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Resumen

El inicio de lactancia constituye una etapa especialmente desafiante para las vacas
lecheras. El repentino incremento en la demanda de nutrientes para la lactogénesis activa
mecanismos que predisponen al desarrollo de enfermedades, comprometiendo la
produccion, reproducciéon y rentabilidad del sistema. Con el objetivo de evaluar
estrategias que favorezcan la adaptacion a esta etapa, se estudié el efecto de la
suplementacion con sales cdlcicas de dcidos grasos poliinsaturados omega-3 (AGPI ®-3)
sobre el desempeifio productivo, metabdlico y reproductivo de vacas Holstein desde el
preparto hasta las primeras quince semanas de lactancia. Treinta y seis vacas fueron

asignadas a dos tratamientos: Control (C) o suplementado (O-3).

La suplementacion no modificé el consumo total de materia seca ni la ingestion
de energia, pero mejord la produccién de leche durante nueve de las catorce semanas
analizadas, resultando en una mayor eficiencia de conversioén en el tratamiento O-3.
Aunque no se observaron diferencias en el peso, condicidon corporal o concentraciones
plasmdticas de glucosa, insulina e IGF-1, las vacas O-3 mostraron una tendencia a
mayores concentraciones de NEFAs y un menor balance energético, junto con una mayor
abundancia de enzimas que asociadas a la oxidacion y cetogénesis hepatica. En el plano
reproductivo, las vacas O-3 tendieron a presentar incrementos en las concentraciones de

progesterona y una mayor proporcion de vacas prefiadas a 130 los dias en leche.

En conjunto, estos resultados indicarian que la suplementacion estratégica con
AGPI ©-3 mejoraria la funcién hepatica, productiva y reproductiva en vacas lecheras en

inicio de lactancia.



Abstract

The onset of lactation represents an especially challenging stage for dairy cows.
The sudden increase in nutrient requirements to support lactogenesis triggers
physiological mechanisms that predispose animals to disease, thereby compromising
production, reproduction, and overall system profitability. To evaluate strategies that may
enhance early- adaptation to this phase, this study examined the effects of supplementing
calcium salts of omega-3 polyunsaturated fatty acids (w-3 PUFA) on productive,
metabolic, and reproductive performance in Holstein cows from the prepartum period
through the first fifteen weeks of lactation. Thirty-six cows were assigned to one of two

treatments: Control (C) or omega-3 supplemented (O-3).

Supplementation did not alter total dry matter intake or energy intake, but it
improved milk yield during nine of the fourteen weeks evaluated, resulting in greater feed
conversion efficiency in the O-3 treatment. Although body weight, body condition score,
and plasma concentrations of glucose, insulin, and IGF-1 did not differ between
treatments, O-3 cows showed a tendency toward higher NEFA concentrations and a lower
energy balance, along with greater abundance of hepatic enzymes involved in oxidation
and ketogenesis. Regarding reproduction, O-3 cows tended to exhibit increases in

progesterone concentrations and higher pregnancy rates by 130 days in milk.

Overall, these findings suggest that strategic supplementation with ®-3 PUFA
may enhance hepatic function and improve productive and reproductive performance in

early-lactation dairy cows.
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1. INTRODUCCION.

El inicio de lactancia supone un desafio fisioldgico de gran magnitud para las
vacas lecheras, ya que coincide con una brusca elevacion en las demandas energéticas,
una disminucién en el consumo de materia seca (CMS) y una profunda reorganizacion
metabolica y endocrina (Goff y Horst, 1997). Este proceso ocurre dentro del denominado
periodo de transicion (PT), que abarca aproximadamente tres semanas previas y tres
semanas posteriores al parto, y es reconocido como la etapa mds critica del ciclo
productivo de la vaca lechera (Drackley, 1999). En lineas generales, dias previos al parto
las demandas de energia se cuadriplican y el CMS disminuye entre un 20 y 40 % (Caixeta
y Omontese, 2021). Aunque luego del parto el CMS aumenta de forma marcada, este
incremento presumiblemente no seria suficiente para satisfacer las mayores demandas de
nutrientes del inicio de lactancia (Pérez-Béez et al., 2021). El pico de lactancia se alcanza
generalmente entre las 4 y 6 semanas posparto, mientras que la maxima capacidad de
CMS se observa entre las 8 y 10 semanas (Martens, 2023). Este desfasaje genera un
balance energético negativo (BEN) que persiste al menos durante los primeros 50 dias

posparto (Sammad et al., 2022).

En respuesta al BEN, el organismo activa mecanismos mediante los cuales el
sistema enddcrino orquesta cambios hormonales que priorizan la lactogénesis por sobre
otras funciones fisiolégicas (Bauman y Currie, 1980). En este contexto, las
concentraciones plasmaticas de insulina y la sensibilidad de los tejidos extramamarios a
la accién de la insulina, principalmente el adiposo y el muscular, disminuyen en paralelo
con el CMS (Allen y Piantoni, 2013). Esta reduccion en la respuesta insulinica forma
parte de un proceso fisiolégico de resistencia a la insulina que limita la captacion de
glucosa por los tejidos extramamarios, favoreciendo asi su disponibilidad para la glandula
mamaria. Este mecanismo, conocido como homeorresis, implica una redistribucién de
nutrientes y energia, asegurando la provision de glucosa y favorece los procesos
anabdlicos en la gldndula mamaria, a expensas de los tejidos periférico (Meikle et al.,
2013; Qiao et al., 2024). Debe entenderse ademas desde un contexto evolutivo, donde la
especie prioriza la produccion de leche y el cuidado del ternero recién nacido, ain en

condiciones de ingesta limitada (Martens, 2023).

La hipoglucemia inducida por la demanda de glucosa por parte de la glandula

mamaria, estimula una rdpida movilizacién de las reservas corporales, principalmente a

1



través de la lipolisis del tejido adiposo, liberando 4cidos grasos no esterificados (NEFAs,
del inglés non-esterified fatty acids) al torrente sanguineo. Este proceso es regulado por
un entorno hormonal caracterizado por altas concentraciones de hormona de crecimiento
(GH, del inglés growth hormone) y bajos niveles de insulina, que promueve un estado
catabdlico. Durante este periodo, la disminucion del nimero de receptores hepaticos de
GH genera un fenémeno conocido como “desacople somatotrofico”, que reduce la
sintesis hepética de factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) y elimina la
retroalimentacion negativa sobre la secrecion de GH por el hipotdlamo (Meikle et al.,
2013). En contraste, en el tejido adiposo aumenta la expresion de receptores de GH,
potenciando su respuesta lipolitica y, por ende, la liberaciéon de NEFAs (Rico y

Barrientos-Blanco, 2024).

El higado desempefia un papel central en esta etapa, procesando los lipidos
provenientes de la circulacion mediante diversas rutas metabodlica (Loor et al., 2013;
Angeli et al., 2019a). Dentro del hepatocito, los NEFAs pueden oxidarse para generar
trifosfato de adenosina (ATP) en la mitocondria, a través de la acciéon de la enzima
carnitina-palmitoil-transferasa 1 (CPT1) o en los peroxisomas mediante la acil-CoA
oxidasa 1 (ACOX1). Alternativamente, pueden empaquetarse junto a lipoproteinas para
su exportacion como triglicéridos (Tg) por acciéon de la enzima diacilglicerol
aciltransferasa 1 (DGATI1), o almacenarse intracelularmente (Bionaz y Loor, 2012; Horst
et al., 2021). Cuando el BEN es intenso y sostenido, la lipdlisis excede la capacidad
hepadtica de oxidar o exportar Tg, lo que produce acumulacién lipidica, aumento de la
cetogénesis, donde interviene la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa
(HMGCoA sintasa), lo cual favorece el desarrollo de higado graso y -cetosis,

respectivamente (Pascottini et al., 2022; Zachut et al., 2022).

Aunque la movilizacién de reservas corporales es un mecanismo adaptativo, su
exceso compromete la funcion hepatica y la eficiencia reproductiva (Ribeiro y Carvalho,
2017). Arshad y Santos (2022), en un estudio cuyo objetivo fue evaluar las asociaciones
entre el contenido de triglicéridos hepaticos y respuesta productiva, metabolitos en
sangre, incidencia de enfermedades, comportamiento reproductivo y supervivencia en
vacas Holstein de alta produccidn, reportaron que el 75 % de las vacas presentaron
infiltraciones hepdticas moderadas a severas durante la primera semana posparto y
observaron que este grupo de vacas presentd mayores concentraciones plasmadticas de
NEFAs y B-hidroxibutirato (BHB), menor CMS, periodos de anestro mas prolongados y
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mayor riesgo de descarte con respecto al grupo que tuvo una menor acumulacién de Tg
en higado. Una mayor capacidad oxidativa hepatica favoreceria una menor acumulacién
de Tg y una mejor adaptacién metabdlica posparto (Roche et al., 2013; Pascottini et al.,
2022). En sintonia con lo anterior, vacas con menor intervalo parto-concepcion
presentaron mayor expresion de CPT1, menor contenido hepatico de Tg y menores

concentraciones de BHB (Roche et al., 2013; Angeli et al., 2019b; Pascottini et al., 2022).

Las estrategias de manejo durante el PT juegan un papel clave en la adaptacién de
las vacas al inicio de la lactancia (Overton y Waldron, 2004; Nikkhah y Alimirzaei, 2023).
Una correcta adaptacion incluye una sucesion armoénica de eventos que resultan en una
lactancia exitosa con adecuado volumen de leche y persistencia, ovulaciones fértiles
luego del periodo de espera voluntario y un sistema inmune competente capaz de limitar

la presentacion de enfermedades (Pascottini et al., 2022).

Diversos estudios han demostrado que las vacas con mejor estado de salud durante
el PT tienden a presentar un desempeio reproductivo superior, lo que sugiere una estrecha
relacion entre la salud y la eficiencia reproductiva del rodeo (Ribeiro et al., 2016; Barletta
et al., 2017). Por el contrario, las vacas que no logran adaptarse adecuadamente al inicio
de la lactancia presentan un BEN mayor asociado a la apariciéon de multiples
enfermedades metabdlicas clinicas o subclinicas, que afectan la reproduccién y la
eficiencia productiva (McArt et al., 2013; Caixeta y Omontese, 2021). De hecho, uno de
los principales determinantes de la rentabilidad de los sistemas lecheros es el rendimiento
reproductivo (Cattaneo et al., 2015), siendo ademas, la causa més frecuente de descarte

de vacas en los sistemas lecheros a nivel mundial (Dallago et al., 2021).

Reportes nacionales e internacionales indican que alrededor del 60 % de los
trastornos de salud de las vacas lecheras ocurren, durante el primer mes postparto (Bargo
et al., 2009; Compton et al., 2017; Daros et al., 2022; Masia et al., 2022). Esta situacion
tiene importantes consecuencias sobre la eficiencia productiva y reproductiva del rodeo,
al tiempo que plantea serias preocupaciones en términos de bienestar animal y
sustentabilidad del sistema productivo (Beaudeau et al., 2000; Warner et al., 2022), ya
que compromete la longevidad de los animales, incrementa las tasas de descarte

involuntario y eleva los costos econémicos y ambientales asociados.



Frente a este complejo escenario, resulta fundamental identificar estrategias de
manejo nutricional que favorezcan una mejorar la adaptacion de las vacas al inicio de la
lactancia. En los dltimos afios, la incorporaciéon de compuestos nutracéuticos en la dieta
de vacas lecheras ha despertado creciente interés como herramientas potenciales para
modular procesos metabdlicos, inmunoldgicos y reproductivos durante el PT (Lopreiato
et al.,2020). En este sentido, la suplementacion dietaria con 4cidos grasos poliinsaturados
(AGPI) de la familia omega-3 (®-3) se presenta como una estrategia promisoria debido a
sus potenciales efectos antiinflamatorios, metabodlicos, hepatoprotectores y sobre la

eficiencia reproductiva (Kra et al., 2022; Ulfina, 2023; Veshkini et al., 2023).

Diversos autores han estudiado los efectos de la suplementacion con AGPI ®-3 en
vacas lecheras (Moallem, 2018; Carneiro et al., 2021; Pereira, et al., 2022; Fabjanowska
et al., 2023). La suplementacion con semillas de lino (fuente de acido a-linolénico, ALA,
C18:3 »-3), ha mejorado la tasa de concepcion en vacas lecheras al atenuar la sintesis de
prostaglandina F2a (PGF2a) y evitar la lutedlisis (Petit e al., 2002a; Burdge y Calder,
2005; Ambrose et al., 2006; lorio et al., 2024). El aceite de pescado constituye una fuente
rica en AGPI »-3, especialmente en los dcidos eicosapentaenoico (EPA, C20:5 ®-3) y
docosahexaenoico (DHA, C22:6 ®-3). La suplementacién con aceite de pescado, ha
demostrado efectos luteotréficos similares o incluso superiores a los de la suplementacion
exclusiva con ALA (Moallem, 2018). Ademds, EPA y DHA, han mostrado efectos
positivos sobre la funcién hepdtica al actuar como ligandos naturales de los receptores
activados por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR-a), regulando la transcripcion
de genes involucrados en la B-oxidacion, el transporte de dcidos grasos y la respuesta
inflamatoria (Hein et al., 2010; Bionaz et al., 2020; Fabjanowska et al., 2023). Resultados
previos de nuestro grupo sugieren que la activacion hepdtica de rutas oxidativas mediadas
por PPAR-a ocurre en el postparto tardio, lo que podria comprometer la capacidad del
higado para procesar los lipidos movilizados durante el PT (Angeli et al., 2019b). Dado
que la conversion endogena del ALA en EPA y DHA es limitada, la suplementacion con
fuentes que aporten EPA y DHA preformados podria potenciar los efectos metabdlicos y
reproductivos de las dietas enriquecidas con ®-3.

Por otro lado, si bien el efecto favorable sobre la reproduccion del acido a-
linolénico ha sido reportado en el extranjero (Ambrose et al., 2006; Dirandeh et al., 2013;
Castro et al., 2019) y recientemente en nuestro pais (lorio et al., 2024), la combinacion

de los tres AG (ALA, EPA y DHA) en un solo producto no ha sido ain evaluada. En



efecto, en un estudio previo conducido por nuestro grupo (Iorio et al., 2024), la
suplementacién con una sal cdlcica a base de aceite de lino a vacas lecheras en primer
tercio de lactancia se presenté como una estrategia promisoria y su efectividad podria ser
mejorada con la inclusiéon de EPA y DHA preformados ya que parte de los efectos
positivos del ALA podrian estar mediados por su elongacion a EPA y DHA.

En este marco, se propone que la suplementacién dietaria con sales cdlcicas
enriquecidas con ®-3 mejorard la funcidén hepética y ovarica, promoviendo una mejor
adaptacion metabdlica, productividad y eficiencia reproductiva en vacas lecheras durante
la lactancia temprana.

A continuacion y a modo de revisiéon bibliografica, se describen
generalidades de los lipidos dietarios en rumiantes, particularmente en la vaca lechera

durante el PT, para luego abordar el desarrollo de los capitulos que integran esta tesis.



1.1. Revision bibliografica.

1.1.1. Lipidos en la nutricién de vacas lecheras.

Bajo el término “lipidos” se agrupa a un conjunto heterogéneo de compuestos
organicos que comparten una caracteristica comun: su solubilidad en disolventes
organicos no polares y su insolubilidad en agua. En los andlisis de laboratorio de
alimentos, esta fraccion se cuantifica como extracto etéreo (EE), que representa la suma
total de todos los compuestos liposolubles presentes en una muestra (NASEM, 2021).
Desde el punto de vista analitico, el EE estd compuesto mayoritariamente por Tg (80 - 95
% del total), los cuales constituyen la principal forma de almacenamiento de energia en
semillas oleaginosas y grasas animales. En menor proporcion se encuentran los acidos
grasos libres, que derivan de la hidrdlisis parcial de los triglicéridos y pueden representar
entre el 2 y el 10 % del EE, especialmente en productos procesados o almacenados por
tiempos prolongados. Los fosfolipidos, que cumplen funciones estructurales en las
membranas celulares, aportan entre el 1 y 5% del EE, siendo mas relevantes en
ingredientes vegetales frescos como las pasturas. En proporciones menores (<1 %), se
hallan los ésteres de colesterol, ceras, esteroles vegetales, vitaminas liposolubles (A, D,
E, K), pigmentos (como los carotenoides) y otros compuestos bioactivos (Palmquist y
Jenkins, 2003). Cabe destacar que la proporcion de estos compuestos varia
considerablemente segtn el tipo de alimento. En semillas oleaginosas como la soja, el
lino o el girasol, los triglicéridos y AG libres son dominantes, mientras que, en pasturas

frescas, predominan los fosfolipidos y pigmentos (Dewhurst et al., 2007).

Las dietas tradicionales para vacas lecheras contienen una baja proporcién de
lipidos, generalmente cercana al 3 % de la materia seca (MS). Sin embargo, los crecientes
requerimientos energéticos de las vacas de alto rendimiento han impulsado una mayor
inclusiéon de concentrados en la dieta (Kolver y Muller, 1998). En estos sistemas mds
intensificados, el contenido total de lipidos puede alcanzar hasta un 5 % de la MS, debido
al mayor aporte de concentrados energéticos y subproductos agroindustriales,
incorporados para satisfacer las demandas nutricionales de las vacas de alta produccion
(Bionaz et al., 2020). Las recomendaciones actuales indican que la inclusion total de
lipidos en dietas para vacas lecheras no debe superar el 6,5 - 7 % de la MS, siendo
prudente mantener el aporte de lipidos suplementarios por debajo del 3 % (Palmquist y

Jenkins, 2017; NASEM, 2021). Desde el punto de vista nutricional, los lipidos son el



nutriente mas concentrado en energia, aportando aproximadamente 2,25 veces mas
energia metabolizable que los carbohidratos lo que los convierte en una herramienta

valiosa para aumentar la densidad energética de las raciones (Onetti y Grummer, 2004).

En su revision, Palmquist y Jenkins (2017) describen las etapas que ha transitado
la suplementacion lipidica en bovinos lecheros durante los ultimos 100 afios: desde una
visién inicial negativa (hasta 1940), en la que los lipidos eran considerados téxicos,
pasando por su reconocimiento como fuente energética (1940 - 1970); el desarrollo de
tecnologias de proteccion ruminal (lipidos by-pass; 1980 - 1990); y la consolidacion de
su uso estratégico en vacas con alta produccién (1990 - 2010). Mds recientemente, la
investigacion se ha centrado valor nutracéutico de los lipidos suplementarios, mas alld de
su aporte nutricional (Lopreiato et al., 2020). Segin el tipo de AG que compone los
lipidos, éstos pueden actuar como moléculas bioactivas que interactian en diferentes
niveles de la fisiologia del animal (Moallem, 2018; Bionaz et al., 2020). Estos efectos,
dependen del tipo de AG suplementado, su dosis y el momento de administracién (Santos

et al., 2008; Soydan et al., 2017; Pereira et al., 2022; Fabjanowska et al., 2023).

Este cambio de enfoque ha impulsado la caracterizacién funcional de los lipidos
seglin su estructura quimica y fisiolégica, dando lugar a su clasificacion basada en el
grado de saturacién, longitud de cadena y posicién del primer doble enlace (Bordoni et
al.,2021). Comprender estas diferencias es fundamental para interpretar sus efectos sobre
la fisiologia de la vaca lechera y optimizar su uso en la formulacién de dietas funcionales

(Veshkini et al., 2023).

1.1.2. Clasificacion de los lipidos.

Los lipidos comprenden una amplia variedad de compuestos que incluyen a los
AG, los cuales poseen un grupo acido carboxilico (COOH) en un extremo, denominado
a (alfa), y un grupo metilo (CH3) en el otro extremo, denominado ® (omega). Pueden
clasificarse segun el niimero de carbonos de su estructura y dobles enlaces presentes en
su cadena. De acuerdo con el nimero de carbonos, los AG se dividen en: cortos (menos
de 6 carbonos), medianos (entre 6 y 12 carbonos), largos (entre 13 y 21 carbonos) y muy
largos (mas de 21 carbonos; Palmquist, 2009). Segtin la cantidad de dobles enlaces, se
clasifican como 4acidos grasos saturados (AGS) cuando no presentan enlaces dobles o
acidos grasos insaturados (AGI) cuando poseen al menos un doble enlace entre los

carbonos de su estructura quimica (Wathes et al., 2007). Estos enlaces dobles confieren

7



flexibilidad a la molécula, motivo por el cual los AGS son sélidos a temperatura ambiente,

mientras que los AGI son mads liquidos en las mismas condiciones (Paez Hurtado, 2023).

Los AGI pueden diferenciarse, ademads, segin la configuracién espacial de sus
dobles enlaces, en isomeros cis o trans. Esta configuracion influye notablemente en sus
propiedades fisicas, biolégicas y nutricionales. En la forma cis, los dtomos de hidrégeno
adyacentes al doble enlace se ubican en el mismo lado de la cadena, generando una
curvatura molecular que favorece la fluidez de las membranas celulares. En cambio, en
la forma frans, los hidrogenos se sitian en lados opuestos, produciendo una estructura
mas lineal y rigida. Sumado a lo anterior, los AGPI se subdividen en tres grupos: omega-
3 (®-3), omega-6 (»-6) y omega-9 (®-9) denominaciones que indican la posicién del
primer enlace doble comenzando desde el extremo metilo (Wathes et al., 2007; Palmquist,

2009).

1.1.3. Fuentes de lipidos en las dietas de rumiantes.

Tradicionalmente, los sistemas de alimentacion de las vacas lecheras se basaron
en el pastoreo directo de forrajes frescos, que aseguraba un perfil lipidico dietario con un
alto contenido de AGPI, especialmente del tipo w-3 (Boufaied et al., 2003). Aunque en
algunos paises, como Irlanda o Nueva Zelanda el pastoreo continda siendo la base de la
alimentacion (Kelly et al., 2020), en otras regiones del mundo los sistemas productivos
han incorporado progresivamente concentrados como cereales, oleaginosas y
subproductos agroindustriales, particularmente durante el inicio de la lactancia o en
periodos de baja oferta forrajera (Dillon et al., 1997; McEvoy et al., 2008). En este
contexto, las raciones totalmente mezcladas (TMR, del inglés total mixed ration)
presentan un uso cada vez mds extendido (Bach, 2024). Se estima que actualmente s6lo
entre el 10y 15 % de la produccién de leche mundial proviene de sistemas exclusivamente
pastoriles (Shalloo et al., 2018; Moscovici Joubran et al., 2021). Este cambio ha generado
una modificacién gradual pero significativa en el perfil de AG en las dietas, con una
reduccidn relativa de los AG »-3 de origen forrajero y un aumento en la proporcién de
AG procedentes de granos y subproductos agroindustriales, tipicamente ricos en ®»-6
(Moscovici Joubran et al., 2021). La proporcion entre AG -3 y ®-6 en la dieta de las
vacas lecheras constituye un determinante fundamental de la composicion lipidica de los
tejidos y de la regulacion de numerosos procesos fisioldgicos (Silvestre et al., 2011;

Moallem, 2018). Ambos son considerados AG esenciales, ya que los mamiferos carecen



de las enzimas necesarias para sintetizarlos de novo y deben ser incorporados a través de
la dieta (Bionaz et al., 2020; Dyall et al., 2022). Lean y Rabiee (2016), estimaron que las
vacas alimentadas con dietas basadas en TMR disponen de aproximadamente la mitad de

AGPI ®-3 en el duodeno en comparacion con aquellas alimentadas con pasturas.

Actualmente, se dispone de una amplia variedad de suplementos lipidicos
(Gadeyne et al., 2016) utilizados en la formulacién de dietas para vacas lecheras. Estos

suplementos difieren en su origen y perfil de AG (Palmquist y Jenkins, 2017).
Segtn su origen, los suplementos lipidicos pueden provenir de:

¢ Fuentes vegetales: principalmente semillas de soja, girasol, lino, canola, colza, palma

y sus derivados (aceites, harinas, expellers).
e Fuentes animales: sebo bovino, grasa porcina.
e Fuentes marinas: aceites de pescado y microalgas.

e Fuentes procesadas o comerciales: mezclas formuladas mediante tecnologias

patentadas especificas para rumiantes.
Segtn su perfil de AG predominante, los suplementos pueden clasificarse en:
e Ricos en AGS: grasas animales y grasas hidrogenadas.
e Ricos en AGMI: aceite de palma, colza.
e Ricos en AGPI:
v' Omega-6 (w-6): soja, maiz, girasol.
v" Omega-3 (w-3): lino, pescado y algas marinas.

En general, los aceites vegetales y marinos (pescado y algas) son
considerablemente mds insaturados que las grasas de origen animal. Esto se debe a la
presencia de cantidades variables de los dcidos linoleico (AL, C18:2 w-6) y ALA (C18:3
®-3) en estas fuentes mas insaturadas, ademas del acido oleico (C18:1 ®-9), presente en
la mayoria de las grasas naturales (McDonanld et al., 2002). Las fuentes marinas, ademas,

contienen concentraciones significativas de AG altamente insaturados como el EPA



(C20:5 »-3) y DHA (C22:6 ®-3). En cambio, las grasas animales presentan menores
proporciones de AGI y mayores proporciones de AGS de alto peso molecular, como el
acido palmitico (C16:0) y el estedrico (C18:0), con menores cantidades de acido ldurico

(C12:0) y miristico (C14:0).

1.1.4. Digestion y metabolismo ruminal de los lipidos.

Los lipidos ingeridos a través de la dieta, sufren extensas transformaciones a nivel
ruminal, lo que genera un marcado contraste entre el perfil de AG consumidos y el que
finalmente alcanza el intestino delgado. El proceso se inicia con la lipdlisis ruminal
(Figura 1), catalizada principalmente por lipasas extracelulares producidas por bacterias
como Anaerovibrio lipolytica, Butyrivibrio fibrisolvens y Eubacterium spp., ademds de
ciertas especies de protozoos capaces de hidrolizar Tg, fosfolipidos y galactolipidos,
liberando AG libres y glicerol. El glicerol es rdpidamente fermentado a dcidos grasos
volétiles (AGV), principalmente propionato y butirato, que pueden ser absorbidos por el
hospedador como fuente de energia, o utilizados por la microbiota como precursores para

la sintesis de sus propios compuestos (Palmquist y Jenkins, 2017).

Figura 1: Representacion esquemadtica del metabolismo de los lipidos en el rumen:

lipdlisis y biohidrogenacion.
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GL: glucolipidos; TG: triglicéridos; AG’s: mezcla de 4cidos grasos; AG-: dcidos grasos insaturados; FL:
fosfolipidos; AGV: 4cidos grasos voldtiles; CJAG: dcidos grasos unidos a las particulas de alimento.

Adaptado de Fuentes (2009).

Los AGI liberados en este proceso son sometidos a biohidrogenacion ruminal,

durante la cual los dobles enlaces son progresivamente reducidos hasta generar AGS. Este
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mecanismo protege a la microbiota celulolitica de los efectos antimicrobianos de los AGI
(Bauman et al., 2003). En este proceso, los AGPI como el AL (C18:2, w-6) y el ALA
(C18:3, ®-3) se convierten finalmente en &cido estedrico (C18:0). En condiciones
ruminales normales, una fraccion de AG no es completamente hidrogenada, lo que
favorece la acumulacién de intermediarios trans, como el acido vaccénico (AV; C18:1
trans-11) y distintos isémeros de 4cido linoleico conjugado (CLA). La acumulacién de
estos isdmeros trans en el rumen tiene implicancias directas sobre la composicién y
calidad de la grasa lactea (Gagliostro, 2004). El AV puede ser absorbido y posteriormente
desaturado en la gldndula mamaria por la enzima A9-desaturasa, originando 4cido
ruménico (AR; cis-9, trans-11 CLA), el principal isémero, que representa entre el 75 y 90
% de los CLA presentes en la leche (Bauman y Griinari, 2003). Este compuesto ha sido
asociado con potenciales beneficios para la salud humana, incluyendo efectos
anticarcinogénicos y moduladores del metabolismo lipidico. Sin embargo, alteraciones
en el ecosistema ruminal, como las inducidas por dietas altas en concentrados y bajo pH,
pueden favorecer rutas de biohidrogenacién alternativas, incrementando la produccién de
isdbmeros como trans-10, cis-12 CLA, que ejerce un potente efecto inhibidor sobre la
sintesis de grasa lictea (Bauman y Griinari, 2003). Este fendmeno, conocido como
sindrome de depresion de grasa ldctea, se caracteriza por una reduccion del contenido de

grasa en leche sin afectar significativamente el volumen producido.

En este contexto, la suplementacién con AGPI representa un desafio en la
nutricidn de rumiantes debido a la extensa biohidrogenacién ruminal, que limita la llegada
de estos compuestos al intestino delgado y, en consecuencia, su biodisponibilidad para
funciones metabdlicas especificas. Para mitigar estas consecuencias negativas, se recurre
al uso de grasas pasantes (Figura 1), disefiadas para resistir parcialmente la degradacién
ruminal y liberar los AG en el intestino delgado, donde son absorbidos (Gadeyne et al.,

2017).

1.1.4.1 Proteccion ruminal de los lipidos (grasas pasantes).

La proteccién ruminal de los lipidos surge como una estrategia nutricional
destinada a minimizar la hidrogenacion microbiana de los AGI, en particular los AGPI
de las series ®-3 y -6, con el fin de que alcancen el intestino delgado en su forma original
y sean absorbidos de manera mds eficiente. El principio consiste en reducir la

disponibilidad fisica o quimica del lipido frente a la acciéon de lipasas e hidrogenasas
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microbianas, garantizando al mismo tiempo su liberacion y absorciéon en el tracto

posterior.

Una revision reciente ha descrito las principales técnicas de protecciéon de la

biohidrogenacion ruminal (Gadeyne et al., 2017), entre las que se encuentran:

Sales de calcio de AG: bloquean el grupo carboxilo libre mediante la formacion
de jabones célcicos. Constituyen un método simple y ampliamente difundido, aunque su
eficacia es variable y depende del grado de insaturacién y del pH ruminal, ya que valores
inferiores a 6,3 favorecen la disociacion y exposicion a las enzimas microbianas. Ademas,
su produccion requiere AGL como precursores, lo que incrementa los costos y limita la

proteccién de aceites con alto contenido de insaturados.

Amidas acilo-grasas: en este método, los AG se enlazan a aminas mediante un
enlace amida resistente a la hidrélisis ruminal. Este mecanismo otorga cierta proteccion
frente a la biohidrogenacién y ha demostrado ser mds estable que las sales de calcio,
aunque la transferencia de AGPI a leche no siempre resulta superior a la obtenida con

aceites sin proteccion.

Encapsulacion mediante aldehidos (principalmente formaldehido): es una de las
técnicas mas efectivas, con transferencias de AGPI a leche que pueden superar el 40% en
algunos casos. El procedimiento consiste en emulsionar los lipidos en una matriz proteica
y reticularla quimicamente, generando cdpsulas resistentes al ambiente ruminal y
degradables en el abomaso. No obstante, el uso de formaldehido presenta limitaciones
regulatorias y de inocuidad, ademds de posibles reacciones inespecificas con otros

nutrientes.

Extrusado o reaccion de Maillard: esta estrategia combina proteinas y azicares
reductores sometidos a calor, generando una matriz que protege los lipidos. Aunque evita
el empleo de compuestos toxicos, su eficacia es limitada, requiere condiciones de
procesamiento costosas y puede derivar en la formacion de compuestos potencialmente

dafiinos por oxidacién de los AGPL

Geles lipidicos compuestos: consisten en emulsiones de lipidos dispersos en
proteinas (por ejemplo, suero lacteo), que se gelifican por calor formando una matriz

resistente a la degradacion ruminal. Esta técnica ha mostrado elevadas eficiencias de
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transferencia de AGPI hacia la leche (superiores al 30%), aunque su aplicacion a gran
escala enfrenta desafios tecnoldgicos relacionados con la conservacion y la estabilidad

del producto.

La eficacia de estas tecnologias depende de factores como el tamafo de particula,
el punto de fusion, el grado de saturacidn, la interaccion con otros compuestos de la dieta
y la estabilidad del recubrimiento durante la mezcla y almacenamiento. Ademds de
mejorar la eficiencia de utilizaciéon de los lipidos, estas estrategias reducen el impacto
negativo de los AGI libres sobre la microbiota ruminal y sobre la digestibilidad de la
fibra, lo que resulta particularmente importante en vacas de alta produccién (Jenkins y

Harvatine, 2014; Bionaz et al., 2020).

De esta manera, tanto la proteccién ruminal de los lipidos como la comprensién de
los procesos de lipdlisis y biohidrogenacion resultan esenciales para interpretar el
metabolismo de los AG en rumiantes. Una vez que los AG escapan a la biohidrogenacién
o son transformados en productos intermedios y finales, pasan al intestino delgado, donde
se inicia el proceso de emulsificacion, digestion y absorcidn, dando paso al metabolismo

post-absortivo, que se describe a continuacion.

1.1.5. Digestion post-ruminal de los AG.

Los AG que alcanzan el intestino delgado, corresponden a una mezcla de productos
intermedios y finales de la biohidrogenacién, junto con una fraccién que, por diversos
motivos (entre ellos la proteccion ruminal) logra escapar sin ser modificada. Una vez en
el duodeno, estos AG son sometidos a procesos de emulsificacion y digestiéon enzimatica,
en los que las sales biliares y la lipasa pancredtica desempefan un papel central al
promover la formacion de micelas mixtas. Estas estructuras facilitan la solubilizacién de
los AG, permitiendo su transporte hasta la membrana de los enterocitos, donde son
absorbidos tanto por difusion pasiva como por mecanismos mediados por transportadores

especificos (Palmquist y Jenkins, 2017).

En el interior del enterocito, los AG son activados a acil-CoA y posteriormente
reesterificados, mayoritariamente en forma de Tg dentro del reticulo endoplasmaético.
Estos Tg se empaquetan junto con fosfolipidos y colesterol esterificado en quilomicrones,
que son liberados al sistema linfatico y posteriormente ingresan a la circulacion sistémica

a través del conducto tordcico (Palmquist y Mattos, 2006). De esta forma, los AG son
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distribuidos hacia diferentes tejidos -principalmente el higado, la gldndula mamaria y

tejido adiposo-, donde participan en diversos procesos fisioldgicos (Bionaz et al., 2020).

1.1.6. Metabolismo post-absortivo de los AG.

El metabolismo celular de los AG cumple un papel central en la homeostasis
energética 'y en la sintesis de moléculas bioactivas que regulan multiples funciones
fisiologicas (Angeli et al., 2021; Dyall et al., 2022). En los mamiferos, algunos AG deben
incorporarse a través de la dieta, ya que carecen de las enzimas necesarias para introducir
dobles enlaces en determinadas posiciones de la cadena carbonada (Brenner, 2003). Por
este motivo, el LA (18:2 w-6) y el ALA (18:3 ®-3) se consideran esenciales. Ademas,
estos AG pueden ser metabolizados hacia moléculas de cadena més larga y con mayor
grado de insaturacién (Mattos et al., 2000) mediante reacciones de desaturacién y
elongacion (Figura 2).

Asi, el LA, tras varias reacciones de desaturacion y elongacion, puede dar origen
al AA (20:4 ®-6). Por otro lado, el ALA, perteneciente a la familia omega-3, puede
transformarse por accion de la enzima A-6 desaturasa en 4cido estedridonico (SDA, 18:4
®-3), que posteriormente, mediante la acciéon de elongasas, se convierte en 4cido
eicosatetraenoico (ETA, 20:4 ®»-3) y, por nuevas reacciones de desaturacién, en EPA
(20:5 »-3). E1 EPA, a su vez, por accion de elongasas, origina el 4cido docosapentaenoico
(DPA, 22:5 ®-3) y finalmente el DHA (22:6 ®»-3) mediante la acciéon de desaturasas
(Figura 2).

Los acidos grasos araquidénico y eicosapentaenoico cumplen un rol fundamental
como precursores de eicosanoides, un grupo de mediadores lipidicos de gran relevancia
fisiol6gica (Saini y Keum, 2018; Dyall et al., 2022). Estos compuestos se liberan a partir
de fosfolipidos de membrana por accion de la fosfolipasa A. y son metabolizados
principalmente por las vias de la ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX) (Figura
2). En la via de la COX, el AA se transforma en endoperdxidos inestables (PGH2), que
sirven como sustrato para distintas sintasas especificas que generan prostaglandinas
(PG), tromboxanos (TX) y prostaciclinas (PGI). Dentro de este grupo, las PG de la serie
F2, en particular la prostaglandina F:a (PGF20), cumplen una funcién clave en bovinos:
participan en la lutedlisis al inducir la regresiéon del cuerpo liteo (CL), regulan la
motilidad uterina y modulan procesos inflamatorios en el aparato reproductor (Santos e?

al., 2008). Paralelamente, el EPA puede dar origen a prostaglandinas de la serie 3 (por
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ejemplo, PGFsa), con menor potencia bioldgica, lo que explica en parte los efectos

moduladores de los AG -3 sobre la reproduccién y la inflamacidn.

Figura 2: Representacion esquemdtica del metabolismo de los AGPI.
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PGH= endoperéxidos. PG= prostaglandinas. TX= tromboxanos. PGI= prostaciclinas. LT= leucotrienos.

Adaptado de Angeli et al. (2021).

Del mismo modo, los TX generados por la accion de la TX sintasa a partir del AA
se caracterizan por ejercer un potente efecto vasoconstrictor y promotor de la agregacion
plaquetaria, con implicancias en la hemostasia y la circulacién (TXA2). En contraste, los
AG -3 favorecen la sintesis de TXAs, cuya accidn bioldgica es mucho més débil (Burdge
y Calder, 2005). Por la via de 1a LOX, el AA se convierte en hidroperéxidos que derivan
en leucotrienos (LTB4, LTCs, LTD4 y LTE4), los cuales cumplen un rol proinflamatorio,
promoviendo la quimiotaxis y la activacion de leucocitos. En contrapartida, a partir del
EPA se sintetizan leucotrienos de la serie 5 (por ejemplo, el LTBs), caracterizados por
una menor capacidad inflamatoria, lo que contribuye a los efectos antiinflamatorios

atribuidos a los AG ®-3 (Calder, 2012; Angeli et al., 2021).

De este modo, los derivados del metabolismo de los AGPI actian como
moduladores de la reproduccion, la inflamacion y la respuesta inmune. En este punto, es
importante destacar que no existe posibilidad de interconversion entre las familias de AG
-3y ®-6, dado que los mamiferos carecen de las desaturasas necesarias para introducir
dobles enlaces en las posiciones correspondientes (Brenner, 2003; Dyall et al., 2022). En
consecuencia, cada serie depende de sus propios precursores dietarios, lo que confiere

una importancia decisiva al perfil lipidico de la dieta en la determinaciéon de la
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disponibilidad tisular de estos compuestos. En este contexto, los AG dietarios adquieren
particular relevancia, ya que las dietas de las vacas lecheras modernas suelen contener
elevadas cantidades de LA y, lo que favorece la sintesis de derivados de los AGPI -6
(Ruxton et al., 2004). Esta desproporcion no solo limita la disponibilidad de AGPI ®-3
de cadena larga en los tejidos, sino que también puede afectar procesos fisioldgicos clave,
como la funcién inmune, la reproduccién y el metabolismo energético. Ademads, una
elevada ingesta dietaria de LA puede desplazar el uso de la A-6 desaturasa hacia la ruta

-6, reduciendo asi la conversion de ALA en AGPI ®-3 de cadena larga.

Por otro lado, en los bovinos la eficiencia de las transformaciones de AG es baja,
especialmente en el higado, donde las reacciones de elongacién y desaturacién son
limitadas (Moallem, 2018). Las reacciones catalizadas por las desaturasas A-6 y A-5
representan pasos restrictivos en la ruta biosintética, lo que limita la formacion de EPA,
DPA, DHA y AA (Tosi et al., 2014). En concordancia, diversos estudios han mostrado
que la conversion de ALA a derivados de cadena larga es muy reducida. Chiu et al. (2008)
la estimaron entre 2 y 10 %; Goyens et al. (2005) reportaron aproximadamente 7 % para
EPA y apenas 0,013 % para DHA; mientras que Hussein et al. (2005) observaron valores
ain menores (0,3 % para EPA y <0,01 % para DHA). En animales de carne y leche, la
suplementacion con semillas de lino (fuente de ALA) puede incrementar las
concentraciones tisulares de EPA y DPA, pero no las de DHA, lo que indica que la ruta
metabolica se encuentra parcialmente bloqueada a nivel de DPA (Nassu et al., 2011;

Shingfield et al., 2013).

Finalmente, la actividad de las desaturasas es modulada por factores hormonales:
el glucagon, la adrenalina y tiroxina ejercen un efecto inhibitorio, mientras que la
insulina estimula su acciéon (Brenner, 2003). Este factor metabdlico, sumado a la
competencia enzimadtica, la imposibilidad de interconversion entre las familias de AGPI
y la limitada capacidad de elongacion y desaturacion de los bovinos, determina una
marcada dependencia del aporte exdgeno de EPA y DHA para mantener concentraciones
tisulares adecuadas (Raes et al., 2004). Esta restriccion cobra especial relevancia en vacas
lecheras al inicio de la lactancia, donde la elevada demanda energética, la resistencia
insulinica y los profundos cambios metabdlicos incrementan la necesidad de suministrar
AGPI preformados como estrategia nutricional para optimizar la funcién inmune,

reproductiva y productiva.
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1.2. Suplementacién con AG durante el PT.

El PT representa una fase critica y exigente para el metabolismo de la vaca lechera.
Durante esta etapa, el crecimiento fetal y los cambios hormonales provocan una
disminuciéon del CMS hasta el momento del parto (Ingvartsen y Andersen, 2000).
Posteriormente, el CMS comienza a aumentar de manera progresiva, aunque no lo
suficiente como para cubrir los elevados requerimientos energéticos de la produccién de
leche, lo que genera un BEN durante las primeras semanas posparto (Grummer, 1995).
Si el BEN es severo, puede comprometer la salud de la vaca y la concepcion (Fricke et
al., 2023). Un estudio de relevamiento sobre 84.369 vacas lecheras provenientes de 1.748
rebafios del Reino Unido informé que el BEN durante el periodo preparto alcanzaba al
52 % de los animales y al 75 % durante los primeros 20 dias en lactancia (Macrae et al.,
2019). Frente a este desafio, la suplementacion con AG se presenta como una estrategia
eficaz para incrementar el aporte energético dietario y mitigar los efectos del BEN en este

periodo vulnerable.

Mas alla de su papel energético, el tipo de AG incluidos en la dieta puede influir
diferencialmente en la salud y la funcién reproductiva de las vacas lecheras (Fabjanowska
etal.,2023; Zeng et al., 2023). Los AG forman parte de todas las membranas celulares y
participan en multiples procesos bioldgicos esenciales. En la bicapa lipidica, el tipo de
AG incorporado puede modificar la fluidez de la membrana, afectando la actividad
enzimatica, la expresion de receptores y la funcionalidad de canales i6nicos (Ribeiro et
al., 2016). Ademas, ciertos AG estdn implicados en la regulacion de la expresion génica
(Clarke, 2001; Hein et al., 2010; Bionaz et al., 2020). En particular, los AG -3 pueden
activar los PPARs, induciendo la transcripcion de genes involucrados en la captacion de
glucosa y AG, la elongacion embrionaria y la regulacién de diversas enzimas de rutas

metabolicas (Bionaz et al., 2013; Giller et al., 2018; Angeli et al., 2019b).

Por su caracter bioactivo, los AGPI ®-3 también ejercen efectos sobre el
metabolismo y la funcién inmune. A nivel metabdlico, pueden mejorar la eficiencia
productiva al promover la oxidacién de AG y limitar la acumulacién de Tg en el higado
(), reduciendo el riesgo de trastornos metabdlicos como la cetosis y la esteatosis hepdtica
(Bougarne et al., 2018). En cuanto al sistema inmune, la suplementacién con fuentes de
ALA, EPA y DHA durante el PT modula la produccion de citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el interferon gamma (IFN-y) y la
interleuquina 1 (IL-1), aumentando la capacidad de fagocitosis de leucocitos y
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monocitos, y favoreciendo la proliferacion de linfocitos y la produccién de anticuerpos

(Saini y Keum, 2018; Sordillo, 2018; Carneiro et al., 2021).

En el ambito reproductivo, los AGPI ®-3 regulan la sintesis de PG, reduciendo la
liberacién de PGF2a y favoreciendo la supervivencia embrionaria y la funcion luteal
(Libera et al., 2020; Carneiro et al., 2021). Sin embargo, la magnitud de estos efectos
depende en gran medida de las concentraciones de EPA y DHA alcanzadas en los tejidos,
considerando que los rumiantes poseen una capacidad enzimaética limitada para convertir
ALA en EPA y DHA (Greco et al., 2015; Pereira et al., 2022). Este aspecto resalta la

importancia de combinar distintas fuentes de AGPI para potenciar sus efectos

beneficiosos en vacas lecheras.

Figura 3: Representacion de los principales efectos de la suplementacion con AGPI

w-3 sobre el metabolismo, produccion y reproduccion en vacas lecheras.
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ALA= icido a-linolénico. EPA= 4cido eicosapentaenoico. DHA= 4cido docosahexaenoico. AG= 4cido
graso. PGF2a= prostaglandina F2a. AGS= 4cidos grasos saturados. AGI= acidos grasos insaturados. IA=

indice de aterogenicidad.
Por todo lo anteriormente expuesto, ha crecido el interés en la suplementacion con

AGPI -3 en vacas lecheras, y se plantea como hipétesis general de este trabajo que: “la

suplementacion dietaria con sales cdlcicas enriquecidas con omega-3 mejorard la
Juncion hepdtica y ovdrica, el estado metabélico y el desempeiio productivo y

reproductivo de vacas lecheras en lactancia temprana”.
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2. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo general.

Estudiar los efectos de la suplementacion con sales calcicas de AG »-3 (a base de
ALA, EPA y DHA) sobre pardmetros productivos, metabdlicos hepaticos y reproductivos

en vacas lecheras en inicio de lactancia.

2.2. Objetivos especificos.

1. Comparar los efectos de la suplementacion dietaria con sales calcicas
enriquecidas con ®-3, sobre el consumo de materia seca (CMS) y energia, la produccién,
composicién y perfil de AG en leche, la variacién del peso corporal (PC) y la condicién

corporal (CC).

2. Estudiar los efectos de la suplementacion dietaria sobre las concentraciones de
BHB en sangre, de NEFAs, glucosa e insulina plasmatica, y el contenido de Tg hepaticos

en vacas lecheras.

3. Analizar los efectos de la suplementacién dietaria sobre la expresion de
proteinas relevantes en:

a) la oxidacién hepatica de 4cidos grasos (CPT1, ACOX1 y PPAR-0);

b) la cetogénesis (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (HMGCoA sintasa)), y

c) la reesterificacion de Tg hepéticos (DGAT1).

4. Determinar si la suplementacion dietaria afecta la funcién ovdrica, a través de
la dindmica folicular y seguimiento de la dindmica luteal mediante los niveles plasmaticos

de progesterona.

5. Comparar los efectos de la suplementacion dietaria sobre la relacién entre

parametros reproductivos con el perfil metabodlico de vacas lecheras.
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CAPITULO 1.

Efectos de la suplementacion de derivados de
acidos grasos ®-3 sobre variables productivas y el
desempeno reproductivo de vacas lecheras en

inicio de lactancia.
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1. 1. INTRODUCCION.

El inicio de la lactancia constituye una de las fases mds desafiantes del ciclo
productivo de la vaca lechera, caracterizada por un marcado desbalance entre la elevada
demanda energética para la sintesis de leche y la limitada capacidad de consumo. Esta
situacién conduce a un marcado BEN, que promueve una intensa movilizaciéon de
reservas corporales, profundas alteraciones metabdlicas y una reorganizacion endocrina
que repercute tanto en la eficiencia productiva como en el desempefio reproductivo
(Caixeta y Omontese, 2021). En este contexto, la implementaciéon de estrategias
nutricionales que favorezcan la adaptacion metabolica durante el PT resulta fundamental
para preservar la salud, optimizar la produccién y mejorar la eficiencia reproductiva del
rodeo lechero (Lopreiato et al., 2020; Nikkhah y Alimirzaei, 2023).

La suplementacion lipidica se ha convertido en una herramienta comun para
aumentar la densidad energética de las dietas y minimizar los efectos del BEN en vacas
de alto requerimiento (Palmquist y Jenkins, 2017; Bionaz et al., 2020). No obstante, en
algunos casos puede reducir el CMS, alterar la funcion del ruminal y originar isdémeros
de AG que deprimen la grasa butirosa de la leche (dos Santos Neto et al., 2022; Pereira
et al., 2022). Més alld de su aporte energético, los AG también cumplen funciones
fisioldgicas relevantes, capaces de modular el metabolismo y la funcién inmunitaria
(Moallem, 2018). En este contexto, la suplementacion con AGPI de la serie ®-3, como
los ALA (C18:3), EPA (C20:5) y DHA (C22:6), ha cobrado creciente interés en la
nutricién de rumiantes. Estas moléculas, poseen reconocidos efectos moduladores sobre
la produccién, el metabolismo y la funcién reproductiva en bovinos lecheros (Moallem,

2018; Angeli et al., 2021; Fabjanowska et al., 2023).

1.1.1. Balance energético durante el PT.

El balance energético se define como la diferencia entre la energia consumida por
el animal y aquella destinada a cubrir sus requerimientos de mantenimiento, gestacioén y/o
produccién lactea. En la etapa inmediatamente posterior al parto, las demandas
energéticas del animal se incrementan de forma abrupta. Este aumento responde a décadas
de mejoramiento genético orientado hacia una mayor productividad lechera, lo que ha
generado que las vacas modernas produzcan volumenes de leche hasta diez veces

superiores a los necesarios para alimentar al ternero (Martens, 2023).
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A este marcado incremento de los requerimientos energéticos se suma una
disminucién del apetito caracteristica del periodo periparto, fenémeno observado también
en otras especies de mamiferos. En las vacas lecheras, el consumo de materia seca (CMS)
alcanza su punto minimo dentro del ciclo gestacion-lactancia (Onetti y Grummer, 2004).
Como consecuencia, durante el postparto temprano el gasto energético supera la ingesta,
provocando un balance energético negativo (Macrae et al., 2019) y, por ende, una
reduccién de la condicién corporal (CC). La magnitud de la caida en el CMS determina
el grado de movilizacidn de reservas lipidicas, evidenciada por el aumento plasmatico de
NEFAs y BHB, lo que eleva la susceptibilidad a desérdenes metabdlicos, especialmente
a la cetosis (Allen y Piantoni, 2013; Ospina et al., 2013).

El consumo de alimento en vacas lecheras estd determinado por una compleja
interaccion de factores, entre los que se incluyen la composicion de la dieta, el manejo,
las condiciones ambientales, el nivel de produccion y el estado fisiologico del animal,
particularmente la concentracién de insulina y la sensibilidad de los tejidos a esta
hormona (Ingvartsen y Andersen, 2000). Los mecanismos que regulan la ingesta son
multifactoriales e integran multiples vias de sefializacion y retroalimentaciéon (Brown,
2021). El comportamiento alimentario se regula en centros hipotaldmicos que reciben
informacion periférica proveniente del higado, del tracto gastrointestinal y de sefiales
hormonales y metabolicas.

El efecto del llenado ruminal sobre la regulacion del consumo ha sido
ampliamente estudiado (Pérez-Bdez et al., 2021). La distension del rumen, determinada
principalmente por el contenido de fibra detergente neutra (FDN) de origen forrajero, es
percibida por mecanorreceptores localizados en el reticulo y en el saco craneal del rumen.
No obstante, se ha comprobado que este mecanismo predomina en etapas de alta
produccién y no en el inicio de la lactancia, razén por la cual se han formulado dietas
posparto con mayores proporciones de fibra (Allen y Piantoni, 2013). Ademas, el transito
del contenido digestivo estimula la liberacién de péptidos intestinales que también
participan en la modulacién del apetito, tales como ghrelina, colecistoquinina y el péptido
similar al glucagén tipo 1 (GLP-1; Relling y Reynolds, 2007).

En afios recientes, Allen et al. (2009) propusieron la Teoria de la Oxidacion
Hepdtica (HOT, del inglés Hepatic Oxidation Theory) a partir de estudios en modelos
experimentales, la cual plantea que el aumento en la oxidacién de sustratos hepdticos
inhibe la ingesta, mientras que su disminucion la estimula mediante aferencias vagales

hepaticas (Allen et al., 2009). El grado de oxidacion hepética depende del equilibrio entre
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la produccién y la utilizacion de enlaces fosfato de alta energia (ATP). En los rumiantes,
los principales combustibles oxidados en el higado son los NEFAs, glicerol, lactato y
aminodcidos, provenientes tanto del catabolismo tisular como de la dieta, ademds de
propionato y butirato generados por la fermentacién ruminal. Dado que el higado bovino
presenta baja actividad enzimatica para metabolizar acetato y glucosa, estos sustratos no
son utilizados de manera significativa.

El incremento del flujo hepatico de NEFAs durante el periparto podria, por tanto,
contribuir a la disminucién de la ingesta observada, lo cual coincide con la correlacion
inversa entre las concentraciones plasmaticas de NEFAs y el CMS descrita en diversos
estudios (Arshad y Santos, 2022). Asimismo, las infusiones de propionato han mostrado
un efecto hipofagico en rumiantes. Este dcido graso volétil, generado principalmente por
la fermentacién del almiddn, es captado por el higado y utilizado preferentemente para la
gluconeogénesis. Cuando su disponibilidad supera la demanda de esta via, el propionato
puede oxidarse hasta acetil-CoA. En vacas en balance energético negativo, la
acumulacién de acetil-CoA inhibe la oxidacién del propionato, favoreciendo su uso como
precursor glucogénico. Sin embargo, su entrada al ciclo del 4cido tricarboxilico (TCA)
puede estimular la oxidacion de acetil-CoA, generando ATP y elevando la carga
energética hepdtica. Estos mecanismos sustentan la formulacién de dietas posparto con
mayor proporcidn de fibra, destinadas a minimizar los efectos hipofdgicos del propionato

(Allen y Piantoni, 2013).

1.1.2. Efectos de la suplementacion con AG ®-3 sobre el CMS en vacas
lecheras.

La suplementacion lipidica puede modificar el consumo voluntario de materia
seca. Los resultados de la literatura son variables: algunos estudios reportan una
disminucién del CMS atribuida al aroma o sabor caracteristico de los aceites ricos en -
3 (Choi y Palmquist, 1996; Donovan et al., 2000), especialmente a niveles superiores a
300-400 mL d (Doreau y Chilliard, 1997; Keady et al., 2000). Otros autores, en cambio,
informaron aumentos del CMS cuando se utilizaron fuentes vegetales como semilla de
lino extrusada o se redujo la relacion w-6:®-3 en la dieta (Ambrose et al., 2006; Zachut
et al., 2010; Greco et al., 2018). Por otro lado, numerosos ensayos no evidenciaron
diferencias en el CMS con dietas enriquecidas en ®-3, incluso con altos niveles de
inclusién (Petit et al., 2002a; Gonthier et al., 2005; Moallem et al., 2013; Elis et al., 2016;

Sinedino et al.,, 2017). Estas inconsistencias pueden atribuirse a factores
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interrelacionados, como la forma de presentacion del suplemento (aceites libres, semillas
enteras o extrusadas, productos protegidos de la biohidrogenacién ruminal), el perfil de
AG aportados, la etapa fisiolégica de los animales, el momento y la duracién de la
suplementacion (Rabiee ef al., 2012; Moallem, 2018; Lashkari et al., 2024).

A nivel fisiolégico, diversos mecanismos podrian explicar los cambios en el
consumo: aumento de las concentraciones plasmaticas de NEFAs, menor motilidad
intestinal, alteraciones hormonales y una mayor oxidacién hepética de los AG (Allen,
2000; Relling y Reynolds, 2007; Leduc et al., 2017). Se ha propuesto que los AGPI ®-3
actian como agonistas de los receptores FFAR4, induciendo la liberacién de
colecistoquinina, hormona que reduce el apetito (Albracht-Schulte et al., 2018). Otros
mediadores, como el GLP-1 y la grelina, también participarian en este efecto (Bradford
et al., 2008).

Mis recientemente, se ha estudiado la participacion del sistema endocannabinoide
como modulador del consumo y del metabolismo energético. Este sistema, activo en
higado y tejido adiposo, depende del perfil dietario de AG; la suplementaciéon con ®-3
puede reducir la sintesis de endocannabinoides proinflamatorios, modulando la
sefializacion hipotaldmica y periférica, y favoreciendo un balance energético mds estable
(Brown, 2021; Kra et al., 2022; Zachut et al., 2022).

El grado de proteccién del suplemento es otro aspecto clave. Los productos
disefiados para resistir la biohidrogenacién ruminal permiten que una mayor proporcion
de AGPI alcance el intestino delgado sin comprometer la digestibilidad de la fibra,
evitando los efectos negativos de la fermentacién ruminal y el CMS (Gadeyne et al.,

2017; Palmquist y Jenkins, 2017).

1.1.3. Efectos de la suplementacion con AG ®-3 sobre la produccion y
composicion de leche.

Los efectos de la suplementacién con ®-3 sobre la produccién y composicion de
la leche son variables. En un metaandlisis con 86 comparaciones, Rabiee et al. (2012)
observaron una tendencia al aumento en la produccién de leche (P = 0,088), atribuible
principalmente a las fuentes ricas en ®-3. Estudios posteriores confirmaron incrementos
en la produccién de entre 2,7 y 6,4 % con aceite de semilla de lino y microalgas (Moallem
et al., 2010; Zachut et al., 2010; Sinedino et al., 2017; Amini et al., 2023). Sin embargo,
otros trabajos no detectaron diferencias significativas (Ambrose et al., 2006; Elis et al.,

2016; Freret et al., 2019; Hadadi et al., 2021).
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En conjunto, los resultados sugieren que la respuesta depende de multiples
factores, como la fuente lipidica, el nivel de proteccidon ruminal y la composicién de la

dieta base.

1.1.3.1. Influencia de la suplementacion lipidica sobre la GB.

La grasa butirosa (GB) constituye el componente mds variable de la leche bovina,
tanto en su concentracién como en su composicion (Bauman y Griinari, 2003). Ademas
de su variabilidad, la sintesis de GB representa el proceso mds demandante de energia
dentro de la glandula mamaria, llegando a requerir hasta un 35 % de la energia ingerida
y el 50 % de la energia utilizada en la lactogénesis (Bauman y Currie, 1980). En
consecuencia, y tal como recomiendan las directrices del NASEM (2021), una reduccién
controlada de la sintesis de grasa lactea podria disminuir los requerimientos energéticos
para la produccion de leche. La suplementacion dietaria con AG no solo puede modificar
el contenido total de grasa, sino también el perfil de AG que la componen.

Diversos estudios han documentado una disminucién en la concentracion de grasa
lactea tras la inclusion de semillas de lino en la dieta, aunque el rendimiento total no fue
afectado debido a la mayor produccién de leche observada en el grupo suplementado.
(Moallem et al., 2010; Zachut et al., 2010). Asimismo, estudios que evaluaron niveles
crecientes de lipidos provenientes del lino demostraron una reduccién progresiva del
porcentaje de grasa a medida que aument la suplementacién (Hurtaud ez al., 2010; Ferlay
et al., 2013). Un patrén similar se observo con la suplementacion de aceites y harinas de
pescado, ricos en EPA y DHA. Donovan et al. (2000) informaron una disminucién
cuadrética del porcentaje de grasa al incrementar la inclusién de aceite de pescado,
mientras que (Moallem ef al., 2013) confirmaron este efecto negativo en vacas
suplementadas con aceite de pescado encapsulado al 2,9 % de la MS, en comparacién con
grasas saturadas.

No obstante, no todos los estudios han confirmado este efecto depresor ante la
suplementaciéon con AGPI ®-3 sobre la GB. Neveu et al. (2013) evaluaron la
suplementacién con semillas de lino extruidas bajo dos relaciones forraje/concentrado y
observaron que la composicion de la leche estuvo més influenciada por dicha relacion
que por la inclusién lipidica. Resultados comparables fueron reportados por Martin et al.
(2008) y Petit et al. (2009), quienes tampoco detectaron reducciones significativas en la

GB con inclusiones moderadas de lino. Estos hallazgos sugieren que la magnitud y
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direccion de la respuesta dependen de la interaccion entre el nivel de suplementacion y la

composicion de la dieta basal.

Una fraccién considerable de los AGPI suministrados, especialmente cuando
administran como aceites libres o sales célcicas, puede ser sometida a biohidrogenacion
en el rumen. Este proceso genera isomeros intermedios relacionados con la depresion del
contenido graso de la leche (Piperova et al., 2004). Por ello, el grado de proteccién
ruminal del suplemento lipidico constituye un factor determinante para evaluar su
impacto sobre la composicion lactea (Gadeyne et al., 2017). El perfil de AG de los
suplementos también desempefia un papel critico. Los AG de cadena muy larga, como el
DHA, han sido identificados como posibles inhibidores de la sintesis de novo de AG
mediante la supresion de enzimas clave de la lipogénesis de la glandula mamaria, proceso
mediado por la proteina de unién al elemento regulador de esteroles (SREBP1, del inglés
Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1), que regula la expresion de genes
codificantes de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la 4cido graso sintasa (FAS) (Angulo
et al., 2012; Shingfield et al., 2013).

1.1.3.2. Perfil de AG en la leche y salud humana.

La leche bovina constituye una importante fuente de nutrientes en la dieta humana
desde hace aproximadamente 10.000 afios (Britt et al., 2018). Sin embargo, en las tltimas
décadas se observa una tendencia a la disminucién del consumo de leche liquida en ciertos
paises, debido a supuestos efectos negativos para la salud atribuidos, especialmente, a su
alto contenido de AGS (Britt et al., 2018). En particular, los AGS de como el ldurico
(C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), se han asociado con incrementos en el
colesterol total y en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) consideradas aterogénicas.
Sin embargo, los AGS de cadena corta (C4:0 a C10:0) no estarian asociados a afecciones
coronarias (Lock y Bauman, 2004), por lo que las generalizaciones acerca de las grasas y
los AG carecen de valor y con frecuencia generan percepciones erroneas en los
consumidores. De hecho, algunos AG de cadena larga y muy larga pueden ejercer efectos
antiinflamatorios y cardioprotectores (Gagliostro, 2004; Calder, 2012). Se ha demostrado
que el consumo de AGPI, especialmente los de la serie -3, pueden modular la sintesis
de eicosanoides, disminuir la produccién de citoquinas proinflamatorias y mejorar la
funcién endotelial, contribuyendo en conjunto a reducir el riesgo de aterosclerosis y

enfermedades cardiovasculares en humanos (Mozaffarian y Wu, 2011).
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La composicion de 1a GB de la leche bovina puede modificarse a través de la dieta,
siendo los AG de la serie ®-3, uno de los grupos de mayor interés por su relevancia para
la salud humana (NASEM, 2021). Los AG presentes en la leche pueden originarse tanto
de la captacién de AG preformados del plasma (> C16:0) como de la sintesis de novo en
la glandula mamaria (< C16:0). Adicionalmente, existe un grupo de AG mixtos (AG 16-
C) que involucra ambos origenes (Gallardo y Teixeira, 2023) La suplementacién con
AGPI se asocia consistentemente con una reduccioén de los AGS y un aumento en la
proporcion de AG de cadena larga en la estructura de los Tg de la leche (Plata-Pérez et
al., 2022). Cuando se suplementa con lipidos no protegidos de la biohidrogenacién
ruminal, la lipdlisis de los Tg libera glicerol, que favorece una mayor produccién de
propionato y una menor sintesis de acetato, principal precursor de los AGS de novo de
cadena corta y media. Aunque este cambio en la relacién acetato/propionato no suele
afectar el volumen de leche, si modifica el ambiente ruminal y la poblacién microbiana,
generando condiciones que favorecen la sintesis y transferencia de AGI hacia la glandula

mamaria (Shingfield et al., 2013).

Los AGPI de cadena larga que escapan al proceso de biohidrogenacién ruminal
son absorbidos en el intestino y secretados en la leche, contribuyendo a elevar el
contenido de AGPI en detrimento de los AGS. Este efecto puede estar mediado, en parte
por la inhibicién de SREBPI, esencial para la regulacién de genes lipogénicos en la
glandula mamaria (Angulo et al., 2012), que controla la lipogénesis mamaria a través de
las enzimas ACC y FAS (Shingfield et al., 2013). Por otro lado, la suplementacién con
diferentes fuentes de AGPI eleva los niveles de acido vaccénico (AV; trans-11 C18:1),
cuyo origen estd relacionado con la saturacién incompleta del AL y ALA (Figura 4). El
AV es un sustrato para la enzima A-9 desaturasa en la sintesis de los dcidos linolénicos
conjugados (CLA) cuyo isémero mds comun es el dcido ruménico (AR) en la glandula
mamaria (Bauman y Griinari, 2003). Estos AGs (AV y CLA) se han asociado con
beneficios relevantes para la salud humana, entre ellos la menor incidencia de
enfermedades crénicas, cardiopatia coronaria, aterosclerosis, hipertension, diabetes tipo
IT y obesidad. Asimismo, al CLA se le atribuyen propiedades anticarcinogénicas en
modelos animales y un potencial significativo para atenuar sintomas de la menopausia,
mejorar la salud 6sea y contribuir en la prevencidn de sarcopenia y obesidad sarcopénica

(Plata-Pérez et al., 2022).
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Figura 4: Rutas metabolicas de la GB en vacas lecheras a partir de AL y ALA.
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Fuente: Gomez-Cortés et al. (2018).

Las guias nutricionales para humanos recomiendan el consumo de alimentos que
contengan un balance adecuado de lipidos, donde menos del 10 % de la energia total
ingerida en la dieta provenga de AGS (USDA, 2025). En los lacteos, un método para
definir una composicion lipidica saludable considera pardmetros como el porcentaje de
AG trans, el contenido de CLA, la proporcidon o-6/®w-3 y el indice aterogénico (IA),
basado en la relacién entre AGS hipercolesterolémicos y AGI protectores (Ulbricht y
Southgate, 1991).

En este sentido, la suplementacion de vacas con AGPI ®»-3 ha mostrado una
importante tasa de pasaje a la leche, especialmente cuando los suplementos se suministran
con algtin grado de proteccion frente a la biohidrogenacién ruminal (Glasser et al., 2008).
El aceite de lino, rico en ALA, se ha estudiado ampliamente como suplemento dietario
por su potencial para incrementar los niveles de AR en la GB. Gonzdlez Moreno et al.
(2020) observaron efectos favorables sobre la fracciéon aterogénica de la leche al
suplementar con 0,7 kg d de sales calcicas de aceite de lino en vacas lecheras. En este
estudio, se registr6 una reduccién en los AGS hipercolesterolémicos: C12:0 (-13,6 %),
C14:0 (7,4 %) y C16:0 (-9,0 %), respecto al grupo control, junto con un incremento del
108 % en la concentracién de ALA en el grupo suplementado. Evidencia integrativa
proviene del metaanélisis de Glasser et al. (2008), que mostrd reducciones consistentes
en los AG de cadena corta, mientras que aumentaban los AGMI y de cadena larga en

comparacion con dietas control. Ademads, se describieron aumentos lineales en los niveles
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de CLA y trans-18:1 en la grasa lactea a medida que se incrementaba la inclusion de lino

(Glasser et al., 2008; Petit et al., 2009).

El uso de otras fuentes de AGPI, como sales cdlcicas de aceite de pescado (ricas
en EPA y DHA), permite aumentar la concentracion de estos AG bioactivos en la GB,
aportando compuestos de reconocida accion antiinflamatoria y cardioprotectora
(Moallem et al., 2013; Hadadi et al., 2021). Asi, la suplementacién con fuentes lipidicas
ricas en ®-3 constituye una estrategia valida para modificar el perfil de AG de la leche
bovina hacia una composicién mas favorable para la nutricién humana, en linea con las
recomendaciones actuales de reducir grasas saturadas y aumentar grasas insaturadas en
la dieta (USDA, 2025). Aunque los incrementos en el contenido de AGPI de la leche
logrados mediante suplementacién en bovinos son relativamente modestos, adquieren
relevancia en el marco de dietas en las que los lacteos constituyen una fuente habitual de

grasa (NASEM, 2021).

1.1.3.3. Influencia de la suplementacién lipidica sobre la proteina lactea.

La suplementacion con diferentes fuentes de lipidos en vacas lecheras ha mostrado
un impacto mds consistente sobre la GB que sobre la proteina de la leche (Chilliard, 1993;
Drackley et al., 2003). Diversos estudios han reportado una disminucién en el porcentaje
de proteina l4ctea tras la inclusién de AG en la dieta (Wu y Huber, 1994; Rabiee et al.,
2012). Se ha estimado que, por cada 100 g adicionales de grasa ingerida, la concentracién
de proteina en la leche se reduce, en promedio un 0,03 % (Jenkins y McGuire, 2006).

Los efectos negativos de la suplementacion lipidica sobre la proteina de la leche
podrian explicarse, en parte, por la presencia de AGI en el rumen, que conducen a una
disminucién relativa de la poblacién microbiana. Este cambio puede comprometer la
sintesis de proteina y, en consecuencia, reducir el suministro y la absorcién de
aminodcidos en el duodeno, esenciales para la sintesis proteica lactea (DePeters y Cant,
1992). Este efecto es particularmente importante cuando se utilizan fuentes insaturadas
de lipidos que no han sido sometidas a procesos que limiten la biohidrogenacién ruminal.
Ademads, al comparar dietas ricas en hidratos de carbono con aquellas en las que parte de
la energia proviene de lipidos, se ha observado que la sustitucion de carbohidratos por
grasa puede reducir la disponibilidad de precursores gluconeogénicos y, por ende, limitar

la sintesis de lactoproteinas (Palmquist y Jenkins, 1980).
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Sin embargo, estudios en los que se utilizaron fuentes de ®-3 como lino extrusado
(Gonthier et al., 2005; Martin et al., 2008; Moallem et al., 2010; Zachut et al., 2010) o
lino entero (Petit et al., 2004; Akraim et al., 2007) no evidenciaron efectos significativos
sobre la proteina de la leche. De manera similar, Gonzdlez Moreno et al. (2020)
reportaron un efecto nulo de la suplementacién con ALA sobre el porcentaje y la
produccién de proteina lactea, en comparaciéon con un grupo control alimentado con
dietas isoenergéticas, en un experimento de 12 semanas de duracion.

Otros investigadores evaluaron el efecto de la suplementacion con diferentes fuentes
de AG sobre la composicion de leche. Por ejemplo, Petit (2002b) encontré una mayor
concentracion de proteina en las vacas suplementadas con semillas de lino (fuente de
ALA), en comparacién con aquellas alimentadas con semillas de girasol (fuente de LA),
resultados consistentes con los de Ambrose ef al. (2006). En un estudio reciente, Amini
et al. (2023) evaluaron la suplementacion con diferentes fuentes de AG protegidas de la
biohidrogenacién ruminal en vacas Holstein durante el PT. Las vacas que recibieron AGS
o AGPI produjeron mas leche que el grupo control y, aunque no se observaron diferencias
significativas en el porcentaje de proteina lactea, el mayor volumen de leche result6 en

una mayor secrecion diaria total de proteina.

1.1.4. Relacion entre la suplementacion con AG ®-3 y la funcion reproductiva
en el ganado lechero.

Diversos autores han revisado el efecto de la suplementacién con ®-3 sobre
pardmetros reproductivos en vacas lecheras (Moallem, 2018; Libera et al., 2020; Carneiro
et al., 2021; Fabjanowska et al., 2023). Aunque los resultados son en algunos casos
inconsistentes, los AGPI ®-3 pueden influir positivamente en la funcién reproductiva
afectando distintos niveles del eje hipotdlamo-hipofisario-ovérico, ademds de modular la
respuesta inflamatoria uterina y la sintesis de PG, en particular reduciendo la produccion

de PGF:a, compuesto clave en la lutedlisis (Zeng et al., 2023).

Asimismo, los AGPI ®-3 pueden regular la expresion de genes implicados en la
esteroidogénesis afectando los procesos de crecimiento y diferenciacion folicular, la
maduracion de ovocitos, la funcion luteal y el desarrollo embrionario. En conjunto, estos
efectos contribuyen a acortar el anestro posparto y favorecer el restablecimiento de la
ciclicidad ovdrica (Fabjanowska et al., 2023). Un adecuado suministro de -3 en la dieta

de las vacas lecheras puede incrementar la tasa de concepcion (Elis et al., 2016) y reducir
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el riesgo de pérdida de gestacion (Dirandeh et al., 2013), especialmente durante la

lactancia temprana.

1.1.4.1. Reanudacion del ciclo estral postparto.

Tras el parto, es fundamental que la vaca reinicie su ciclo estral para aumentar las
probabilidades de prefiez antes de los 130 dias posparto (Middleton et al., 2019). En este
contexto, la suplementacion con AG ®-3 pueden emplearse como una estrategia
nutricional para acortar el anestro posparto, debido a su capacidad para modular la
inflamacion (Calder, 2012; Carneiro et al., 2021), optimizar la funcién ovérica (Ambrose
et al., 2006; Moallem et al., 2013; Hadadi er al., 2021) y favorecer la sintesis de
progesterona (Petit et al., 2002a; Greco et al., 2018; Fabjanowska et al., 2023).

La suplementacién de 750 g d de semilla de lino triturada (fuente de ALA) en
vacas lecheras durante el PT acort6 el tiempo hasta la primera ovulacién postparto y la
involucion uterina luego de 30 dias postparto, respecto a las vacas no suplementadas con
lipidos (Ulfina et al., 2015). De manera similar, Jolazadeh et al. (2019) compararon la
suplementacién preparto con 140 g d de sales cdlcicas de aceite de pescado (fuente de
EPA y DHA) frente a un grupo control (sin grasas afladidas) y observaron un
acortamiento del intervalo hasta la primera ovulacién postparto. En otro estudio, Matras
et al. (2014) evaluaron la suplementacion con dos variedades de semilla de lino (con alto
y bajo ALA), en dosis del 3 y 6 % sobre el CMS en el pre y post parto, respectivamente.
Comparadas con un concentrado isoenergético administrado desde las seis semanas
previas a la fecha estimada de parto hasta las 17 semanas en lactancia, no se observaron
diferencias significativas en los pardmetros reproductivos al inicio de lactancia. Sin
embargo, las vacas del tratamiento H-ALA presentaron una menor tasa de inseminacion
y un menor ndmero de dias hasta el primer celo en comparacién con el grupo control y el
grupo L-ALA. De forma similar, Pereira et al. (2022)suplementaron vacas lecheras desde
los 11 dias posparto y durante nueve semanas con una grasa protegida a base de aceite de
lino frente a un suplemento isoenergético compuesto por AGS (control). La
suplementacién con -3 acort6 el intervalo parto-concepcion sin afectar la salud uterina

ni la reanudacion de la actividad ovérica postparto.

En conjunto, la evidencia indica que la suplementaciéon con AG -3 durante el PT
podria ser una estrategia prometedora para favorecer la reanudacion de la actividad

ovdrica postparto (Moallem, 2018). No obstante, los resultados sugieren que la eficacia
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de esta practica depende en gran medida de factores como la fuente, la dosis Yy,
especialmente, el momento de inicio de la suplementacion. Se ha demostrado que, tras la
suplementacién con AGPI, las concentraciones tisulares tardan mds tiempo en aumentar
que las plasmaticas, lo que indica que iniciar el aporte de ®-3 en el preparto o al momento
del parto podria ser més efectivo que posponerlo (Moallem, 2018; Pereira et al., 2022).
Esta estrategia permitiria una adecuada acumulaciéon de AGPI en el endometrio,
modulando de manera mds eficiente la produccién de citoquinas y favoreciendo la
resolucion de infecciones uterinas tempranas, las cuales comprometen el desarrollo
folicular y la ovulacion en vacas en inicio de lactancia (Sheldon et al., 2002; Gilbert,

2016; Pascottini y LeBlanc, 2020).

1.1.4.2. Tamaiio del Foliculo Preovulatorio.

La concentracion de ®-3 en el organismo influye en los procesos de maduracién
y competencia ovocitaria (Oseikria et al., 2016). En este sentido, Ambrose et al. (2006)
observaron un mayor tamafio de foliculos preovulatorios en las vacas suplementadas con
semilla de lino en comparacién con aquellas que recibieron aceite de girasol (fuente de
®-6). Ademds, registraron un aumento del porcentaje de concepcion al primer servicio
(38,9 %) y una mayor supervivencia embrionaria (del dia O al 24 post inseminacién) en
las vacas suplementadas con ®-3 respecto a las vacas del tratamiento ®-6.

El tamafio del foliculo preovulatorio se relaciona directamente con la calidad del
ovocito y la funcién del CL subsecuente (Yang y Fortune, 2015; Sharma et al., 2020). De
hecho, la suplementacién dietética con ®-3 se ha asociado con un mayor tamafio del CL
y concentraciones sanguineas mas altas de progesterona, lo que a su vez estimula el
desarrollo folicular (Fabjanowska et al., 2023). Ulfina et al. (2015) reportaron que las
vacas que suplementadas con semilla de lino (750 g d) durante el PT presentaron un
foliculo dominante significativamente mayor y un CL més grande que las vacas del grupo
control. Resultados comparables se describen en otros estudios donde emplearon distintas
fuentes de AG -3, mostrando efectos positivos sobre el nimero de foliculos, la dindmica
ovdrica y el tamaio del foliculo preovulatorio (Zachut., 2010; Elis et al., 2016; Freret et

al.,2019; Amini et al., 2024).

Por el contrario, Sinedino et al. (2017) suplementaron vacas con 0 o 100
g/vaca/dia de un producto de algas marinas (10 % DHA) desde el dia 27 al 147 posparto

y no observaron cambios en el didmetro folicular ni las concentraciones plasmdticas de

32



progesterona durante el protocolo Ovsynch. Sin embargo, la suplementacion incremento
la tasa de prefiez en un 39 % respecto al control, reduciendo en 22 dias la mediana a la
concepcion. De manera similar, Moallem et al (2013) demostraron que la
suplementacion con aceite de lino (rico en ALA) o con aceite de pescado (rico en EPA y
DHA) desde el preparto hasta los 60 dias posparto aumentd el nimero de foliculos
recuperados por aspiracion folicular y mejor6 la tasa de clivaje y la formacién de
blastocistos in vitro, en comparacién con una dieta con grasa saturada. Aunque no se
detectaron diferencias en el didmetro folicular ni en las concentraciones de progesterona,
ambos tratamientos con AGPI ®-3 mejoraron la foliculogénesis y la competencia

ovocitaria.

Estos antecedentes sugieren que los AGPI ®-3 podrian influir sobre las
caracteristicas del foliculo preovulatorio (Moallem, 2018). Este efecto podria estar
mediado por la incorporacion de ALA y sus metabolitos en el fluido folicular y en las
células de la granulosa, desplazando la sintesis de eicosanoides hacia un perfil menos
proinflamatorio (Zachut et al., 2010; Moallem et al., 2013). En contraposicion, el AA (®-
6) y sus derivados desempenan un papel clave en la regulacion de la esteroidogénesis
folicular, modulando la expresion de proteinas implicadas en la sintesis de estradiol,
aunque los resultados reportados son variables (Zhang et al., 2019).

En conjunto, diversos ensayos han documentado mejoras en la dindmica folicular
y una tendencia hacia un mayor tamaiio del foliculo preovulatorio con dietas enriquecidas
en ®-3 (Ambrose et al., 2006; Wonnacott et al., 2010). Esto indica que la respuesta a la
suplementacion con estos AG varia segin la fuente utilizada, la cantidad administrada, el
estado fisioldgico del animal y el tiempo de aplicaciéon. En suma, los datos respaldan que
los ®-3 pueden favorecer una foliculogénesis mds eficiente, aunque la magnitud de su
efecto sobre el tamafio del foliculo preovulatorio no es uniforme y requiere mayor

investigacion.

1.1.4.3. Funcion del Cuerpo Liteo y Prostaglandinas.

Diversos estudios han documentado que la suplementaciéon con AGPI,
particularmente ALA, EPA y DHA modulan la fisiologia luteal en vacas lecheras
mediante la regulacion de la sintesis de PGF:a (Thatcher et al., 2006; Sharma et al., 2020).
Mattos et al. (2000), (2004) y Santos et al. (2008) propusieron que la reduccién en la

secrecion de PGF.0 asociada a la inclusion de AGPI ®-3 podria prolongar la vida
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funcional del CL. Este efecto se atribuye a la competencia de ALA, EPA y DHA con el
AA (C20:4 ®-6) por las enzimas desaturasas, elongasas y COX, lo que disminuye la
sintesis de prostaglandinas de la serie 2 y favorece la formacién de compuestos menos
activos, como las prostaglandinas de la serie 3 (Saini and Keum, 2018). Coyne et al.
(2008) indicaron que esta modificacion del perfil eicosanoide uterino transforma el

ambiente uterino de luteolitico a luteotréfico, favoreciendo la supervivencia embrionaria.

Estudios in vitro confirman este efecto: la incubacién de células endometriales
bovinas con EPA reduce significativamente la produccion de PGF2a (Caldari-Torres et
al., 2006), y vacas con fuentes de ®-3 (EPA, DHA o ALA) presentan menores
concentraciones plasmaticas de PGF-0 en comparacidén con animales no suplementados
(Mattos et al., 2000; Petit et al., 2004; Dirandeh et al., 2013; Greco et al., 2018). Esta
respuesta se asocia con menor expresion de COX-2 y con la menor disponibilidad de AA

como sustrato (Greco et al., 2018).

Asimismo, los AGPI ®-3 modulan directamente la esteroidogénesis luteal y la
produccién de progesterona (Krum, 2020; Fabjanowska et al., 2023). La incorporacion
de estos lipidos en las membranas del CL pueden alterar la expresion de proteinas
involucradas en el transporte de colesterol hacia la mitocondria, como la StAR (del inglés
steroidogenic acute regulatory protein) y la enzima citocromo P450scc (Wathes et al.,
2007; Sharma et al., 2020). En caprinos, la suplementacién con aceite de pescado
incrementd la expresion de la 3fB-hidroxiesteroide deshidrogenasa y modificé la
abundancia de StAR (Chaudhari et al., 2020). En bovinos, la inclusién de ®-3 en la dieta
elevd las concentraciones intraluteales y plasmaticas de progesterona (White et al., 2012;
Plewes et al., 2018), sugiriendo una mayor capacidad biosintética del tejido. En conjunto,
los ®-3 no solo reducen la sefial luteolitica endometrial, sino que también estimulan

directamente la sintesis de progesterona en el CL.

1.1.4.4. Desarrollo embrionario.

Una proporcién considerable de las pérdidas embrionarias tempranas se asocia a
una sefializacion deficiente del reconocimiento materno de la gestaciéon. Normalmente, el
embrién bovino secreta interferon-t (IFN-t), que inhibe la liberacion pulsatil de PGF2a al
suprimir los receptores endometriales de oxitocina. Cuando su produccion es insuficiente,

ocurre la lutedlisis funcional y estructural del CL, reduciendo la secrecidn de progesterona
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necesaria para mantener la gestacion. Se estima que entre el 30 y el 50 % de los embriones

se pierden antes del dia 17 posfecundacién (Szenci, 2021; Wiltbank et al., 2023).

Varios trabajos muestran que la suplementacion con AG ®-3 mejora la calidad
embrionaria y la sefializacion del IFN-t. Thangavelu ef al. (2007) observaron morulas
con mayor nimero de blastdmeros en vacas suplementadas con w-3; Freret ef al. (2019)
registraron una mayor proporcion de blastocistos, y Sinedino et al., (2017) reportaron una
mayor expresion génica relacionada con la sintesis de IFN-t en vacas suplementadas con
DHA. De forma similar, Giller et al. (2018) encontraron embriones mas grandes y con
mayor actividad de IFN-t en vaquillonas alimentadas con aceite de pescado protegido.

Este entorno disminuye la produccion de PGF:a y prolonga la funcionalidad luteal

(Coyne et al., 2008).

Hadadi er al. (2021) reportaron en vacas Holstein suplementadas con sales
calcicas de aceite de pescado una reducciodn significativa de los dias abiertos y una mayor
tasa de concepcién, sugiriendo una accién combinada sobre la funcién luteal y la
sefalizacién embrionaria. De manera concordante, Iorio et al. (2024) y Amini et al.
(2024) observaron incrementos en el tamafio del CL, mayores concentraciones de
progesterona y mejores indicadores reproductivos en vacas suplementadas con AGPI

respecto a los controles.

La evidencia reciente demuestra de forma consistente que la suplementacién con
AGPI »-3 ejerce efectos beneficiosos sobre el desarrollo embrionario, la funcién luteal y
las tasas de concepcion en vacas lecheras. Estos efectos resultan de una compleja
interaccioén entre en el metabolismo lipidico, la regulacién hormonal y la sefalizacion
materno-embrionaria.

En términos fisiologicos, los ®-3 compiten con el AA por las enzimas COX-1y
COX-2, reduciendo la produccion de PGF:a y generando un ambiente uterino luteotréfico
que favorece la secrecion de progesterona (Mattos et al., 2004; Carneiro et al., 2021). A
nivel molecular, su accién antiinflamatoria atenta la expresion de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B, TNF-a) y de COX-2, reduciendo la inflamacién uterina
postparto (Ribeiro y Carvalho, 2017), ademds de incrementar la expresion de genes
inducidos por interferén, mejorando la comunicacién materno-embrionaria (Fabjanowska

et al., 2023). En el embridn, su incorporacién en las membranas celulares optimiza la
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funcién mitocondrial y reduce el estrés oxidativo durante la division celular (Zeng et al.,
2023).

La acciéon combinada de progesterona, IFN-1 y -3 establece un circulo virtuoso
que resfuerza la sefial de reconocimiento embrionario, inhibe la lutedlisis y mejora las
condiciones para la implantacion (Coyne et al., 2008; Carneiro et al., 2021). En este
contexto, la suplementacidn estratégica con ALA, EPA y DHA durante el PT e inicio de
lactancia se presenta como una herramienta prometedora para mejorar simultineamente
la eficiencia productiva y reproductiva de las vacas lecheras de alta produccion. Cabe
destacar que la magnitud de estos efectos puede variar segun la fuente de AG, la dosis, la
etapa fisiologica y la duracién de la suplementacion.

De esta forma, el propésito de este capitulo fue evaluar el efecto de la
suplementacion dietaria con sales célcicas derivadas de aceites ricos en ®-3 sobre
variables productivas y el comportamiento reproductivo en vacas lecheras durante el

inicio de lactancia.
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1. 2. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos efectuados en los animales se realizaron de acuerdo a
las normativas vigentes en el tema (Guia para el cuidado y uso de animales agricolas en
Investigacion y Docencia, Federacion de Sociedades de Ciencia Animal, 2010), y
fueron aprobados (4 de agosto de 2020) por el Comité de Etica y Seguridad Institucional
de la FCV - UNL (Protocolo N° 614/20).

1.2.1 Animales

Se utilizaron 36 vacas de la raza Holstein seleccionadas del Tambo
Experimental de la Estacién Experimental Agropecuaria (EEA) Rafaela del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), provincia de Santa Fe, Argentina (31°
12'S, 61° 30" W). Las mismas fueron distribuidas en 18 bloques con dos animales cada
uno segun (valores expresados como el promedio + desvio estdndar): fecha probable de
parto (17/03/2022 + 16 dias), nimero de lactancias (2,89 + 1,54 lactancias), peso
corporal (708 + 99 kg), condicién corporal (3,34 + 0,37) y nivel de produccién en la
lactancia previa (8392 + 1542 kg de leche); asignadas al azar a uno de dos tratamientos:

Control (C) y Omega-3 (O-3).

El estudio comenz6 a los 21 + 2 dias previos a la fecha estimada del parto y
finaliz6 a los 105 £ 5 dias en leche. Durante el experimento, todos los animales fueron
alojados en galpones de cama fria, provisto de pasillos de alimentacién cubiertos y

acceso ad libitum al agua.

Durante el periodo preparto, los animales fueron separados segtn el tratamiento en
dos corrales similares dentro de un galpén equipado con camas de arena para recibir los
partos y sala de ordefio para la obtencion del calostro. Ocurrido el parto, las vacas fueron
ordefiadas y el calostro obtenido fue suministrado a su cria con sonda esofagica.
Inmediatamente, luego del primer ordefio, las vacas fueron trasladadas al galpén de
cama fria donde permanecieron en un mismo lote hasta el final del periodo

experimental.

1.2.2. Alimentacion.
Las dietas utilizadas durante el periodo experimental fueron diagramadas para
cubrir el 100 % de los requerimientos de los animales, utilizando el software NASEM

(2021) para su formulacién. Durante el periodo preparto, los animales consumieron una
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racion parcial mezclada (PMR, por sus siglas en inglés) constituida por (porcentajes
promedio y expresados en base a MS): heno de paja de trigo (12,94 %), silaje de maiz
(63,18 %), grano de maiz molido (3,81 %), harina de soja (16,87 %) y un paquete aniénico
de vitaminas y minerales (3,20 %). Ademas, el tratamiento O-3 recibi6 0,40 kg MS de
sales cdlcicas, mientras que el tratamiento Control recibi6é 0,70 kg MS de maiz molido
(reemplazo isoenergético - equivalencia: 1 kg MS de sales cdlcicas = 2 kg MS de maiz).
Asumiendo 80% de digestibilidad de los AG y que para pasar de ED a EM se asume
100% ya que las pérdidas son practicamente nulas, para el calculo de la concentracion
energética de los lipidos se utiliz6 la siguiente ecuacion: Energia digestible (ED) = 9,4 x
digestibilidad AG x EE/100 (NRC, 2001). Este periodo fue utilizado como
acostumbramiento a las dietas.
Durante la lactancia, ambos tratamientos fueron alimentados con una misma PMR
que contenia heno de alfalfa (7,83 %), silaje de maiz (24,12 %), silaje de alfalfa (36,55
%), semilla de algodén (2,10 %), harina de soja (18,64 %), maiz molido (9,86 %) y un
premix comercial de vitaminas y minerales (0,9 %). En la sala de ordefio y de manera
individual, cada vaca recibi6 4,48 kg de MS de un concentrado para vacas en lactancia
sumado al tratamiento que le correspondia segin su grupo. De este modo, el grupo O-3
fue suplementado con 0,65 kg de MS de sales cdlcicas y al grupo control se le suministré
1,15 kg de MS de maiz molido en reemplazo isoenergético, repartido en partes iguales en
cada turno de ordefio (04:00 y 15:00 horas).
El suministro de PMR (durante el preparto y lactancia) se realiz6 una vez por dia,
aproximadamente a las 07:00 am utilizando un mixer vertical (Juarez 14 MTS3, equipado
con balanza electrénica). Previo al suministro diario, se realiz6 lectura de comederos y se

retir6 el remanente del dia anterior, asegurando al menos un 5 % de excedente diario.

1.2.3. Manejo reproductivo.

Luego del parto, dos veces por semana (lunes y jueves), todas las vacas fueron
examinadas ginecoldgicamente para evaluar el puerperio y aptitud para la liberacién a
servicio para iniciar el protocolo de sincronizacién de la ovulacion, para la inseminacidén
artificial a tiempo fijo (IATF).

El examen ginecoldgico consistid en la evaluacion clinica del aparato reproductor e
incluyd0 maniobras de palpacién acompafiadas de ecografias transrectales
(PROVETSCAN SR-2C, con transductor lineal transrectal de 6,5-8 MHz, en modo
tiempo real B, BM, Color, PDI, PW; New VeTec, Ledn, Espafia) del utero y ovarios para
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valorar la involucién uterina, la presencia de estructuras ovdricas y la deteccion de
posibles alteraciones como endometritis, quistes ovdricos, entre otras.

Todas las vacas ciclicas y liberadas a servicio fueron sincronizadas (43 + 5 dias en
leche (DEL)) utilizando un protocolo Presynch—Ovsynch (PSOv) para la IATF (78 £ 5
DEL, dia 0). El protocolo PSOv (Figura 5) consisti6 en la administracién intramuscular
de 2 mL de PGF2a (150 pg de D-cloprostenol, Prostal, Over, Santa Fe, Argentina) a los
—36 y —22 dias, seguidos de la administraciéon de 5 mL de GnRH (21 mg de acetato de
buserelina, Gestar, Over, Santa Fe, Argentina) por via intramuscular al dia —10. EI
protocolo continud con la administracion de dos dosis consecutivas de PGFza (2 mL,
150 pug de D-cloprostenol, Prostal, Over, Santa Fe, Argentina) los dias —3 y —2, con el
objetivo de inducir la regresion del cuerpo ldteo. Posteriormente, se administré una dosis
de GnRH (5 mL, 21 mg de acetato de buserelina, Gestar, Over, Santa Fe, Argentina) el
dia —1 para inducir la ovulacién. La IATF se realiz6 16 horas después de esta ultima

aplicacion de GnRH y se consideré como el dia 0 del protocolo.

Figura 5: Diagrama del protocolo PSOv utilizado para la sincronizacion de la

ovulacion.
Presynch - Ovsynch
PGFz, PGFg, GNRH 2%PGFa, GnRH IATF
B ‘ 14d ‘ 12 d ‘ 7d | 2d | 16 hs |__
N | | | | I
43 + 5 DEL 78+ 5 DEL
1.2.4. Muestreos

1.2.4.1. Dieta y alimentos que la componen.

Muestras representativas de las raciones suministradas en preparto y lactancia
fueron tomadas semanalmente. Cada dos semanas, se muestrearon todos los ingredientes
que componian las dietas y de ser necesario, se realizaron ajustes en la formulacion.

Todas las muestras fueron secadas en estufa con circulacion forzada de aire a 65 °C
hasta peso constante para determinar el contenido de materia seca (MS; Protocolo
PROMEFA-v2 AOAC, 1990 N° 130.15 y N° 167.03) y molidas en molino tipo Wiley
(malla 1 mm). Luego, fueron ingresadas al laboratorio de Calidad de Forrajes de 1a EEA
Rafaela del INTA, para determinacién de FDN mediante el método ANKOM basado en
la norma ISO 16472:2006; fibra detergente acido (FDA) por el método ANKOM basado
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en la norma ISO 13906:2008; lignina detergente acido (LDA) mediante el protocolo
PROMEFA v2 para equipo ANKOM; proteina bruta (PB) segin AOAC, 1998 N°
976.05; extracto etéreo (EE) por AOAC, 1999, procedimiento 920.39 (modificado para
extractor automatico); cenizas (AOAC, 1990, procedimiento 942.05) y digestibilidad in
vitro de la MS (DIVMS) segun la técnica de fermentacion en dos etapas de (Tilley y
Terry, 1963). El contenido de almidén fue determinado mediante kit enzimatico bajo el
método AOAC 996.11 (AOAC, 2005). El perfil de AG de los alimentos fue determinado
mediante cromatografia utilizando el protocolo AOCS Ce-1j-07, tal como se describe en

Masson et al. (2015).

1.2.4.2. Produccion y composicion de leche.

La produccién de leche fue registrada en forma individual y diaria mediante el
sistema de ordefio computarizado DelPro (DelPro Farm Manager 6.60, DeLaval,
Tumba, Suecia).

La composicion de la leche fue evaluada en el Laboratorio de Calidad de Leche y
Agroindustria de la EEA Rafaela de INTA, a partir de muestras individuales colectadas
cada dos semanas. Se tomaron dos submuestras de leche de cada vaca en ordefios
consecutivos (am y pm) utilizando muestreadores de leche (DeLaval, Tumba, Suecia),
confeccionando luego una muestra compuesta por individuo, en la cual la participacién
de cada submuestra fue proporcional a la produccién de cada ordene. En cada muestra
compuesta se determind el contenido de grasa butirosa (GB), proteina total (PT),
lactosa, sélidos totales (ST), s6lidos no grasos (SNG) y urea por espectrofotometria
infrarroja (MilkoScanTM Minor; FOSS Electric, Hilleroed, Dinamarca) segin norma
ISO 9622 IDF 141 (2013).

Para el calculo de leche corregida por grasa (LGC 4%), se utilizé la férmula

descripta por Gaines y Davidson, (1923):
LGC 4% = (0,4 + (0,15 x % GB)) x kg leche

Para el célculo de leche corregida por energia (LEC), se utiliz6 la férmula propuesta

por Tyrrell y Reid (1965)

LEC = (kg leche x (383 x % GB) + (242 x % PT) + 783,2) / 3140

Para el andlisis del perfil de AG en leche, se recolectaron muestras individuales

de 100 mL de leche de cada vaca durante la quinta semana de lactancia, las cuales fueron
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almacenadas a —24 °C hasta su analisis mediante cromatografia gas-liquido en el
Laboratorio de Bromatologia y Nutricién de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral. Los dcidos grasos fueron convertidos
a ésteres metilicos de 4cidos grasos mediante transesterificacion con una solucién
metanodlica de hidréxido de potasio como paso intermedio previo a la saponificacion
(ISO 5509:2000). Luego, los ésteres metilicos fueron analizados mediante un
cromatégrafo Shimadzu (GC 2014), equipado con un inyector automatico (AOC-20i
auto injector, Shimadzu) y un detector de ionizacion de llama (SFIDI1), segun lo

indicado por Masson et al. (2015).

1.2.4.3. Consumo de MS y energia.

Durante el periodo preparto, el CMS fue evaluado mediante el método de la
diferencia (ofrecido - rechazado), para lo cual, las vacas fueron alojadas en corrales
individuales dentro del galp6n durante periodos de 3 dias consecutivos una vez por
semana.

Del mismo modo durante la lactancia, el consumo individual diario de
concentrado se determind por la diferencia entre la cantidad ofrecida y la rechazada a
lo largo de todo el periodo experimental. El consumo individual de PMR se determiné
por la diferencia entre lo ofrecido y lo rechazado durante las semanas 5 y 15 de
lactancia, para lo cual las vacas fueron alojadas en corrales individuales en el galpén de
cama fria. El consumo total de MS se calculé como la suma del concentrado y PMR

consumidos.

1.2.4.4. Balance energético.
El balance energético fue calculado en base a la Ecuacién 4 (NASEM, 2021),
donde:

Balance energético (Mcal d™!) = ENL consumida — (ENM + ENP + ENL).

La ingesta de energia (ENL consumida) se calcul6 a partir del CMS total y el
contenido de energia neta de lactancia de la MS consumida estimado de acuerdo con
NASEM (2021), utilizando los datos de composicion quimica obtenidos de los anélisis

de laboratorio.

La ENM (energia neta de mantenimiento; Mcal d™!) fue determinada en base a la

Ecuacién 3-13 (NASEM, 2021):
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ENM = 0,10 x PC %7

La ENP (energia neta de prefiez; Mcal d') fue calculada mediante el uso de la

Ecuacién 3-17b (NASEM, 2021) para los requerimientos durante la involucion uterina.

Finalmente, la energia para produccién de leche (ENL; Mcal d ') fue calculada

mediante la Ecuacién 3-14a (NASEM, 2021):

ENL = kg leche x [(0,0929 x % GB) + (0,055 x % PT) + (0,0395 x % lactosa)]

1.24.5.PCy CC.

Los animales fueron pesados individualmente mediante una balanza electrénica a
los —21 y —7 dias de la fecha probable de parto, el dia del parto y a los 7, 21, 35, 60, 75
y 112 dias posparto, inmediatamente después del ordefio de la mafiana. En el mismo
momento, dos evaluadores determinaron de manera independiente el score corporal
usando una escala de 5 puntos (1: extremadamente flaca y 5: extremadamente gorda)
con incrementos de 0,25 (Wildman et al., 1982). El promedio de las determinaciones

de ambos evaluadores fue utilizado para los andlisis.

1.2.4.6. Parametros reproductivos.

La primera ovulacién postparto fue diagnosticada considerando de forma conjunta
la dindmica ovdrica, la presencia de una fosa ovulatoria o cuerpo hemorrdgico y las
concentraciones plasmaticas de progesterona. La actividad ovérica fue evaluada
mediante ecografias transrectales seriadas utilizando un ecdgrafo portatil
(PROVETSCAN SR-2C, con transductor lineal transrectal de 6.5-8 MHz, en modo
tiempo real B, BM, Color, PDI, PW; New VeTec, Leén, Espafia), y se determind el
nimero y tamafo de las estructuras ovdricas, incluyendo foliculos y cuerpos liteos

(CL).

Se contabilizaron todos los foliculos con un didmetro > 3-5 mm y se registré el
diametro de aquellos foliculos mayores a 5 mm. La presencia de un CL, junto con un
patrén compatible de crecimiento folicular previo, fue indicativa de ovulacién reciente.
Para confirmar la actividad ldtea y validar funcionalmente la ovulacion, se analizaron
las concentraciones de progesterona en plasma (Quimioluminiscencia, Centaur XP,
Siemens, EE. UU.) obtenidas el dia 5 post confirmacién de la ovulacion. Se consider6

como confirmacién de la primera ovulacién un valor de progesterona >1 ng mL, en
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conjunto con la identificacion ecogréfica de un CL y/o evidencia de luteinizacion del
foliculo dominante.

A los 43 £ 5 dias posparto se inici6 un protocolo PSOv. Durante el protocolo se
realizaron ecografias ovdricas para seguir la dindmica folicular (nimero y tamafio de
foliculos, didmetro del foliculo preovulatorio, presencia del cuerpo ldteo y drea luteal).
Las vacas fueron inseminadas a tiempo fijo por un técnico experto. Los dias 0, 5, 14,
22 y 28 respecto a la IATF, se extrajo sangre para determinar concentraciones
plasméticas de progesterona.

El diagndstico de gestacion se realizé por ecografia transrectal a los 32 dias post-
IATF y fue reconfirmado por palpacién transrectal de los contenidos uterinos
aproximadamente a los 60 dias post-IATF. Adicionalmente, los dias 28, 32,42, 60y 70
post-IATF se efectuaron evaluaciones ecogréficas para determinar la presencia y

viabilidad embrionaria.

A partir del dia 32 post-IATF, el manejo reproductivo consistié en deteccion
visual de celo e inseminacién diaria. Las vacas que no concibieron fueron
reinseminadas al detectar celo. Aquellas que no manifestaron celo y fueron
diagnosticadas no gestantes 32 + 3 dias después de la dltima IA recibieron tratamiento
con PGFza (150 pg de D-cloprostenol, Prostal, Over) en presencia de cuerpo liteo, o
una dosis de GnRH (21 mg de acetato de buserelina, Gestar, Over) seguida de PGF.a
siete dias después, si no se evidenciaba cuerpo ldteo. La proporcion de vacas gestantes
fue evaluada en las vacas que lograron un diagnéstico de prefiez hasta los 130 dias en

leche (DEL).

1.2.5. Analisis estadistico.

Los diferentes pardmetros cuantificados fueron evaluados con el software R v4.2.2
(R Core Team, 2022), siguiendo las directrices metodoldgicas establecidas para
garantizar la reproducibilidad y la validez de los resultados.

Los datos de produccién y composicion de leche, PC, CC, CMS, érea luteal y
hormonas fueron analizados de acuerdo con un disefio de bloques completos
aleatorizados con observaciones repetidas en el tiempo, ajustado por covariable (a0 =
0.05). El siguiente modelo fue utilizado: Y =p +Ti + Bj + A (B)xg) + Wi+ (T x W) +
Cov + Ejj, donde: Yijx = variable dependiente, p = media general, T; = efecto del

tratamiento, Bj = efecto del bloque, A (B)x = efecto aleatorio del animal anidado al
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bloque, W; = efecto de la semana de muestreo, (T x W); = efecto de la interaccion del

tratamiento X semana de muestreo, Cov = covariable, y Ejjx = error residual.

El tamafio del foliculo preovulatorio se analiz6 mediante un andlisis de varianza
estdndar en un disefio de bloques completos aleatorizados. El modelo estadistico
empleado fue Yijx = p + Ti + Bj + Eijx, donde Yij = representa la variable dependiente
de la vaca k en el bloque j bajo el tratamiento i, i = es la media general, T; = es el efecto

fijo del tratamiento, B;j = es el efecto aleatorio del bloque y E;jx = es el error residual.

Los resultados de las vacas ovuladas para IATF y la concepcién se analizaron
mediante un modelo con un criterio de clasificacion (tratamiento): Yik = 1 + Ti + Bj +
A (B)x + Eijx, donde Yjj = variable dependiente, p = media general, T; = efecto del
tratamiento, Bj = efecto del bloque, A (B)x) = efecto aleatorio del animal anidado en el

bloque y Ejjx = error residual.

Para analizar la proporcion de vacas prefiadas a los 130 dias, se aplic6 el método
no paramétrico de Kaplan-Meier para estimar la funcién de supervivencia de cada grupo
de tratamiento. Las diferencias entre las curvas de supervivencia de los grupos de
tratamiento se evaluaron mediante la prueba de log-rank, con un umbral de significancia

de p <0,05.

Todos los supuestos del modelo se verificaron mediante la prueba de normalidad
de los residuos con la prueba de Anderson-Darling (paquete nortest). En todos los
andlisis, las variables explicativas y sus interacciones se consideraron significativas

si P <0,05, mientras que 0,05 < P <0,10 se consider6 una tendencia.

44



1. 3. RESULTADOS

1.3.1. Calidad de dieta.

La composicién quimica de las dietas PMR y concentrados utilizados durante el
periodo experimental, se muestran en la Tabla 1. Las dietas fueron formuladas
isoenergéticas utilizando el software NASEM (2021), reemplazando la energia aportada
por los lipidos en el grupo O-3, con maiz molido (reemplazo isoenergético) en el
tratamiento C.

Durante los 21 dias previos al parto (acostumbramiento), las vacas consumieron
una PMR preparto a la que se le adicion6 el concentrado (sales célcicas 6 reemplazo
isoenergético) segun el tratamiento correspondiente. La dieta consumida durante este
periodo fue formulada para aportar: 52,6 % MS, 14,3 % CP, 42,8 % FDN, -147 mEq kg
de MS y 1,49 Mcal ENL. Las concentraciones de dcidos grasos y almidén diferian entre
tratamientos durante el preparto (Tabla 1). Las vacas del grupo O-3 recibieron una dieta
con mayor contenido de AG (4,6 % vs. 2,8 % sobre la MS) y menor concentracion de

almidon (19,5 % vs. 22,6 %) en comparacién con el grupo Control.

Tabla 1: Composicion quimica y digestibilidad de la PMR preparto, PMR de lactancia,
balanceado de lactancia y reemplazo isoenergético (maiz molido) ofrecido a vacas

lecheras suplementadas (O-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.

Item! Preparto PMR Lactancia Balancecfdo .Reemp l‘,lz,o
lactancia 1soenergetico
n 4 14 8 8
MS 50,38 £ 4,11 50,73 +£2,98 89,63 £2,47 89,29 + 1,46
PB 16,85 £2,42 18,68 + 1,05 17,30 = 1,31 9,02 £0,85
Almidén 20,06 + 1,24 15,12 £ 1,32 41,73 £4,63 74,31 + 3,08
FDN 41,62 +3,45 31,87 £4,34 13,32 £2,19 14,40 + 2,85
FDA 24,13 £2,21 20,73 £3,42 4,770 £0,74 3,66 £ 0,37
LDA 2,72 £0,59 4,24 + 1,04 0,98 £0,18 0,95 £0,32
EE 1,75 £0,43 3,05 +£0,72 5,10£0,77 4,12 £0,52
Cenizas 9,67 £0,73 8,26 + 1,08 9,41 £045 1,69 0,21
NIDA 0,09 £ 0,01 0,13 £0,04 s/d s/d
NIDIN 0,17 £0,01 0,35+ 0,26 s/d s/d
DIVMS 63,36 + 1,61 69,49 + 4,80 82,50 £3,41 86,40 £ 1,12

'Valores expresados a través del promedio * desvio estdndar. n= nimero de muestras analizadas. MS=
materia seca. PB= proteina bruta. FDN= fibra detergente neutra. FDA= fibra detergente acida. LDA=
lignina detergente 4dcida. EE= extracto etéreo. NIDA= nitr6geno insoluble en detergente dcido. NIDIN=
nitrégeno indisoluble en detergente neutro. DIVMS= digestibilidad in vitro de la MS.
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Luego del parto, ambos grupos consumieron una misma PMR de lactancia y se
le suministré una suplementacién diferencial en sala de ordefio. Alli, cada vaca recibi6
4,48 kg de MS de un balanceado de lactancia y 0,65 kg de MS de sales célcicas de AGPI
®-3 en el grupo O-3, o bien 1,15 kg de MS de maiz molido en el grupo Control, como
reemplazo isoenergético. Estos suplementos se distribuyeron en partes iguales en los
ordefos de la mafiana y la tarde. En promedio, la dieta de lactancia present6 un 53,5 %
de MS, 18,3% de PC y 30,1% de FDN. Similar a la dieta utilizada en el periodo preparto,
durante la lactancia, la dieta total del grupo O-3 present6 una mayor concentracion de AG
(5,0 % vs. 3,4 % sobre la MS) y una menor proporcién de almidén (20,5 % vs. 23,3 % de
la MS) en comparaciéon con la del grupo C, aportando 1,7 Mcal ENL kgMS,

manteniéndose el equilibrio energético entre tratamientos (Tabla 1).

El suplemento lipidico utilizado en este estudio correspondié a un jabon célcico,
formulado exclusivamente para este estudio a partir de una mezcla de aceite de lino (60
%) y aceite de pescado (40 %). El producto fue elaborado mediante un proceso de
saponificaciéon controlado, logrando una matriz de sales cdlcicas con alta estabilidad
ruminal. Desde el punto de vista composicional, el suplemento present6 una materia seca
del 99,7 %, un contenido de extracto etéreo de 69,3 %, cenizas de 25,9 %, proteina bruta
de 0,4 % y una digestibilidad in vitro del 91,7 %, sobre base de materia seca.

El perfil de AG del suplemento, se caracterizé por un alto contenido de AGI,
dentro de los cuales los AGPI representaron el 57 % del total. Entre los 4cidos grasos
mayoritarios, se destacaron el 4cido linoleico (AL; 23,1 %) y el 4cido a-linolénico (ALA;
27,6 %). Asimismo, el suplemento presentd cantidades relevantes de 4cidos grasos de la
serie -3, incluyendo 4cido eicosapentaenoico (EPA; 1,8 %), 4dcido docosapentaenoico
(DPA; 0,4 %) y acido docosahexaenoico (DHA, 3,7 %).

La evaluacion de la proteccion ruminal del producto (sales célcicas) utilizado en
el presente estudio, se realizé mediante ensayos in vitro (ANEXO 1) en el Centro de
Investigacién y Servicios en Nutricion Animal (CISNA, FAUBA), segtn el protocolo de
digestibilidad de Goering y van Soest (1970). Los pardmetros determinados incluyeron la
digestibilidad de la MS, la digestibilidad de la FDN a las 48 y 72 horas de incubacion y
la cinética de produccion de gas a 3, 6, 9, 12, 24, 30, 36, 48 y 72 h de incubacion. El
agregado del suplemento graso a razén del 3 % de la MSS, no modific6 significativamente
(P > 0,05) la digestibilidad de 1a MS ni de la FDN de los forrajes, ni afect6 los pardmetros

de la produccién de gas (ANEXO 1). Estos resultados demuestran que, en las condiciones
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evaluadas, el suplemento no interfiri con la fermentacién ni con la digestion de la fibra,
lo que indica un adecuado grado de proteccion ruminal y confirma su cardcter inerte a

nivel del rumen.

1.3.2. Consumo de MS y energia.

Durante el periodo preparto, el CMS total fue similar entre los tratamientos (P =
0,27). El grupo control presentd un consumo promedio de 13,96+ 0,48 kg MS dia™,
mientras que el grupo tratado (O-3) consumié 13,13 + 0,54 kg MS dia™".

Durante la lactancia, el CMS del concentrado ofrecido en la sala de ordefno fue
mayor (+20,2 %; P <0,01) en las vacas del grupo control (C) en comparacion con las del
grupo suplementado (O-3) (Tabla 2). En consecuencia, la ingesta de energia proveniente
del concentrado fue significativamente menor en el grupo O-3 (P < 0,01). Esta diferencia
podria atribuirse, en parte, a un mayor rechazo del concentrado observado en el grupo O-
3 (P <0,01) y también al hecho de que debido al disefio experimental del estudio
(concentrados isoenergéticos), las vacas del grupo C recibieron una cantidad adicional de

0,5 kg MS dia™* de concentrado (+ 9,7 %) en sala de ordefio, respecto al grupo O-3.

Tabla 2: CMS, energia y balance energético durante la lactancia en vacas lecheras
suplementadas (0-3) o no (C) con sales calcicas de AG w-3.

Tratamiento! p-valor?
Item 0-3 C EEM Trat Tiempo Trat )
Tiempo
CONCENTRADO’
Ofrecido, kg MS d ! 5,13 5,63
Rechazado, kg MS d! 0,73 0,33 0,08 <0,01 <0,01 0,20
CMS, kg d! 441 530 0,08 <0,01 <0,01 0,22
ENL consumida*, Mcal d ! 10,0 11,5 0,22 <0,01 <0,01 0,11
PMR
CMS, kg d! 226 21,9 038 0,17 <0,01 0,43
ENL consumida®*, Mcal d”! 359 350 1,13 034 <001 0,43
TOTAL
CMS, kg d! 27,0 27,2 0,37 0,70 <0,01 0,59
ENL consumida*, Mcal d! 459 46,6 1,13 0,94 < 0,01 0,14

Balance energético’, Mcal d”! 6,15 7,89 0,69 0,06 <0,01 0,61

'Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estdndar de las
LSMeans (EEM). ?Efectos del tratamiento (Trat), semana de lactancia (Tiempo) e interaccién Trat x
Tiempo. *0-3: alimento balanceado + sales célcicas O-3; C: alimento balanceado + maiz molido
(reemplazo isoenergético). “Estimado segin NASEM (2021). SEstimado segtiin NASEM (2021) utilizando
el CMS de los animales durante la 5° y 15° semana del periodo experimental.
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A su vez, el CMS y la ingesta de energia proveniente de la PMR no difirieron
entre los tratamientos (P > 0,10). En consecuencia, el consumo total de MS y energia
(concentrado + PMR), resultaron similares entre tratamientos (Tabla 2). Estos resultados
indican que la suplementacion lipidica no afect6 la ingesta global de materia seca ni el
aporte energético total durante el periodo evaluado. Sin embargo, se observo una
tendencia hacia un menor balance energético (P < 0,06) en el grupo O-3 en comparacion

con el grupo Control (Tabla 2).

1.3.3. Produccion y composicion de leche.

Se detectd interaccion entre tratamiento y semana de lactancia para la produccion
de leche (P < 0,01; Tabla 3). La produccién de leche fue significativamente mayor (P <
0,05) en las vacas suplementadas con O-3 en 6 de las 14 semanas de lactancia analizadas
y tendid a ser mayor (P < 0,10) en el grupo O-3 durante las semanas 3, 4 y 7 de lactancia

(Figura 6).

Tabla 3: Produccion y composicion de leche en vacas lecheras suplementadas (O-3) o
no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.

Tratamiento! p-valor?
Item 0-3 C EEM Trat Tiempo Trat X
Tiempo
Leche, kg d ! 37,0 34,0 1,08 0,01 <0,01 <0,01
LGC4%, kg d™! 35,1 333 1,31 0,31 <0,01 0,99
LEC, kg d™! 34,9 32,5 1,24 0,17 <0,01 0,96
GRASA BUTIROSA
% 3,72 3,68 0,10 0,60 0,09 0,97
Kgd! 1,36 1,28 0,05 0,19 <0,01 0,63
PROTEINA TOTAL
% 3,19 3,13 0,04 0,18 <0,01 0,79
Kgd™ 1,18 1,06 0,04 0,03 <0,01 0,41
LACTOSA
% 4,97 491 0,04 0,35 <0,01 0,05
Kgd! 1,82 1,70 0,07 0,09 <0,01 0,11
Sélidos totales, % 12,7 12,7 0,16 0,96 <0,01 0,60
Sdlidos no grasos, % 8,91 8,91 0,09 0,66 <0,01 <0,01
NUL, mg 100mL ! 35,7 36,5 0,72 0,27 <0,01 0,13

'Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estandar de las
LSMeans (EEM). 2Efectos del tratamiento (Trat), semana de lactancia (Tiempo) e interaccién Trat «
Tiempo. LGC4% = leche corregida por grasa; LEC = leche energia corregida; NUL = nitrégeno ureico
en leche.
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Las vacas del grupo O-3 mostraron un incremento sostenido en la produccion
lactea desde la primera semana (32,0 kg d™), alcanzando un pico maximo en la semana
8 (39,3 kg d!). Posteriormente, la produccién se mantuvo relativamente estable durante
aproximadamente cuatro semanas, seguida de una leve disminucion hacia el final del
estudio (semana 13: 36,5 kg d”'; semana 14: 36,2 kg d™!). En comparacién, el grupo C
present6 un pico de produccién mds bajo (35,7 kg d ') en la semana 7, seguido por un
descenso progresivo hasta la semana 14 (34,0 kg d!). En resumen, el grupo O-3 no solo
logré una produccién maxima mayor, sino que también mantuvo niveles de produccidon
mads constantes a lo largo del tiempo en comparacién con el grupo C (Figura 6). Esta
mayor produccién de leche en el grupo O-3 coincidié con una tendencia a mayor
produccién de lactosa (1,82 vs. 1,70 kg d™t, P <0,10).

Las producciones de LCG4% y LEC, el contenido de grasa butirosa, sélidos
totales y NUL fueron similares (P > 0,10) entre tratamientos, mientras que la produccion

de proteina fue significativamente mayor (+11,3 %, P < 0,05) en las vacas del grupo O-3

(Tabla 3).

Figura 6: Produccion de leche en vacas lecheras suplementadas (O-3) o no (C) con sales
cdlcicas de AG w-3.
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1.3.4. Eficiencia de conversion.

La eficiencia de conversion difiri6 entre los grupos de tratamiento, observandose
un efecto positivo de la suplementacion lipidica sobre la conversion del alimento en LEC
(Tabla 4). Las vacas del grupo O-3 produjeron mds (P < 0,05) LEC por kg de MS
consumida (1,28 vs. 1,20 kg LEC/kg MS para O-3 y C, respectivamente) y ademads fueron
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mas eficientes (P = 0,05) en la conversion de la ENL ingerida (0,77 vs. 0,72 kg LEC/Mcal
ENL para O-3 y C, respectivamente).

Tabla 4: Eficiencia de conversion en vacas lecheras suplementadas (0-3) o no (C) con
sales cdlcicas de AG w-3.

Tratamiento' p-valor?
Eficiencia de conversion (.3 C EEM Trat Tiempo Trat X
Tiempo
LEC/ENL 0,77 0,72 0,02 0,05 0,18 0,74
LEC/CMS 1,28 1,20 0,03 0,02 0,89 0,71

'Valores expresados a través de las medias minimas cuadriticas (LSMeans) y el error estdndar de las
LSMeans (EEM). 2Efectos del tratamiento (Trat), semana de lactancia (Tiempo) e interaccién Trat «
Tiempo. LEC/ENL = leche energia corregida / energia neta de lactancia consumida. LEC/CMS = leche
energia corregida / consumo de materia seca.

1.3.5. Perfil de AG de la leche.

La suplementacion con sales célcicas ®-3 a vacas lecheras en inicio de lactancia
modificé el perfil de AG de la grasa lactea (Tabla 5). En efecto, la leche del grupo de
vacas O-3 present6 una reduccién (P < 0,01) en la concentracién de AG saturados (66,11
vs. 70,04 % para O-3 y C, respectivamente) y un incremento (P < 0,01) en la
concentracion de AG insaturados (33,89 vs. 29,96 % para O-3 y C, respectivamente).

La concentracion de AG de cadena corta (C4:0 a C10:0) fue similar (P > 0,10)
entre los grupos de tratamiento, mientras que la concentracion de los AG pro-aterogénicos
(C12:0, C14:0 y C16:0) resulté menor (P < 0,05) en las vacas suplementadas con sales
cdlcicas respecto al grupo Control (—8,2, —6,6 y —10,4 % para C12:0, C14:0 y C16:0,
respectivamente). Esta diferencia en la concentracion de AG pro-aterogénicos se refleja
en una reduccion significativa del IA en la leche del grupo O-3 (2,24 vs. 2,66; P < 0,01),
equivalente a una disminucion del 17,6 %.

El aporte suplementario (0,65 kg dia™!) de sales cdlcicas tendié (P = 0,08) a
modificar la concentracion de 4cido estedrico (C18:0) e increment6 significativamente la
concentracion de la mayoria de los AG de 18 carbonos de la GB (P < 0,01), a excepcioén
de la concentracion del AG oleico (cis-9 C18:1) y su isdmero posicional (cis-12 C18:1)
que resultaron similares entre los grupos de tratamiento (Tabla 5).

La concentracién de AG monoinsaturados resulté mayor (P = 0,02) en la grasa de
la leche proveniente de las vacas del tratamiento O-3 con respecto al grupo C (29,62 vs.
26,47 g 100 g AG); en el mismo sentido, el tratamiento O-3, mostr6 una mayor

concentracion de AG poliinsaturados (+18,6 %; P < 0,01) respecto al tratamiento Control.
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Tabla 5: Perfil de AG de la leche en vacas lecheras suplementadas (O3) o no (C) con

sales cdlcicas de AG w-3.

Acidos Grasos', Tratamiento? P-valor
EEM

g 100 g de AG 0-3 C Trat
C4:0 3,10 3,00 0,04 0,13
C6:0 2,01 2,01 0,02 0,99
C8:0 1,23 1,24 0,02 0,30
C10:0 2,84 2,89 0,15 0,22
CI11:0 0,05 0,07 0,01 0,01
C12:0 3,25 3,54 0,09 0,03
C13:0 0,07 0,10 0,007 <0,01
C14:0 10,62 11,37 0,16 <0,01
cis-9 Cl14:1 0,57 0,68 0,04 0,07
C15:0 0,81 0,95 0,04 0,01
C16:0 29,37 32,63 0,36 <0,01
C17:0 1,36 1,35 0,01 0,94
C18:0 12,36 11,83 0,36 0,08
trans-9 C18:1 0,57 0,36 0,02 <0,01
cis-11 C18:1 1,07 0,88 0,04 <0,01
trans-11 C18:1 (AV) 2,04 1,19 0,12 <0,01
C18:1 23,08 21,89 0,95 0,15
trans-10 C18:1 0,68 0,43 0,04 <0,01
C18:2 (LA) 3,01 2,64 0,04 <0,01
C18:3 -3 (ALA) 0,89 0,59 0,02 <0,01
cis-9, trans-11 CLA (AR) 0,65 0,43 0,035 <0,01
C20:0 0,12 0,13 0,001 0,34
cis 11 C20:1 0,05 0,02 0,03 <0,01
cis-11, 14, 17 20:3 0,07 0,03 0,005 0,04
C20:5 (EPA) 0,05 0,03 0,003 <0,01
C22:0 0,08 0,06 0,002 <0,01
C22:4 (AA) 0,13 0,15 0,005 <0,01
C22:5 (DPA) 0,07 0,05 0,002 <0,01
C 22:6 (DHA) 0,05 - 0,005 -
C24:0 0,03 0,03 0,002 0,49
Saturados (AGS) 66,11 70,04 0,69 <0,01
Insaturados (AGI) 33,89 29,96 0,69 <0,01
Monoinsaturados (AGMI) 29,62 26,47 0,611 0,02
Polinsaturados (AGPI) 4,27 3,60 0,09 < 0,01
Relacion AG -6 : ®-3 3,08 4,17 0,13 < 0,01
IA® 2,24 2,66 0,06 <0,01

'Valores expresados como porcentajes del total de AG identificados. 2Valores expresados a través de las
medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estandar de las LSMeans (EEM). 3IA: indice de
aterogenicidad (C12 + 4 x C14 + C16) / (3 de AG insaturados).

51



Las vacas suplementadas con sales célcicas -3 presentaron un mayor contenido
de AG ®-3 (1,06 vs. 0,70 g 100 g AG; P < 0,01) y una menor (P < 0,01) relacion AG -
6: AG ®-3 (3:1 vs. 4:1, para O-3 y C, respectivamente). Las concentraciones de LA
(C18:2 ®-6) y ALA (C18:3 ®-3) aumentaron (+14,0 y +50,8 %, respectivamente; P <
0,01) en las vacas del tratamiento O-3 comparado con el grupo Control. Del mismo modo,
la concentracién basal de CLA (cis-9, trans-11 CLA, AR) fue de 0,43 g 100 g AG y el
consumo suplementario de las sales cdlcicas implic6 un aumento (P < 0,01) de su
concentracion del orden del 51,2%, alcanzando valores de 0,65 g 100 g AG en la GB del
grupo O-3 (Tabla 5).

En cuanto a los dcidos grasos de cadena larga especificos del grupo O-3, se detectd
un mayor contenido de dcido eicosapentaenoico (C20:5, EPA) en la leche de vacas del
grupo O-3 (+66,6 %; P < 0,01) en comparacién con el grupo Control (Tabla 5).
Asimismo, el 4cido docosahexaenoico (C22:6, DHA) fue detectado tnicamente en la GB

de la leche del grupo O-3 (0,05 g 100 g de AG).

1.3.6. Peso y condicion corporal.

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el PC durante el
periodo experimental (P = 0,51; Figura 7 a). El PC promedio durante el preparto fue de
726 kg, mientras que durante la lactancia fue de 655,5 kg. No se observé un efecto de la
interaccion tratamiento X semana (P = 0,46). Sin embargo, era de esperar un efecto de la
semana (P < 0,01), evidenciado por la evolucién de las curvas de PC en ambos grupos;
Al final de la gestacidn, las vacas aumentaron su PC y tras el parto, ambos tratamientos
mostraron una marcada pendiente descendente, reflejando la pérdida de peso asociada al
inicio de la lactancia (Figura 7 a). El valor minimo de PC se alcanz6 en el dia 35 posparto
para ambos grupos de tratamiento (643 vs. 628 kg para O-3 y C, respectivamente). En ese
momento, el grupo suplementado con sales célcicas tuvo una pérdida de 45,2 kg y el
grupo Control una pérdida de 53,7 kg de PC respecto al dia del parto. A partir de ese
punto, ambas curvas comenzaron a ascender, evidenciando una progresiva recuperacion

del PC.

La CC mostré una evolucidén similar a la variable PC, con una disminucidon
progresiva luego del parto seguida por una recuperacion parcial luego del dia 35 postparto
(Figura 7 b). No se detectaron diferencias significativas entre tratamientos (P = 0,16), ni

interaccion significativa tratamiento x semana (P = 0,89).
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Figura 7: Evolucion del PC (a) y CC (b) en vacas lecheras suplementadas (O-3) o no
(C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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1.3.7. Parametros reproductivos.

No se observaron diferencias entre tratamientos en los dias hasta la primera
ovulacion (18,9 + 5,6 vs. 20,0 + 8,3 dias para O-3 y C, respectivamente; P = 0,69; n = 19)
ni en la concentracién de progesterona plasmadtica a la primera ovulacién (7,83 £2,75 vs.

5,64 + 1,92 ng mL ! para el grupo O-3 y C, respectivamente; P = 0,22).
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Tabla 6: Pardmetros reproductivos en vacas lecheras suplementadas (03) o no (C) con

sales cadlcicas de AG w-3.

Tratamiento !

EEM  p-valor
0-3 C
Ovuladas a IATF (%) 94,44 72,22 0,12 0,08
Numero de foliculos 3,27 2,54 0,32 0,11
Tamafio del foliculo preovulatorio (mm) 16,18 16,21 0,99 0,97
Prefieces por 1A (%) 55,55 38,88 0,09 0,33
Prefiadas a 130 DEL (%) 76,47 56,25 0,12 0,02

'Valores expresados a través de las medias minimas cuadraticas (LSMeans) y el error estdndar de las

LSMeans (EEM).

Finalizado el protocolo de sincronizacién de la ovulacién (protocolo PSOv), todas

las vacas fueron inseminadas a tiempo fijo a los 78 £ 5 DEL. La proporcién de vacas que

ovularon al momento de la IATF tendi6 a ser mayor (P < 0,10) en el grupo O-3 (94,4 %,

17/18 vacas) con respecto al grupo Control (72,2%, 13/18 vacas). No se encontraron

diferencias (P > 0,10) en el nimero de foliculos por ovario ni en el tamafio del foliculo

preovulatorio luego del protocolo de sincronizacién (Tabla 6).

La proporcidn de prefieces a primo IA no se vio afectada por los tratamientos (P

> 0,10; Tabla 6). Sin embargo, se observaron diferencias significativas (P < 0,05) en la

evolucion de las prefieces a los 130 dias posparto a favor de las vacas suplementadas con

sales célcicas. Se registré un solo caso de pérdida temprana de la gestacion (entre los 32

y 60 dias post-IATF) en el grupo O-3, mientras que no hubo casos en el grupo C.
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Figura 8: Concentracion de progesterona plasmdtica en vacas lecheras suplementadas
(0-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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Tendencias expresadas como * P < 0,10 y diferencias significativas como ** P < 0,05. Las barras indican el EEM.

Las concentraciones séricas de progesterona post-IATF mostraron una interaccion
significativa entre el tratamiento y el tiempo (P < 0,01; Figura 8). Aunque no se
detectaron diferencias en los dias 5 y 22, las vacas del grupo O-3 tendieron a presentar
mayores concentraciones de progesterona el dia 14 (8,45 vs. 7,91 ng mL™"; P = 0,056) y
mostraron niveles de progesterona significativamente més altos el dia 28 en comparacién
con el grupo C (12,7 vs. 10,1 ng mL™"; P =0,04).

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos (P > 0,10) en el 4rea
luteal. En promedio, el 4rea luteal fue de 24,5 + 1,51 mm?, 24,4 + 1,38 mm?y 24,7 + 1,71
mm? para los dias 14, 22 y 28 post-IATF para el grupo O-3, respectivamente, mientras
que para el grupo C los valores fueron de 23,6 + 1,39 mm?, 23,0 +£ 1,04 mm?y 23,5 + 1,52

mm? para los mismos dias.
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1. 4. DISCUSION.

1.4.1. Respuesta productiva a la suplementacion con derivados de AG ®-3
protegidos de la biohidrogenacién ruminal.

Segun los hallazgos de la presente investigacion, la suplementacién de vacas
lecheras en inicio de lactancia con sales célcicas de AGPI -3, a razén de 0,65 kg d,
aumento la produccién de leche sin afectar el CMS, el consumo de energia, el peso
corporal ni la condicién corporal de las vacas.

Diversos estudios han reportado la ausencia de efectos significativos de la
suplementacion lipidica sobre el CMS en vacas lecheras (Petit et al., 2002b; Gonthier et
al., 2005; Moallem et al., 2013; Neveu et al., 2013; Elis et al., 2016; Sinedino et al.,
2017). Entre los factores que determinan el efecto de la suplementacion con AG sobre la
ingesta voluntaria, se destacan las caracteristicas fisicas y quimicas del suplemento, el
grado de proteccion frente a la biohidrogenacién ruminal y el nivel de suplementacién
(Rabiee et al., 2012).

En este estudio, dos factores podrian haber contribuido a la ausencia de efecto
sobre el CMS total. En primer lugar, el producto utilizado mostré un grado de proteccion
suficiente para mitigar los posibles efectos negativos de los lipidos sobre la
degradabilidad ruminal de la fibra. En segundo término, el nivel de suplementacién
empleado nunca super6 el 3 % de la MS consumida. De acuerdo con Weld y Armentano
(2017), las sales célcicas de AG aumentan la digestibilidad de la fibra sin afectar el CMS,
mientras que los efectos depresivos sobre la ingesta se observan con inclusiones al 5-6 %
de la MS (Block y Evans, 2010; dos Santos Neto et al., 2022).

En nuestro caso, las dietas fueron formuladas conforme a las recomendaciones del
NASEM (2021) para evitar excesos de EE que pudieran comprometer la ingestién. Sin
embargo, el consumo de concentrado fue mayor (P < 0,01) en las vacas control,
posiblemente debido a la mayor cantidad ofrecida (+0,5 kg MS d!) y a la menor
palatabilidad del concentrado experimental. El olor caracteristico del aceite de pescado,
fuente de AG ®-3, podria haber limitado el consumo (Moallem, 2018). Aun asi, el CMS
total y energia fue similar entre tratamientos, lo que reviste especial importancia durante
el inicio de la lactancia, etapa en la que mantener una alta ingestion es clave para mitigar
el BEN.

Las vacas del grupo O-3 produjeron mas leche (+8,8 %) y proteina (+11,3 %) que

las del grupo control. Este resultado coincide con la literatura, donde la suplementacion
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con fuentes de AG ®-3 ha mostrado incrementos de entre 2,7 y 18,5 % en la produccién
de leche (Moallem et al., 2010; Zachut et al., 2010; Amini et al., 2023). El efecto positivo
sobre la produccién puede explicarse por una mayor eficiencia energética. Los AG
proporcionan mds ATP por mol oxidado que la glucosa o los aminodcidos, favoreciendo
la particion de nutrientes hacia la sintesis de leche (dos Santos Neto et al., 2022). Ademas,
un mayor aporte de AG de cadena larga (C16-C22) reduce la necesidad de energia para
la sintesis de novo en la glandula mamaria, ya que estos AG preformados se incorporan
directamente a la GB (Palmquist y Jenkins, 1980; Jenkins, 1993). Coincidentemente, la
leche de las vacas suplementadas presenté una mayor proporcién de AG preformados (>
C16:0) y una menor AG sintetizados de novo (< C16:0) respecto al grupo control. Este
ahorro energético incrementa la disponibilidad de glucosa para la sintesis de lactosa, lo
que podria explicar la tendencia a mayor producciéon de lactosa (P < 0,10) y el
consecuente aumento del volumen de leche. Dos mecanismos principales podrian
explicar la mejora productiva observada: a) emnergético, por el reemplazo parcial de
carbohidratos fermentables por AG, lo que reduce la produccién de metano y mejora la
eficiencia de utilizacién de energia metabolizable (Plata-Pérez et al., 2022), y b)
metabdlico-inmunitario, ya que los AG ®-3 poseen propiedades antiinflamatorias que
pueden atenuar la respuesta sistémica tipica del posparto y redirigir nutrientes hacia la
sintesis de leche (Lopreiato et al., 2020). Durante esta etapa, la activacién inmunitaria
implica un alto costo energético; la modulacion de dicha respuesta por los -3 podria
liberar energia adicional para funciones productivas

La produccion de LEC por kg MS y por Mcal ENL consumida fue
significativamente mayor en el grupo de vacas O-3, lo que respalda una mejor eficiencia
global. dos Santos Neto et al. (2022), informaron un aumento similar en la eficiencia de
conversién (80 g de LEC kg™! MS consumida), comparable al observado en nuestro
estudio.

En cuanto a la composicion, no se detect6 depresion en el porcentaje de proteina
lactea, resultado atribuible a la ausencia de reduccion de CMS total y a una sintesis
microbiana de proteina estimada similar entre tratamientos (2,06 kg d”! segiin NASEM
(2021). La mayor cantidad total de proteina secretada (+11,3 %) concuerda con lo
descripto por Wu y Huber (1994) y podria explicarse por un ahorro en la utilizacion de

aminodcidos para lipogénesis (de Souza y Lock, 2018).
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La suplementacion lipidica también modifico el perfil de AG de la GB. Las vacas
del grupo O-3 presentaron una menor proporcion de AGS (—5,6 %) y un aumento de AGI
(+13,1 %), especialmente ALA, EPA y DHA, ademads de una reduccién del IA. Estos
cambios, ya reportados por Glasser et al. (2008) y Plata-Pérez et al. (2022), se asocian
con la inhibicién de enzimas lipogénicas ACC y FAS mediada por el factor de
transcripcion SREBP1 (Shingfield et al., 2013). Asimismo, el aumento del AV y AR
evidencia una biohidrogenacion parcial de los AG dietarios y su conversiéon endogena por
accion de la A9-desaturasa (Bauman and Griinari, 2003; Glasser et al., 2008).

Sin embargo, algunos estudios informan respuestas neutras o incluso negativas a
la suplementacion con ®-3, lo que podria atribuirse a diferencias en la fuente, el nivel de
inclusion, el grado de proteccion ruminal y la etapa fisioldgica de las vacas (dos Santos
Neto et al., 2022; Pereira et al., 2022; Fabjanowska et al., 2023). Esta variabilidad sugiere
que los efectos de los ®-3 sobre la produccién dependen de un equilibrio delicado entre
su funcién energética, estructural y bioactiva.

En conjunto, los resultados de este estudio confirman que la suplementacién con
AG -3 protegidos puede mejorar la eficiencia energética y la calidad de la leche sin
comprometer la ingestion, contribuyendo ademds a generar un alimento mds saludable

para el consumidor.

1.4.2. Respuesta reproductiva a la suplementacion con derivados de AG ®-3
protegidos de la biohidrogenacién ruminal.

Segtn los resultados del presente estudio, la suplementacion con sales célcicas de
AGPI ®-3 no modificé significativamente los pardmetros ovdricos (nimero y tamafio de
los foliculos preovulatorios, ni drea luteal). Sin embargo, la proporcién de vacas ovuladas
y la tasa acumulada de prefiez hasta los 130 DEL fueron mayores en el grupo
suplementado, lo que sugiere un ambiente enddcrino y uterino mds propicio para la
gestacion temprana.

Estos resultados coinciden con estudios previos que describen mejoras en la
fertilidad y la tasa de prefiez con la inclusion de fuentes de ®-3 (Mattos et al., 2004;
Ambrose et al., 2006; Bilby et al., 2006; Sinedino et al., 2017; Hadadi et al., 2021; Iorio
et al., 2024). Aunque el tamafio muestral constituye una limitante metodoldgica, la
tendencia observada apunta a un efecto biol6gicamente relevante.

El principal factor que afecta la reanudacion del ciclo ovérico postparto es el

balance energético (Wathes et al., 2007; Santos et al., 2008). Un BEN mds pronunciado
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retrasa la ovulacidn, reduce los pulsos de GnRH y LH, y disminuye la produccién de
estradiol (Furukawa et al., 2020). En nuestro estudio, las vacas del grupo O-3 tendieron
a mostrar una mejor adaptaciéon metabdlica pese a un BEN ligeramente menor, lo que
sugiere una modulacién positiva del ambiente enddcrino (Ulfina et al., 2015; Jorazadeh
etal., 2019).

Los AG -3 compiten con el AA (0-6) por la enzima COX-2, reduciendo la
sintesis de PGF2a y favoreciendo la persistencia del CL (Staples et al., 1998; Mattos et
al., 2000; Bilby et al., 2003). Aunque no se observaron diferencias en el drea luteal, se
registré una tendencia a mayores concentraciones séricas de progesterona en el grupo O-
3, posiblemente asociadas a una mayor capacidad biosintética del CL y a mayores
concentraciones de colesterol plasmaético, precursor de la hormona (Verma et al., 2018).

En relacion con la sincronizacién de la ovulacién, la proporcion de vacas ovuladas
al momento de la IATF tendi6 a ser mayor en el grupo O-3 con respecto a C (94,4 vs.
72,2 %), lo que indica una respuesta mds consistente a los tratamientos hormonales. Esta
mejor sincronia puede interpretarse como reflejo de un eje hipotdlamo-hipéfisis-ovario
mds receptivo y de una funcién luteal mds estable, condiciones que aumentan la
probabilidad de ovulacién efectiva y, por ende, de concepcion. En tal sentido, aunque las
tasas de prefiez por IA no difirieron entre tratamientos (55,5 vs. 38,9 %, para O-3 y C,
respectivamente), el grupo suplementado alcanzé una mayor proporciéon de vacas
prefiadas a los 130 dias posparto (76,5 vs. 56,3 %), lo que sugiere un mejor desempefio
reproductivo global. Esta mayor tasa acumulada de prefiez observada en el grupo O-3
concuerda con los hallazgos de Hadadi et al. (2021), lorio et al. (2024) y Amini et al.
(2024) quienes demostraron una reduccién en las pérdidas gestacionales tempranas y una
mayor proporcion de vacas prefiadas cuando se incluyeron sales célcicas de aceite de
pescado o de lino en la dieta.

El aumento de la tasa de prefiez en las vacas del grupo O-3 podria estar vinculado
a mejoras en la calidad ovocitaria y embrionaria. La composicion de acidos grasos del
fluido folicular estd influenciada por la dieta y desempefia un papel clave en la
maduracién ovocitaria y en la competencia del embrién temprano (Moallem et al., 2013;
Verma et al., 2018). Se ha demostrado que la suplementacién con aceites de lino o
pescado aumenta las concentraciones de ALA, EPA y DHA en el fluido folicular,
promoviendo un entorno metabdlicamente favorable para la maduracién ovocitaria y el
desarrollo embrionario (Zeng et al., 2023). En este contexto, los AG ®-3 pueden potenciar

la sefial de reconocimiento materno de la gestacion al favorecer la secrecion de IFN-t por
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parte del embrion, lo que inhibe la liberacion de PGF.o endometrial y previene la

lutedlisis (Giller et al., 2018; Freret et al., 2019).
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CAPITULO 2.

Efectos de la suplementacion con derivados de
acidos grasos m-3 sobre parametros endocrinos y
el metabolismo hepatico de vacas lecheras en

inicio de lactancia.
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2. 1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el nivel de produccion de las vacas lecheras se ha
incrementado notablemente (Bruinjé y Leblanc, 2025). Este aumento ha exigido que los
animales adapten su metabolismo para satisfacer mayores requerimientos de nutrientes,
particularmente durante las primeras semanas de lactancia, cuando las necesidades
energéticas para produccion de leche son de tres a cinco veces superiores a las de
mantenimiento (Martens, 2023). En consecuencia, muchas vacas de alto potencial
productivo no logran equilibrar sus requerimientos y permanecen un tiempo prolongado
en BEN, movilizando sus reservas corporales y generando una sobrecarga metabdlica
(Pascottini et al., 2022; Sammad er al.,, 2022). Esta situacion induce una intensa
lipomovilizacidn, con la consecuente liberacion de NEFAs hacia la circulacién (Drackley,

1999).

El higado, 6rgano central del metabolismo, debe procesar este flujo elevado de
lipidos movilizados mediante tres vias principales: la -oxidacién para la obtenciéon de
energia, la conversion de acetil-CoA en cuerpos ceténicos y la reesterificacion a Tg. Sin
embargo, cuando la afluencia de NEFAs supera la capacidad oxidativa y secretora
hepdtica, se favorece la acumulacion de Tg en el parénquima hepético, aumentando el
riesgo de cetosis y esteatosis, con consecuencias negativas sobre la salud, la productividad
y lareproduccion (Andjeli¢ et al., 2022; Arshad y Santos, 2022). El metabolismo hepético
de los lipidos movilizados estd finamente coordinado (Angeli et al., 2019a) y una
activacién adecuada de ciertas vias puede favorecer una utilizacién mads eficiente de los
lipidos y prevenir su acumulacidn, contribuyendo asi al mantenimiento de la homeostasis
metabdlica durante el inicio de lactancia. En paralelo, las adaptaciones
endocrinas, caracterizadas por resistencia a la insulina y desacople somatotréfico, reflejan
el esfuerzo del organismo por priorizar la disponibilidad de glucosa hacia tejidos
esenciales como la gldndula mamaria y sostener la produccién de leche (Pérez-Béez et
al., 2021). En este contexto, los AGPI de la familia ®-3 han despertado creciente interés
por su capacidad para modular la expresion génica y la funcion metabdlica en distintos

tejidos (Xu et al., 2015; Albracht-Schulte et al., 2018).
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2.1.1. Movilizacion de NEFAs.

Durante el posparto, la elevada lip6lisis en el tejido adiposo provoca un aumento
en la concentracion sistémica de NEFAs (Drackley et al., 2005). Este fendmeno se asocia
con una mayor activacion de la lipasa sensible a hormonas, regulada por el entorno
endocrino caracteristico de esta etapa que incluye una disminucién de la insulina y un
incremento de la GH (Sordillo y Raphael, 2013). En consecuencia, se eleva la
concentracion plasmatica de NEFAs, los cuales se transportan unidos a la albiimina. Estos
AG, junto con aquellos incorporados en lipoproteinas, pueden ingresar al interior celular
por diferentes mecanismos. Los AG de cadena corta (< 12 carbonos) penetran en los
hepatocitos por difusién simple, mientras que los de cadena més larga utilizan proteinas
transportadoras especificas localizadas en la membrana. Una vez dentro del citoplasma,
los AG se conjugan rapidamente con la coenzima A (CoA) para formar acil-CoA, ya que
su acumulacion libre podria resultar citotdxica. Este paso es esencial para su posterior

participacion en las diversas rutas metabdlicas.

2.1.1.1. Oxidacién de AG.

En el interior celular, los AG se degradan mediante un proceso oxidativo que
culmina en la formacién de acetil-CoA. Este mecanismo constituye una via catabdlica
especifica que tiene lugar principalmente en las mitocondrias y los peroxisomas. En los
rumiantes, ambas organelas participan de manera practicamente equitativa en la
oxidacioén lipidica, mientras que, en los no rumiantes, alrededor del 75 % del proceso
ocurre en las mitocondrias (Grum ef al., 1994).

La oxidacion mitocondrial depende de la accién de la enzima CPT1, localizada en
la membrana mitocondrial externa, que cataliza la conversion de los acil-CoA de cadena
larga en acilcarnitinas, permitiendo su ingreso a la mitocondria (Figura 9). Una vez
dentro, la CPT2 regenera el acil-CoA, que es posteriormente oxidado en el sistema
enzimatico de la B-oxidacién (Figura 10). La CPT1 ejerce un papel regulador clave, con
una actividad reducida tras la ingesta y aumentada durante el ayuno, cuando la demanda
energética se incrementa (Drackley et al., 2005). Ademads, la acumulacion de malonil-
CoA en el citoplasma actiia como inhibidor alostérico de CPT1, limitando el ingreso de

AG a la mitocondria y, por tanto, la f-oxidacion (Grum et al., 1994).

Durante la B-oxidaciéon mitocondrial, los acil-CoA se degradan mediante

reacciones ciclicas que liberan fragmentos de dos carbonos, generando progresivamente
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moléculas de acetil-CoA (Figura 10). Por ejemplo, la oxidacién completa del palmitoil-

CoA (C16) origina ocho unidades de acetil-CoA.

Figura 9: Funcion de la carnitina en el transporte de dcidos grasos de cadena larga a
través de la membrana mitocondrial interna.

Citoplasma
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) '\ Acil-Camitina : “—CoA
----------- v-~Z... Camitina + Acil-CoA
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mitocondrial Oxidacion de acidos grasos

CPT1 y CPT2= enzima carnitina palmitoiltransferasa 1 y 2. CACT= translocasa de carnitina-acilcarnitina.

Adaptado de Wang et al. (2021).

En paralelo, los peroxisomas desarrollan una B-oxidacion alternativa que actia
principalmente sobre los AG de cadena muy larga (> 20 carbonos), acortdndolos hasta
productos de ocho carbonos que luego son transferidos a las mitocondrias para completar
su degradacion. Aunque las etapas metabdlicas son andlogas a las mitocondriales, difieren
en algunas enzimas clave. En los peroxisomas, la primera reaccion estd catalizada por la
ACOX], que cumple una funcién semejante a la de la deshidrogenasa mitocondrial, con
la diferencia que el FADH: no transfiere electrones a la cadena respiratoria, sino que
reduce directamente el oxigeno molecular, generando peréxido de hidrégeno. Por ello,
esta via no produce energia directamente, aunque genera especies reactivas de oxigeno
que deben ser neutralizadas por la enzima catalasa, también presente en los peroxisomas
(Wang et al., 2021). La ACOXI constituye el paso limitante de esta ruta y ha sido objeto
de mudltiples investigaciones en especies no rumiantes, dada su relevancia en patologias
metabolicas y su potencial como blanco terapéutico (Cherkaoui-Malki et al., 2012; Zeng

etal.,2017).
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Figura 10: Esquema representativo de la [-oxidacion mitocondrial de AG.
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Niveles excesivos de NEFAs en circulacion pueden ejercer efectos toxicos sobre
las células, fendémeno conocido como lipotoxicidad (Leroy et al., 2012; Arshad y Santos,
2022). Por este motivo, la caracterizacion de las enzimas involucradas en la oxidacion
lipidica ha adquirido gran relevancia en el estudio del metabolismo de los rumiantes,
especialmente durante el periodo posparto, cuando el aumento de la captacion hepatica
de NEFAs puede comprometer la funcién hepética y afectar el estado de salud y el
rendimiento productivo de las vacas lecheras (Goff y Horst, 1997; Drackley et al., 2005;
Loor et al., 2007).

2.1.1.2. Cetogénesis.

Una vez que los AG son oxidados hasta acetil-CoA, este metabolito puede seguir
dos rutas principales: incorporarse al ciclo del dcido citrico (TCA) para la produccion
directa de energia en el higado, o bien ser utilizado para la formaciéon de cuerpos
cetonicos, que constituyen una fuente energética alternativa para otros tejidos (Figura
11). Entre estos compuestos, el BHB se reconoce como el principal marcador bioquimico
de la cetogénesis hepatica (Lean, 2020).

Cuando el BEN es pronunciado, la movilizacion de reservas grasas se intensifica
y el flujo de AG hacia el higado aumenta, favoreciendo tanto su oxidacién como la

sintesis de cuerpos ceténicos. Se ha demostrado que la inhibicién de la enzima CPT1,
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responsable del ingreso de AG a la mitocondria, reduce significativamente la produccion
de estos compuestos (Foster, 2012).
Figura 11: Esquema representativo de la cetogénesis.
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Adaptado de Botham y Mayes (2013).

La cetogénesis también depende de la disponibilidad de oxalacetato, ya que este
metabolito es esencial para la condensaciéon con el acetil-CoA y su posterior
incorporacién al ciclo del 4cido citrico (White, 2015). El oxalacetato se genera a partir de
intermediarios gluconeogénicos y su principal precursor en los rumiantes es el
propionato, resultante de la digestion ruminal del almid6n dietario. Durante el posparto,
la elevada demanda de glucosa destinada a la sintesis de lactosa en la gldndula mamaria,
junto con la limitada disponibilidad de precursores gluconeogénicos, restringe la
formacion de oxalacetato y promueve la derivacion del acetil-CoA hacia la producciéon
de cuerpos ceténicos (Ingvartsen y Andersen, 2000). En estas circunstancias, un
incremento en el succinil-CoA -intermediario del ciclo de Krebs derivado de metabolitos
glucogénicos- puede ejercer un efecto inhibidor sobre la enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA sintasa mitocondrial (HMG-CoA sintasa), modulando de manera

directa la velocidad de la cetogénesis (Figura 11).

66



2.1.1.3. Reesterificacion de AG para la sintesis de Tg.

Una via metabdlica alternativa para los AG que llegan al higado consiste en su
conversion nuevamente a Tg mediante procesos de reesterificacion. Esta ruta involucra
la accién coordinada de diversas enzimas, entre ellas: la glicerol-3-fosfato
aciltransferasa, la 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa, la fosfatidato fosfohidrolasa y
la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT). Esta tltima cataliza la etapa final del proceso y
constituye el tnico paso exclusivamente comprometido con la sintesis de Tg, por lo que
se considera el punto limitante de la reesterificacion en la mayoria de las condiciones
metabolicas (Botham y Mayes, 2013).

Existen dos isoformas funcionales de la DGAT, denominadas DGAT1 y DGAT?2,
que difieren tanto en su localizacién subcelular como en su afinidad por los sustratos. Se
ha observado que DGAT?2 es mds activa cuando las concentraciones de acil-CoA son
bajas -situacion tipica de la sintesis endégena de AG-, mientras que DGAT1 alcanza su
maxima eficiencia en condiciones de aporte de AG externos o intensa lipdlisis (Yen et
al., 2008). Durante el BEN, la lipdlisis incrementa la circulacion de NEFAs y su posterior
captacion hepdtica. El exceso de estos AG intensifica la reesterificacion y la acumulacion
intracelular de Tg, favoreciendo la aparicion del sindrome de higado graso, una de las
patologias metabdlicas mds frecuentes del periparto, caracterizada por el acimulo
excesivo de Tg en los hepatocitos (Sordillo y Raphael, 2013; Arshad y Santos, 2022).

El aumento del contenido lipidico hepédtico compromete la funcionalidad del
organo, afectando procesos esenciales como la gluconeogénesis, la sintesis proteica y la
secrecion de lipoproteinas. Como resultado, se deteriora el estado general de salud y
disminuye la eficiencia reproductiva de las vacas lecheras (Leblanc, 2010; Arshad y

Santos, 2022).

2.1.1.4. Regulacion del metabolismo lipidico.

La regulacion del metabolismo lipidico implica una compleja red de mecanismos
que aseguran el mantenimiento de la homeostasis energética y la adaptacion metabdlica
a diferentes estados fisioldgicos. En términos generales, esta regulacion puede clasificarse
en tres niveles principales: alostérico, covalente y transcripcional (Bougarne et al.,
2018).

El control alostérico se refiere a la modulacion directa de la actividad enzimatica
mediante la unién reversible de metabolitos o efectores especificos a distintos sitios del

centro catalitico, lo que permite aumentar o disminuir la velocidad de la reaccion segun
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las necesidades metabdlicas de la célula. El control covalente, por su parte, involucra
modificaciones quimicas postraduccionales de las enzimas, como fosforilacion,
protedlisis limitada, glucosilacion o acetilacion, capaces de alterar la conformacion
tridimensional, la estabilidad o el equilibrio entre las formas activa e inactiva, ajustando
asf su participacion en las rutas metabdlicas. Finalmente, la regulacion transcripcional se
ejerce a través del control de la expresion génica, modulando la cantidad de enzimas
disponibles en funcién de las demandas metabdlicas del organismo. Este tipo de control
requiere la accion de factores de transcripcion que, activados por sefiales intracelulares o
extracelulares, se unen a regiones especificas del ADN para promover o inhibir la
transcripcion de genes metabdlicamente relevantes (Soares et al., 2021).

Entre los mecanismos mas destacados en la regulacién génica asociada al
metabolismo lipidico se encuentran los receptores nucleares, proteinas que actian como
sensores de metabolitos lipidicos y hormonas, modulando la transcripcién de genes
implicados en la oxidacion, sintesis y transporte de AG (Bionaz et al., 2013; Hassan et
al., 2021). Estos receptores presentan dos caracteristicas esenciales: (a) su activacién
depende de la unién con ligandos especificos, y (b) su accién se ejerce mediante la
interaccion con elementos de respuesta localizados en los promotores de genes blanco.
En el higado, uno de los principales receptores nucleares implicados en la regulacion
génica del metabolismo lipidico es el PPARa, reconocido por su papel central en la
coordinacion de las vias oxidativas de los AG y la homeostasis energética sistémica (Hein

etal.,2010).

2.1.1.5. Receptores PPAR: funciones metabdlicas y mecanismos de
activacion.

Los PPAR pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares, que cumplen un
papel fundamental en la regulacion de la expresion génica asociada al metabolismo
energético. Esta familia comprende tres isoformas principales -PPARa, PPARy y
PPARp/o-, con distribucidn tisular diferenciada y funciones especificas dentro del control
metabolico (Grygiel-Gérniak, 2014; Bougarne et al., 2018).

Diversos estudios han demostrado que los PPAR actiian como reguladores clave
de procesos metabdlicos complejos, incluyendo la homeostasis de lipidos 'y
carbohidratos, 1a diferenciacion de adipocitos y la respuesta inflamatoria. Su disfuncién

se ha vinculado con numerosas patologias metabdlicas y sistémicas, tales como

68



dislipidemias, resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2, obesidad, y ciertos
trastornos cardiovasculares y neurodegenerativos (Tyagi et al., 2011).

La activacidén de estos receptores ocurre tras la unién con sus ligandos especificos,
promoviendo la formacion de heterodimeros con los receptores retinoides X (RXR).
Dichos complejos PPAR/RXR reconocen y se unen a secuencias especificas del ADN
denominadas elementos de respuesta a proliferadores de peroxisomas (PPRE),
localizadas en las regiones promotoras de genes diana. Esta interaccién puede inducir o
reprimir la transcripcion de genes que codifican proteinas involucradas en la oxidacion

de AG, el transporte de lipidos y la sefializaciéon metabdlica (Figura 12).

Figura 12: Activacion transcripcional de PPAR.
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Transcripcion

PPAR= receptores activados por proliferadores de peroxisomas. RXR= receptores retinoides X. PPRE=

elementos de respuesta a proliferadores de peroxisomas. Adaptado de Wu et al (2022).

La distribucién diferencial de las isoformas de PPAR le confiere una funcién
fisiologica particular y una sensibilidad distinta frente a ligandos y cofactores de
activacion. En el higado, el PPARa es la isoforma predominante y se reconoce como un
regulador maestro del metabolismo lipidico hepatico (Tyagi et al., 2011; Bionaz et al.,
2013). Su activacion promueve la expresion de genes implicados en la B-oxidacién
mitocondrial y peroxisomal, asi como en la cetogénesis y la homeostasis energética

general.

En el dambito farmacoldgico, los fibratos (como el clofibrato o el WY-14643) son
conocidos agonistas sintéticos de PPARa, utilizados ampliamente en el tratamiento de

dislipidemias y en la reduccién de Tg plasméticos (Grygiel-Gérniak, 2014). De manera
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complementaria, ciertos AGPI de las familias ®-3 y ®-6 actiian como ligandos endégenos
naturales de los PPAR, activando rutas transcripcionales que incrementan la expresion de
enzimas como la ACOX1 y la CPT1, ambas esenciales para la oxidacién de AG (Hein et

al., 2010; Bionaz y Loor, 2012).

2.1.2. AGPI ®-3 como moduladores del metabolismo energético y hormonal.

2.1.2.1. Metabolismo endécrino.

Diversos estudios han demostrado que los AGPI ®-3 pueden modular
positivamente la sensibilidad a la insulina en distintas especies. En ratones y bovinos, la
suplementacion con estos AG mejora la respuesta insulinica periférica (Pires y Grummer,
2008; Fortin et al., 2010; Fan et al., 2020). A nivel metabolico, los AGPI -3 estimulan
el almacenamiento de glucégeno (Clarke, 2001) y regulan la expresion de enzimas
gluconeogénicas, lo que sugiere que actian como moduladores directos de la homeostasis
energética (White et al., 2012).

El PT de las vacas lecheras se caracteriza por un estado de resistencia insulinica
inducido por el BEN, cuyo objetivo fisioldgico es redirigir la glucosa hacia tejidos
esenciales, como el sistema nervioso central y la glandula mamaria (Qiao et al., 2024).
No obstante, cuando esta resistencia se exacerba, puede comprometer la funcién ovdrica,
el metabolismo hepatico y la salud general del animal. En este contexto, los AGPI ®-3
podrian contribuir a atenuar dicha resistencia y mejorar la sefializacién insulinica tanto a
nivel periférico como hepdtico. Delarue et al. (2004) demostraron que en roedores
alimentados con AGPI ®-3, se logré prevenir la ocurrencia de alteraciones tipicas de la
resistencia a la insulina. En particular, estos AG evitan la disminucion de la actividad de
la fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K) y la reduccién de transportadores GLUT4 en
musculo, al tiempo que preservan su expresion en tejido adiposo. En el higado, inhiben
la actividad de la glucosa-6-fosfatasa, disminuyendo la produccién hepética de glucosa.
Ademads, reducen la acumulaciéon de Tg hepaticos mediante la inhibicién de enzimas
lipogénicas dependientes de SREBP-1c¢ y la activacion de PPARa, promoviendo asi una
mayor oxidacion de AG (Delarue et al., 2004). Estos hallazgos concuerdan con los de
Kra et al. (2022), quienes reportaron que en bovinos suplementados con EPA y DHA se
evidencié una mayor utilizaciéon de glucosa y aminoédcidos inducida por insulina,
sugiriendo un efecto anabdlico y una mejora de la sensibilidad periférica. Asimismo, una

infusion intravenosa de ALA en vacas lecheras sometidas a restriccion alimentaria redujo
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las concentraciones plasmaticas de NEFAs y BHB, ademas de disminuir la acumulacion
de Tg hepaticos en comparacién con emulsiones basadas en AGS (Pires y Grummer,
2008). Este efecto podria estar mediado por una mayor actividad de la lipoproteina lipasa
(LPL) en el tejido adiposo y una potenciacion de la accién antilipolitica de la insulina.
Mas alld de sus efectos sobre la sensibilidad insulinica y la lipomovilizacién,
diversos estudios han demostrado que los AGPI ®-3 y otros AG esenciales también
pueden modular de manera directa el eje somatotréfico en vacas lecheras. En este sentido,
(Dirandeh et al., 2016) compararon raciones conteniendo soja tostada (fuente de AG -
6), aceite de lino (fuente de AG ®-3) o aceite de palma (control) y observaron que las
concentraciones plasmaéticas de glucosa, insulina e IGF-1 resultaron mayores en las vacas
consumiendo la racién con aceite de lino. Por su parte, (Vogel, 2021) report6 los efectos
de la infusiéon abomasal de ALA y CLA en vacas Holstein durante las udltimas
nueve semanas preparto y las primeras nueve semanas posparto y describié que la
infusiéon de CLA aument6 las concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina e IGF-1,
lo que sugiere una estimulacién del eje somatotréfico. Por el contrario, la infusién de
ALA no mejoré de forma evidente la expresion hepdtica de genes asociados al eje
GH/IGF-1. Estos resultados indican que el tipo de AG, su forma de administracion y el
estado fisiolégico del animal son factores determinantes para la respuesta del eje

somatotrofico.

2.1.2.2. Mecanismos moleculares del efecto hepatico de los AG ®-3 en vacas
lecheras.

Los AGPI -3 pueden ejercer efectos beneficiosos sobre el metabolismo hepatico
a través de su accién como ligandos del receptor PPARa (Tyagi et al., 2011). Este
receptor desempefa un papel determinante en la regulacion de la [-oxidacién
mitocondrial y peroxisomal de los AG, al inducir la expresion de enzimas como la CPT1
y la ACOX1, respectivamente, asi como de la HMG-CoA sintasa, enzima limitante de la
cetogénesis (Lean, 2020; Rico y Barrientos-Blanco, 2024). En modelos murinos, la
activacion de PPARa ha demostrado reducir la acumulacidon de lipidos hepaticos y
prevenir la esteatosis (Stienstra et al., 2007). En las vacas lecheras, la esteatosis hepatica
constituye una alteracion metabdlica frecuente al inicio de la lactancia y se asocia con
importantes pérdidas productivas (Arshad y Santos, 2022). En este contexto, la

funcionalidad de PPARa observada en especies no rumiantes podria representar un
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mecanismo protector relevante para evitar la lipidosis hepdtica en bovinos de alta

produccion.

Estudios in vitro con lineas celulares bovinas han mostrado que la exposicién a
AGPI ®-3 induce un aumento en la expresion génica de PPARa y de sus genes diana
involucrados en la oxidacioén lipidica (MacLaren et al., 2006; Abou-Rjeileh et al., 2025),
demostrando la capacidad de estos AG para activar directamente esta via transcripcional.
Aunque la funcion de PPARa esta bien caracterizada en especies monogastricas (Varga
et al., 2011; Bougarne et al., 2018), su papel en el metabolismo hepdtico de los bovinos
ha sido menos explorado, y los resultados disponibles son heterogéneos, probablemente
debido a diferencias en el tipo de grasa suplementada, el estado energético y la etapa
fisiol6gica evaluada. En este sentido, Palin y Petit (2004) suplementaron vacas durante el
PT con distintas fuentes lipidicas -grasa saturada, aceite de lino o una dieta sin grasa
afadida- y evaluaron la expresion hepética de PPARa junto con parametros metabdlicos
plasmdticos. Las vacas alimentadas con aceite de lino presentaron mayores
concentraciones de glucosa y una correlacion positiva entre la expresion génica de
PPARa y la glucemia, en comparacién con los otros tratamientos, lo que sugiere una
mejor eficiencia energética y una activacion del metabolismo oxidativo hepatico mediado
por PPARa. En contraste, Carriquiry et al. (2009) y Akbar et al. (2013) no observaron
cambios significativos en la expresion hepdtica de este receptor tras la suplementacion
con diferentes fuentes de AG ®-3, evidenciando la variabilidad en la respuesta fisioldgica

y la posible influencia de factores nutricionales y hormonales.

Por su parte, Smith er al. (2009) demostraron que el tratamiento con 2.4-
tiazolidinediona, un agonista cldsico de PPAR, en vacas posparto redujo linealmente las
concentraciones plasméticas de NEFAs, posiblemente mediante una mayor sensibilidad
insulinica en el tejido adiposo. Este tratamiento se asocié con menor acumulacion de
lipidos hepéticos, mayor CMS y reduccién del intervalo parto-concepcion, reforzando la
participacion de los receptores PPAR en la coordinacién del metabolismo energético y
reproductivo durante la lactancia temprana. Complementariamente, (Angeli ez al., 2019b)
evaluaron la expresion génica y proteica de PPARa y de enzimas oxidativas hepaticas en
vacas lecheras durante el PT, observando que la expresion génica de CPT1 y ACOX1
aument6 significativamente de manera inmediata tras el parto, lo que sugiere una

respuesta transcripcional temprana del higado frente al incremento de NEFAs circulantes.
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Sin embargo, la expresion proteica de PPARa y ACOX1 se increment6 recién hacia el
dia 28 posparto, cuando el higado ya ha enfrentado el pico de lipomovilizacién
caracteristico del BEN. Este desfase temporal entre la respuesta génica y proteica sugiere
que la estimulacion de PPARa en bovinos depende de sefales metabdlicas y hormonales
postparto, mas que de un control transcripcional inmediato. Ademas, el aumento en la
abundancia proteica de PPARa y CPT1 coincidié con una disminucién en el contenido
hepético de Tg, lo que indica que la activacion retardada de las vias oxidativas contribuye
a la recuperacion del equilibrio lipidico hepatico. En conjunto, los hallazgos de Angeli et
al. (2019b) ponen de manifiesto que la estimulacion natural de PPARa durante el PT
ocurre tardia, cuando el desafio metabdlico ya estd instaurado, lo que justifica la
necesidad de estrategias nutricionales que promuevan su activaciéon temprana para

favorecer una adaptacion metabdlica mas eficiente durante el inicio de la lactancia.

En este marco, el presente capitulo se orienta a evaluar el efecto de la
suplementacion dietaria con sales calcicas derivadas de aceites ricos en -3 sobre el

metabolismo hepatico de vacas lecheras durante el inicio de la lactancia.
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2.2. MATERIALES Y METODOS.

Todos los procedimientos efectuados en los animales se llevaron a cabo conforme a
las normativas vigentes (Guia para el cuidado y uso de animales agricolas en
Investigacién y Docencia, Federacion de Sociedades de Ciencia Animal, 2010) y fueron
aprobados el 4 de agosto de 2020 por el Comité de Etica y Seguridad Institucional de la
FCV - UNL (Protocolo N° 614/20).

2.2.1 Animales, manejo y alimentacion.

Para este estudio, se utilizaron las mismas vacas de raza Holstein descriptas en el
capitulo anterior (n = 36), pertenecientes al Tambo Experimental de la EEA Rafaela del
INTA. Los animales se agruparon en 18 bloques con dos vacas cada uno y fueron
asignados al azar a los tratamientos: Control (C) u Omega-3 (O-3), segtn los criterios
detallados en el capitulo previo.

El periodo experimental se extendi6 desde 21 + 2 dias previos al parto hasta 105
+ 5 dias posparto. Durante el periodo preparto, los animales se alojaron en corrales
separados segun tratamiento, dentro de un mismo galpon con camas de arena equipado
como paridera. Tras el parto, las vacas fueron ordefiadas para la extraccion del calostro y
trasladadas a un galpén de cama fria con libre acceso a bebederos y comederos, donde
permanecieron hasta finalizar el periodo experimental.

Las dietas utilizadas durante el ensayo fueron descriptas en el capitulo anterior.
Brevemente, durante el preparto las vacas recibieron una PMR compuesta (base MS) por:
heno de paja de trigo (12,9 %), silaje de maiz (63,2 %), maiz molido (3,8 %), harina de
soja (16,9 %) y suplemento mineral anidnico (3,2 %). Adicionalmente, el grupo O-3
recibi6 0,40 kg MS d! de sales célcicas de AG, mientras que el grupo control recibié 0,70
kg MS d'! de maiz molido como reemplazo isoenergético.

Durante la lactancia, ambos grupos fueron alimentados con la misma PMR
compuesta (base MS) por: heno de alfalfa (7,8 %), silaje de maiz (24,1 %), silaje de alfalfa
(36,6 %), semilla de algodon (2,1 %), harina de soja (18,6 %), maiz molido (9,9 %) y
premezcla vitaminico-mineral (0,9 %). En la sala de ordefio, cada vaca recibi6 4,48 kg
MS de concentrado, junto con el suplemento correspondiente a su tratamiento: 0,65 kg
MS de sales célcicas (O-3) o 1,15 kg MS de maiz molido (C), distribuidos en partes
iguales en los ordefos a.m. y p.m. (04:00 h y 15:00 h).
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2.2.2. Muestreos y procesamiento de muestras.

2.2.2.1. Extraccion de sangre y obtencion de plasma.

Se extrajeron aproximadamente 20 mL de sangre por puncion de la vena coccigea
los dias —21 y —7 respecto a la fecha probable de parto, el dia del parto y los dias 7, 21,
35, 60, 75 y 112 posparto, inmediatamente después del ordefie matutino (junto con el
registro del PC y la evaluacion de la CC, descripto en el capitulo anterior). Una pequefia
alicuota de sangre fue inmediatamente utilizada para la determinaciéon de BHB. El resto
se dividi6 en dos tubos: uno contenia fluoruro de sodio (2 mg mL) y oxalato de potasio
(2 mg mL) y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su envio al laboratorio; el otro
contenia heparina sédica (5 Ul mL) y se mantuvo refrigerado hasta su centrifugado (2000
x g, 15 min, 4°C). El plasma obtenido se colocé en tubos plasticos de 2 mL y se almacen6
en ultrafreezer (—80°C) hasta su andlisis para urea y colesterol total.

A partir de las muestras plasmaticas obtenidas los dias —21, -7, 7, 21 y 35, se

determinaron las concentraciones de insulina, del IGF-1 y NEFAs.

2.2.2.2. Cuantificacion de metabolitos y hormonas.

Las concentraciones de BHB se determinaron mediante tiras reactivas (FreeStyle
Optium B-Ketone, Abbott Diabetes Care Ltd., Reino Unido) a partir de una gota de sangre
fresca. Las determinaciones de glucosa, urea y colesterol total fueron procesadas en el
laboratorio BiovetLab S.A. (Rafaela, Santa Fe, Argentina) utilizando kits enzimaticos
comerciales (Wiener Lab, Argentina).

La concentraciéon de NEFAs se determind mediante kits comerciales (FA115,
Randox Laboratories Ltd., Reino Unido) en el Laboratorio de Biologia Celular y
Molecular Aplicada (LBCMA) del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet-
Litoral, Esperanza, Argentina). Las determinaciones de insulina e IGF-1 se realizaron en
el Laboratorio de Endocrinologia del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IByME, Buenos Aires, Argentina). La insulina plasmética se determind
mediante radioinmunoandlisis, utilizando anticuerpos anti-insulina bovina (Sigma, St
Louis, EEUU) y una insulina estdndar humana provista por Laboratorios Beta (Buenos
Aires, Argentina). Las concentraciones de IGF-1 se determinaron también por
radioinmunoanalisis, tras una extracciéon con acido-etanol (UB2-495, Hormone
Distribution Program, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,

EEUU).
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2.2.2.3. Extraccion de biopsias hepaticas.

Se obtuvieron biopsias hepéticas en simultdneo con los muestreos de los dias —21,
7y 21 respecto al parto. La intervencion se realizé en el undécimo espacio intercostal
derecho, a nivel del trocanter mayor del fémur, previa incisién en la piel y bajo anestesia
local con lidocaina al 2 %. Se utiliz6 una aguja de biopsia percutdnea, descripta por
Buckley et al. (1986) y modificada ad hoc, guiada por ecografia hasta alcanzar el higado
y perforar su cdpsula. Se recolectaron aproximadamente 500 mg de tejido hepatico, que
se fraccionaron en dos tubos destinados a diferentes andlisis. Las muestras se congelaron

inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80°C hasta su procesamiento.

2.2.2.4. Procesamiento de muestras hepaticas.
Las muestras fueron procesadas en el LBCMA del ICiVet-Litoral. A continuacion,
se detallan las determinaciones realizadas en las correspondientes biopsias de tejido

hepatico.

2.2.2.5. Determinacion del contenido de Tg hepaticos.

La extraccion de lipidos totales a partir de homogenizados hepaticos se realiz6
siguiendo el método descrito por Folch ef al. (1957). Los lipidos presentes se aislaron
empleando una mezcla extractante de cloroformo y metanol (2:1, v/v). El extracto se filtr6
y lavé con soluciones salinas y solventes adecuados: primero con una solucién de CaClz
al 0,02 % en una mezcla cloroformo/metanol/agua (3:48:47, v/v/v), y luego con la misma
mezcla sin CaCl:, para eliminar componentes no lipidicos y residuos acuosos.
Finalmente, los fosfolipidos se separaron mediante adsorcién en &cido silicico, y los Tg
se disolvieron en isopropanol para su cuantificacion espectrofotométrica mediante un kit

enzimatico comercial (Wiener Lab, Argentina).
2.2.2.6. Determinacion de la abundancia proteica de enzimas hepaticas.

2.2.2.6.1. Preparacion de muestras.

Aproximadamente 50 mg de tejido hepatico congelado se homogeneizo con buffer
de lisis e inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo Fisher Scientific Company,
Finlandia), mediante un homogeneizador manual (Ultra Turrax®, IKA®, EEUU). La
muestra se centrifugd a 12.000 x g durante 20 min en centrifuga refrigerada. La

concentracion proteica se determind mediante el método de Lowry, utilizando el kit Bio-
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Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EEUU), y las muestras se almacenaron a —80

°C hasta su analisis.

2.2.2.6.2. Analisis por Western blot.

Las muestras se acondicionaron con buffer en condiciones reductoras para
electroforesis en geles discontinuos de poliacrilamida al 10 % (p/v) en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), y se incubaron en bafio termostatizado, en ebullicién
durante 5 min. Se sembraron 40 pg de proteina/linea para PPARa, CPT1, ACOXI1 y
DGATI. Las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE (10 %) y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon durante 1 h a temperatura
ambiente con solucién salina tamponada con Tris que contenia 0,05 % (v/v) de Tween-
20 (TBST; Sigma-Aldrich, EEUU) y 5 % (p/v) de leche descremada en polvo. Luego, se
incubaron durante la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios (Tabla 7)

correspondientes.

Tabla 7: Anticuerpos y condiciones utilizados en la técnica de Western blot.

Anticuerpos Tipo Proveedor Dilucion
Anticuerpos Primarios
Rabbit Polyclonal Santa Cruz Biotechnology.
PPAR H-98: s¢-9000 Inc. CA, EEUU 171000
Rabbit Polyclonal Santa Cruz Biotechnology.
CPTIL H-95:5¢-20669 Inc. CA, EEUU 1/3000
Rabbit Polyclonal Santa Cruz Biotechnology.
ACOX1 1/3000
H-140: sc-98499 Inc. CA, EEUU
Rabbit Polyclonal Abcam.
DGATI1 1
G ab54037 Cambridge, Reino Unido /3000
HMGCoA Mouse Monoclonal: Santa Cruz Biotechnology. 1/20000
sintasa sc-393256 Inc. CA, EEUU
. . Mouse monoclonal Bio-Rad Laboratories,
Vinculina V284:MCA465GA Inc., CA, EEUU 1710000
Anticuerpos Secundarios
Mouse anti- Polyclonal Santa Cruz Biotechnology. 1/10000
rabbit IgG sc-2357 Inc. CA, EEUU
Mouse IgGk Binding protein: Santa Cruz Biotechnology. 1/10000
binding protein sc-516102 Inc. CA, EEUU

Tras los lavados con TBST, las membranas se incubaron durante 90 min a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios (Tabla 7) conjugados con
peroxidasa. Las bandas inmunorreactivas especificas se visualizaron mediante un reactivo

quimioluminiscente (ECL Prime Western Blotting System, GE Healthcare, Alemania) y
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se revelaron sobre Hyperfilm ECL (GE Healthcare, Alemania). La vinculina se utiliz6
como control de carga y se procesé en paralelo con el mismo protocolo y anticuerpos.
Las sefiales obtenidas por Western blot mostraron una respuesta lineal en el rango
de 20 y 80 ug y tiempos de exposicion crecientes. Las intensidades de las bandas se
cuantificaron utilizando el software IMAGE PROPLUS 3.0.1 (Media Cybernetics, MD,
EEUU). Para corregir la variabilidad entre membranas, se utilizé un pool de extracto

hepatico de seis animales como control.

2.2.3. Analisis estadistico.

Los datos referidos a la concentracion de metabolitos y hormonas se analizaron
con el software R v4.2.2 (R Core Team, 2022), de acuerdo con un disefio en bloques
completos aleatorizados con medidas repetidas en el tiempo y ajuste por covariable (dia

—21). El modelo utilizado fue:
Yijm=pn + Ti+Bj+ A (B + Wi+ (T x W)t + Cov + Ejju

donde: Yij = variable dependiente, 1 = media general, T; = efecto del tratamiento, B; =
efecto del bloque, A (B)x(j) = efecto aleatorio del animal anidado al bloque, W = efecto
del tiempo, (T x W) = efecto de la interaccién del tratamiento x tiempo, Cov =
covariable, y Ejjxi = error residual. Los supuestos del modelo se verificaron mediante la
prueba de normalidad de los residuos (Anderson-Darling, paquete nortest en R).

Los datos referidos a la abundancia proteica y Tg hepdticos se analizaron con el
software SPSS v. 22.0 (SPSS Inc.), mediante un modelo lineal generalizado mixto
(GLMM, por sus siglas en inglés). La normalidad de los residuos se comprobé mediante
la prueba de Kolmogorov—Smirnov. En ausencia de normalidad, se aplicé una
distribucion gamma con funcién de enlace logaritmica; en caso contrario, un modelo
lineal general (GLM) con enlace identidad. Los efectos fijos considerados fueron el
tratamiento (Trat), el muestreo (Tiempo) y su interaccion (Trat x Tiempo), incluyendo el
animal como efecto aleatorio. Cuando la interaccion Trat x Tiempo fue significativa, se
realizaron comparaciones multiples entre tratamientos dentro de cada momento de

muestreo, utilizando medias marginales ajustadas y correccion de Bonferroni.

En todos los andlisis, se consideraron significativos los efectos con P < 0,05 y
tendenciales aquellos con 0,05 < P < 0,10. Los resultados se expresaron como media +

error estandar de la media (EEM).
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2. 3. RESULTADOS.

2.3.1. Glucosa, urea y colesterol plasmaticos.

No se observé un efecto significativo del tratamiento (P = 0,39) ni de la
interaccién Trat x Tiempo (P = 0,50) sobre las concentraciones plasmaéticas de glucosa
durante el periodo experimental. Sin embargo, se detect6 un efecto del Tiempo (P < 0,01),
evidenciado por la evolucidn de las curvas de glucemia (Figura 13). Durante el preparto
(dfas —21 y —7), las concentraciones promedio de glucosa fueron de 0,60 + 0,01 y 0,57 +
0,01 g L ™! para las vacas de los grupos O-3 y C, respectivamente; mientras que durante
el posparto (dias 7 a 112), la glucemia promedio fue similar en ambos grupos tratamiento

(0,59 £0,01 gL',

Figura 13: Concentraciones plasmdticas de glucosa en vacas lecheras suplementadas

(O-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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Dias relativos al parto

+0-3 +C
A su vez, en las etapas iniciales del estudio, los valores de glucosa se mantuvieron

relativamente estables, observandose una leve disminucién en el postparto inmediato,
reflejo del aumento en la captacion de glucosa por la gldndula mamaria para la sintesis de
lactosa. El valor minimo de glucosa se registré en el dia 7 posparto para el grupo C (0,53
+0,07 g L'!) y en el dia 21 posparto para el grupo O-3 (0,52 + 0,05 g L™!). A partir de
€sos puntos, ambas curvas mostraron una recuperacion progresiva de la glucemia,
alcanzando valores similares hacia el final del periodo de lactancia (Figura 13).

Las concentraciones plasmdticas de urea no difirieron entre tratamientos (P =
0,64) y no se detect? interaccion Trat x Tiempo (P = 0,86), pero se observaron variaciones

significativas de la uremia a lo largo del tiempo (P < 0,01). Los valores de uremia
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promedio fueron similares en ambos grupos tratamiento (0,39 + 0,01 g L"), tanto en el
preparto como durante la lactancia, reflejando una homeostasis proteica relativamente
estable.

En cuanto al colesterol plasmatico, la interaccién Trat x Tiempo tendi6 (P = 0,08)
a ser significativa, indicando que la respuesta a la suplementacion lipidica varidé en
funcion del tiempo (Figura 14). En efecto, los niveles circulantes de colesterol promedio
durante el periodo experimental resultaron mayores en las vacas del grupo O-3 (134 +
5,14 vs. 112 £ 5,42 mg dL. "), con diferencia significativas detectables (P < 0,10) en 5 de

los 7 muestreos realizados (dias —7, 7, 21, 35 y 75 relativos al parto).

Figura 14: Concentraciones plasmadticas de colesterol en vacas lecheras suplementadas

(0O-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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Tendencias expresadas como * P < 0,10 y diferencias significativas como ** P < 0,05. Las barras indican el EEM.

2.3.2. Comportamiento de la insulina e IGF-1.

No se detectd interaccion Trat x Tiempo significativa (P > 0,10) para las dos
hormonas estudiadas. Las concentraciones plasmadticas de insulina resultaron similares
entre tratamientos (P = 0,78; Figura 15), resultado compatible con los similares valores
basales de glucosa circulante. El efecto tiempo resulté significativo (P < 0,01) para esta
hormona. Durante el preparto (dias —21 y —7), los valores promedio de insulina fueron
0,74 £ 0,12 vs. 0,59 £ 0,11 ng mL™" para O-3 y C, respectivamente. Tras el parto, las
concentraciones descendieron en ambos grupos, alcanzando su valor minimo el dia 7
(0,41 £ 0,08 vs. 0,23 + 0,06 ng mL™" para O-3 y C, respectivamente), luego del cual

aumentaron levemente.
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Figura 15: Concentraciones plasmdticas de insulina en vacas lecheras suplementadas

(0-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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De manera similar a lo descripto para insulina, tampoco se evidenciaron efectos
del tratamiento en las concentraciones plasmadticas de IGF-1 (P = 0,60; Figura 16), pero
si se observaron variaciones significativas (P < 0,01) a lo largo del periodo experimental.
En tal sentido, la evolucién de IGF-1 reflej6 un patrén fisiolégico tipico del PT, con
concentraciones mds bajas en el postparto temprano y una recuperacion gradual conforme
avanzaron los DEL.

Figura 16: Concentraciones plasmdticas de IGF-1 en vacas lecheras suplementadas (O-

3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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2.3.3. Metabolismo energético: NEFAs y BHB.

Las vacas del tratamiento O-3 tendieron (P = 0,07) a presentar concentraciones
plasmaticas de NEFAs mads elevadas (Figura 17). El efecto tiempo resulto significativo
(P <0,01) para este metabolito. En ambos tratamientos, las concentraciones de NEFAs
aumentaron notablemente en el posparto temprano, alcanzando su pico el dia 7 (0,83 +
0,05 vs. 0,70 £ 0,06 mmol L' para O-3 y C, respectivamente), seguido de un descenso
progresivo durante las semanas siguientes. Los niveles circulantes de NEFAs promedio
fueron 0,73 £0,05 y 0,65 £ 0,05 mmol ™! para los tratamientos O-3 y C, respectivamente,

reflejando una movilizacion lipidica més intensa en las vacas suplementadas.

Figura 17: Concentraciones plasmdticas NEFAs en vacas lecheras suplementadas (O-3)

o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.
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Tendencias expresadas como * P < 0,10 y diferencias significativas como ** P < 0,05. Las barras indican el EEM.

La interaccion Trat x Tiempo resulté significativa (P = 0,03) para BHB, indicando
que el efecto de la suplementacion lipidica sobre la concentracion plasmatica de este
metabolito fue afectado por el momento de muestreo (Figura 18). En efecto, en los
muestreos de los dias 21 y 35 posparto, las vacas del grupo O-3 tendieron (P < 0,10) a
presentar concentraciones mas elevadas de BHB respecto al grupo C, lo que sugiere un
ligero aumento en la generacion de cuerpos cetonicos asociados a la suplementacion con
AGPI ®-3. Al igual que para NEFAs, el efecto tiempo resultd significativo (P < 0,01)

para BHB. En ambos grupos de vacas, las concentraciones fueron bajas una semana antes
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del parto y tras el parto, los valores aumentaron de manera marcada, alcanzando un
maximo el dia 7 (1,19 £ 0,10 vs. 1,13 £ 0,09 mmol L' para O-3 y C, respectivamente),

luego del cual disminuyeron progresivamente.

Figura 18: Concentraciones de fHB en vacas lecheras suplementadas (O-3) o no (C)

con sales cdlcicas de AG w-3.
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2.3.4. Tg y proteinas hepaticas relacionadas con el metabolismo lipidico.

Los resultados correspondientes a la concentracion de Tg hepaticos y a la
abundancia relativa de proteinas involucradas en el metabolismo lipidico hepdtico se
presentan en la Tabla 8. La inmunomarcacién representativa de cada enzima y su control
(vinculina), se muestran en la Figura 19.

La interaccion Trat x Tiempo resulté no significativa (P > 0,05) para todos los
parametros analizados. Las concentraciones de Tg en higado resultaron similares entre
tratamientos (P = 0,62), pero variaron (P = 0,05) en funcién del momento de muestreo,
aumentando del preparto al posparto temprano.

En cuanto a las enzimas hepéticas evaluadas, la abundancia promedio de ACOX1
resulté mayor (P = 0,02) en las vacas del grupo O-3 y mostré un incremento (P = 0,05)
durante el posparto; sin embargo, la abundancia relativa de CPT1 no fue afectada por los
tratamientos (P = 0,55). A su vez, la abundancia de DGAT1 resulté menor (P = 0,02) en
el grupo de vacas O-3, lo que podria reflejar una menor reesterificacion de AG en el
higado. En contraste, la enzima HMG-CoA sintasa present6 valores mas altos (P = 0,04)
en el grupo suplementado y su abundancia relativa se redujo con el avance del periodo de
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muestreo (P = 0,05). Finalmente, la abundancia de PPARa fue significativamente mayor

(P =0,04) en el grupo O-3, sin variaciones relevantes a lo largo del Tiempo (P = 0,83).

Estos resultados sugieren que la suplementacion con AGPI ®-3 favoreceria una
modulacién positiva del metabolismo hepatico, estimulando la oxidacién de lipidos y la

regulacion de genes asociados a la B-oxidacion y al transporte de AG.

Figura 19: Inmunomarcacion representativa de la expresion proteica de enzimas que
intervienen en la [-oxidacion (ACOXI y CPTI), la reesterificacion (DGATI), la
cetogénesis (HMG-CoA sintasa) y su regulador génico (PPARa) en vacas lecheras

suplementadas (O-3) o no (C) con sales cdlcicas de AG w-3.

ACOX1 (74 kDa) [ s
CPT1(63 kDa) [
DGAT1 (55 kDa) /S s s

HMGCoA sintasa (64 kDa) —

PPAR-¢ (55 kDa) e —

Vinculina (124 kDa) [N S
Linea 1 2 3

Cada linea corresponde a los muestreos: 1=dia—21; 2y 3 =dias 7 y 21, respectivamente. El peso molecular

(kDa) se indica a la derecha de cada proteina.
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Tabla 8: Concentracion de Tg hepdticos y abundancia proteica de enzimas que intervienen en la f-oxidacién (ACOX1 y CPT1), la reesterificacion
(DGAT1), la cetogénesis (HMG-CoA sintasa) y su regulador génico (PPARa) en vacas lecheras suplementadas (O-3) o no (C) con sales cdlcicas
de AG »-3.

Dias relativos al parto p-valor!
I Tratamient T
tem ratamientos 91 7 71 Trat Tiempo .rat X
Tiempo
T 0O-3 8,81 +1,42 13,98 £2,34 13,57 £2,40
g -1 0,62 0,05 0,67
(mg g TH™) C 11,36 £ 1,30 14,63 £2,15 12,87 £ 2,27
ACOX1 0O-3 0,89 +0,08 1,29 £0,12 1,14 £ 0,11
’ ’ ’ ’ ’ ’ 0,02 0,05 0,18
(ua) C 0,84 + 0,09 0,84 £0,14 1,01 £0,12 ’ ’ '
CPT1 0O-3 1,13+ 0,09 1,04 £0,11 1,02 £0,12
2
(ua) C 0,92 £0,10 0,94 £ 0,12 1,17+0,13 0,55 0.68 0.25
DGATI1 0O-3 0,97 £0,11 1,07 £0,12 0,84 £0,11
0,02 7
(ua) C 1,15+£0,12 1,21 £0,13 1,21 £0,12 o 0.5 0,53
- i - 1,33 £ 1,12+ 1,00 £
HMG-CoA sintasa 0-3 ,33 + 0,08 , 0,09 ,00 + 0,09 0.04 0.05 0.09
(ua) C 1,07 £ 0,09 0,86 + 0,09 1,08 = 0,09
PPAR - 1,36 £ 0,24 1,14 £0,1 1,13+0,1
o 0-3 ,36 £ 0, , 0,13 ,13+0,10 0.04 0.83 0.44
(ua) C 0,90 £ 0,17 0,94 £ 0,11 1,07 £ 0,09

Valores expresados a través de las medias minimas cuadréticas (LSMeans) + el error estandar de las LSMeans (EEM). 'Efectos del tratamiento (Trat), muestreo (Tiempo) e interaccién
Trat x Tiempo. Tg = triglicéridos hepéticos (mg g tejido hiimedo™). ACOX1 = acil-CoA oxidasa 1. CPT1 = carnitina palmitoiltransferasa 1. DGAT = diacilglicerol aciltransferasa 1.

HMG-CoA sintasa = 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa. PPARa = receptor activado por proliferadores de peroxisomas o. ua = unidades arbitrarias.
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2.4. DISCUSION.

El perfil metabdlico y endocrino de las vacas observado en el presente estudio
refleja los profundos ajustes fisioldgicos caracteristicos del PT (Meikle et al., 2013).
Como era esperable, las variaciones registradas en las concentraciones plasmdticas de
glucosa, insulina, IGF-1, NEFAs y BHB durante el periodo experimental (Figura 13,
Figura 15, Figura 16, Figura 17 y Figura 18) confirman la existencia de un BEN, que
se inicia al final de la gestacion y se mantiene durante el inicio de lactancia (Sammad et
al., 2022), con una progresiva recuperacion alrededor de la tercera semana postparto,
cuando las concentraciones de insulina comienzan a aumentar de forma concomitante con

la glucemia mientras descienden los valores de NEFAs y BHB (Pérez-Baez et al., 2019).

Si bien la suplementacion con AGPI ®-3 no afecté de manera significativa la
mayoria de estos parametros, se observaron tendencias relevantes, particularmente en los
perfiles de NEFAs y BHB. En este sentido, se evidencié una tendencia hacia un menor
balance energético en el grupo O-3 con respecto el grupo C. Sin embargo, estas
diferencias no se reflejaron en el PC ni en la CC promedio, en coincidencia con hallazgos
previos que sugirieron que dichas variables no serian indicadores sensibles ni confiables
de la lipomovilizacion en vacas en transicion (Ospina et al., 2013). En vacas en inicio de
lactancia, concentraciones plasmaticas de NEFAs y de cuerpos ceténicos menores a 0,7
y 1,2 mmol L7 respectivamente, son consideradas normales y reflejan la
lipomovilizacidn y la cetogénesis hepatica asociadas al BEN (LeBlanc, 2010; Ospina et
al., 2013). En este estudio, las vacas suplementadas con sales célcicas de AGPI »-3
tendieron a presentar mayores concentraciones de NEFAs y BHB, con picos en el dia 7
posparto. Este patron podria explicarse en parte, como reflejo de una mayor movilizacién
del tejido adiposo para soportar la mayor produccion de leche registrada en el grupo de
vacas O-3. Adicionalmente, podria intervenir un segundo mecanismo independiente de la
lip6lisis. Los AG de cadena larga aportados por la dieta son absorbidos en el intestino
delgado, reesterificados a Tg en los enterocitos e incorporados a quilomicrones y VLDL.
Durante su metabolismo periférico, la LPL hidroliza estos Tg y libera AG; sin embargo,
una fraccion de estos AG no es completamente captada por los tejidos y retornan a la
circulacién unidos a albiimina, aumentando el pool plasmético de NEFAs (Bionaz et al.,

2020; Lashkari et al., 2024).
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La suplementacion lipidica ha mostrado efectos inconsistentes sobre los niveles
de glucosa e insulina circulantes (Staples et al., 1998). Sin embargo, cuando los lipidos
sustituyen al almidén en la dieta, puede reducirse el aporte de propionato, limitando la
gluconeogénesis hepdtica y la secrecion de insulina. A pesar de ello, en el presente estudio
no se observaron diferencias entre tratamientos en las concentraciones plasmaticas de
glucosa e insulina. EIl mantenimiento de la glucemia sugiere un cierto ahorro del
metabolito en el metabolismo oxidativo para produccién de ATP (el que seria producido
a partir de la oxidacién de los AG exdgenos) y como dador de NADPH al reducirse la
sintesis de novo (mamaria y adiposa) de acidos grasos ante el suministro de lipidos

(Gagliostro y Chilliard, 1992).

Aunque la disponibilidad de NEFAs al inicio de la lactancia constituye un
mecanismo adaptativo esencial para cubrir los elevados requerimientos energéticos,
cuando su liberacion excede la capacidad hepatica de oxidacion y exportacion puede
producirse infiltracion de Tg en el tejido hepatico, predisponiendo a cetosis o higado
graso (Arshad y Santos, 2022; Pascottini et al., 2022). No obstante, en este estudio no se
observo un aumento en la concentracion de Tg hepdticos en las vacas del grupo O-3, a
pesar de las mayores concentraciones plasmdticas de NEFAs registradas en este grupo de
vacas. Este hallazgo sugiere que el higado de las vacas suplementadas podria haber tenido
una mayor capacidad para oxidar los AG o exportarlos en forma de VLDL, evitando su
acumulacion intracelular (Angeli et al., 2019a; Barcarolo et al., 2024). De hecho, las
vacas suplementadas con AGPI -3 presentaron un incremento en las concentraciones
plasmaéticas de colesterol total, lo que podria interpretarse como un reflejo de una mayor
exportacion hepética de lipidos en forma de lipoproteinas, ya que el colesterol constituye
parte de las VLDL (Bionaz et al., 2020). Este incremento en la colesterolemia también
reviste interés endocrino, dado que el colesterol es precursor de hormonas esteroideas
(Childs et al., 2008; Freret et al., 2019) por lo que su disponibilidad podria estar vinculada

a los efectos benéficos sobre la funcidn reproductiva descripto en el capitulo anterior.

Asimismo, las vacas suplementadas con AGPI ®-3 mostraron modificaciones en
la abundancia de enzimas clave del metabolismo lipidico hepatico, especialmente
aquellas involucradas en la oxidacidn, la cetogénesis y la reesterificacion. En rumiantes,
la B-oxidaciéon de AG ocurre tanto en mitocondrias -mediada por la CPT1- como en
peroxisomas, donde la ACOX1 regula el proceso oxidativo (Grum et al., 1994). Estudios
previos de nuestro grupo han demostrado una mayor abundancia de la CPT1 en vacas con
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menor contenido hepético de Tg (Angeli et al., 2019a; Barcarolo et al., 2024). En el
presente estudio no se observaron diferencias entre tratamientos en la abundancia de
CPT1. Sin embargo, el incremento en la abundancia de ACOX1 en las vacas
suplementadas con AGPI -3 podria representar una adaptacién funcional que facilit6 la
metabolizaciéon de la mayor afluencia de NEFAs en este grupo de vacas y, en
consecuencia, evitd un aumento en la acumulacién de Tg en el parénquima hepatico
(Pinedo y Melendez, 2022). Diversos estudios han destacado la importancia de la
capacidad oxidativa -tanto mitocondrial como peroxisomal- para prevenir la acumulacién

de Tg en los hepatocitos (Pinedo et al., 2022; Li et al., 2022; Zhang et al. 2022).

Como se menciono en la introduccion del capitulo, luego de la B-oxidacion, el
acetil-CoA generado puede seguir dos destinos metabdlicos principales: su completa
oxidacion por fosforilaciéon oxidativa o su conversién a cuerpos cetonicos. En este
sentido, la mayor abundancia de HMG-CoA sintasa (enzima limitante de la cetogénesis)
en el grupo de vacas O-3 sugiere un incremento en la capacidad cetogénica hepética (Rico
y Barrientos-Blanco, 2024). La tasa de cetogénesis depende en gran medida del flujo de
sustratos oxidables hacia el higado (Rico y Barrientos-Blanco, 2024). Por lo tanto, el
aumento observado en la abundancia de HMG-CoA sintasa podria explicarse por la
mayor disponibilidad de NEFAs y su captaciéon hepdtica. Esta via estd regulada
indirectamente por el estado lipolitico sistémico. En no rumiantes, la actividad de esta
enzima se ve influenciada por hormonas, siendo inhibida por la insulina y estimulada por
el glucagdn a nivel transcripcional (Rico y Barrientos-Blanco, 2024). Sin embargo, su
regulacién en rumiantes ha sido menos estudiada y los efectos del glucagén sobre la
lip6lisis parecerian ser menos evidentes, mientras que la insulina desempefiaria un papel
predominante (She et al., 1999). En consecuencia, el glucagén podria tener un impacto
limitado en la cetogénesis, mientras que la insulina probablemente ejerza una mayor
influencia, especialmente considerando la resistencia a la insulina comunmente
evidenciada durante el periparto (Angeli ef al., 2021b). Ademads, la cetogénesis no solo
evita la acumulacion de acetil-CoA cuando la oxidacion hepatica alcanza su limite, sino
que también asegura la disponibilidad de energia a través de los cuerpos cetonicos. Por
lo tanto, el incremento en la abundancia de HMG-CoA sintasa en las vacas suplementadas
con AGPI ®-3 no necesariamente indica un desbalance metabdlico, sino una respuesta
homeorrética destinada a preservar glucosa para funciones prioritarias, como la sintesis

de lactosa en la gldndula mamaria (Lean, 2020; Rico y Barrientos-Blanco, 2024).
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Complementariamente, la menor abundancia de DGAT]1 observada en las vacas
del tratamiento O-3, sugiere una reduccién en la sintesis de Tg hepaticos. Resultados
similares se han descripto en modelos murinos (Xu et al, 2015) y en cultivos de
hepatocitos (Berge et al., 1999), donde la suplementacién con EPA y DHA promovi6 la
oxidacion lipidica e inhibi6 la accion de la DGAT1, como asi también en estudios in vivo
como el de Greco et al. (2015), quienes reportaron una menor acumulaciéon de Tg
hepaticos en vacas suplementadas con AGPI »-3. Este mecanismo adquiere particular
relevancia en bovinos debido a su limitada capacidad de sintesis de VLDL, especialmente
durante el PT, cuando la lipomovilizacién es intensa, incrementando el riesgo de

esteatosis hepatica (Andjeli¢ ef al., 2022; Arshad y Santos, 2022).

En conjunto, estos resultados reflejan una reorientacién metabdlica del higado
hacia la oxidacion de AG y una menor sintesis de Tg en las vacas suplementadas con
AGPI o-3. Este patrén podria atribuirse a la mayor abundancia del receptor nuclear
PPARa detectada en este grupo de vacas. Dicho receptor actia como un regulador
maestro de genes involucrados en la B-oxidacién y su activacién es inducida por los
AGPI, especialmente EPA y DHA, reconocidos agonistas naturales de PPARa (Zdniga
et al., 2011). En sintonia con los resultados observados in vivo en el presente trabajo,
estudios in vitro con lineas celulares bovinas han mostrado un aumento en la expresion
génica de este receptor tras la exposicion a AGPI ®-3 (MacLaren et al., 2006; Abou-
Rjeileh et al., 2025). Aunque la funcion de PPARa esté bien caracterizada en modelos no
rumiantes (Varga et al., 2011; Bougarne et al., 2018), su rol en bovinos ha sido menos
explorado. En este sentido, estudios previos de nuestro grupo con vacas suplementadas
con minerales antioxidantes y vitaminas no detectaron diferencias en la abundancia de
este receptor ni una asociacién con una mayor eficiencia reproductiva (Angeli et al.,
2019a; Barcarolo et al., 2024). Por lo tanto, este estudio constituye, hasta donde sabemos,
el primer reporte de un incremento en la abundancia hepatica de PPARa inducido por
suplementacion con un agonista natural, reforzando la hipotesis de que los AGPI ®-3
pueden modular el metabolismo hepatico mediante la activacién de rutas oxidativas

reguladas por este receptor.
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3. DISCUSION GENERAL.

El inicio de la lactancia constituye una de las etapas mds desafiantes para la vaca
lechera, debido al marcado desbalance energético y a la intensa reorganizacion
metabolica que exige la lactogénesis (Drackley, 1999; Sammad et al., 2022). Durante este
periodo, el higado adquiere un rol central al regular la disponibilidad energética y la
homeostasis de nutrientes, mientras multiples tejidos coordinan respuestas para
compensar el déficit nutricional. Este proceso, que incluye resistencia a la insulina,
catabolismo tisular y movilizacién de reservas, incrementa la vulnerabilidad a
enfermedades, con efectos negativos sobre la productividad, la fertilidad y longevidad del

rodeo (Pascottini et al., 2022).

En este contexto, los resultados obtenidos en esta tesis aportan evidencia
integradora sobre el impacto de la suplementacion dietaria con sales cdlcicas enriquecidas
en AGPI -3 como estrategia nutricional para favorecer la adaptacion metabdlica,
preservar la salud hepatica y mejorar la eficiencia reproductiva de las vacas lecheras. La
interpretacion conjunta de los hallazgos de ambos capitulos permite vincular de manera
coherente los efectos metabdlicos y endocrinos con las respuestas productivas y
reproductivas observadas, ofreciendo una comprension fisiolégica mas completa del

comportamiento de las vacas lecheras en el inicio de la lactancia.

El caracteristico BEN del inicio de la lactancia depende de distintos factores, entre
ellos, la capacidad de consumo, la produccion de leche y la CC de las vacas. En el presente
estudio, la suplementaciéon con AGPI ®-3 mejor6 la produccién de leche en nueve de las
catorce semanas analizadas y aument6 la produccién de proteina, sin afectar el consumo
total de MS, la ingestion de ENL, el PC y la CC. Este efecto favorable sobre la produccion
de leche coincide con resultados reportados previamente (Petit, 2002a, Gonthier et al.,
2005, Sinedino et al., 2017). La ausencia de efectos sobre el CMS podria explicarse por
el nivel moderado de suplementacién (< 3 % de la MS total) y por la adecuada proteccion
ruminal del producto utilizado (Rabiee et al., 2012; Weld y Armentano, 2017). Asi, los
resultados confirman que la inclusion de sales calcicas ricas en ®-3 representa una
alternativa segura para incrementar la densidad energética de la dieta sin alterar la funcién
ruminal (Relling y Reynolds, 2007). Adicionalmente, observamos una mayor eficiencia
de conversion medida como LEC por kg MS y por Mcal ENL consumida en el grupo de

vacas suplementadas con AGPI ®-3. Estas respuestas pueden ser explicadas por una
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mayor eficiencia de utilizacién de la energia consumida y una reduccién de la energia
necesaria para la sintesis de novo de AG por la glandula mamaria (dos Santos Neto et al.,
2022; Plata-Pérez et al., 2022). De hecho, observamos una modificacion del perfil de AG
en la GB, donde las vacas suplementadas presentaron una menor proporcion de AG
sintetizados de novo y un aumento de la concentracién de AG preformados provenientes
de la dieta, ademds de una reduccién del IA y un aumento de moléculas bioactivas como
el AV y el AR. Este efecto resulta de gran interés, ya que contribuye al desarrollo de
productos lacteos con mayor valor funcional y potencial beneficio para la salud de los
consumidores (Glasser et al., 2008; Mozaffarian y Wu, 2011).

Desde la perspectiva metabdlica, los resultados de esta tesis refuerzan la nocién
que los AGPI »-3 ejercen un efecto modulador sobre la funcién hepdtica y enddcrina de
las vacas lecheras en inicio de lactancia. Aunque las concentraciones plasmaticas de
glucosa, insulina e IGF-1 fueron similares entre los tratamientos, se observaron
variaciones en metabolitos como NEFAs y BHB. Las concentraciones de NEFAs
circulantes durante el inicio de lactancia suelen utilizarse como un indicador principal de
lip6lisis en respuesta al BEN (Ospina et al., 2013) y cuando la movilizacion del tejido
adiposo excede la capacidad oxidativa hepatica suele producirse higado graso, por
acumulacién de Tg, afectando la salud, la produccién y la reproduccién de las vacas
lecheras (Angeli et al., 2019; Arshad y Santos, 2022). En este sentido, la mayor
concentracion de NEFAs y la tendencia a un menor balance energético en el grupo O-3,
no se tradujo en una mayor acumulacion de Tg hepaticos, lo que podria indicar una mejor
adaptacién metabdlica, particularmente por una mayor capacidad para la oxidacién o
exportacion de los AG vehiculizados por medio de las VLDL, evitando su acumulacién
intracelular (Angeli et al., 2019a). La mayor expresion proteica de enzimas involucradas
en la B-oxidacion peroxisomal (ACOX1) y la menor abunadancia de enzimas de la
reesterificacion (DGAT1), sugieren un mecanismo adaptativo del tejido hepatico
estratégico para la utilizacion de los AG movilizados durante la lip6lisis (MacLaren et
al., 2006; Zuiiga et al., 2011; Bougarne et al., 2018). Estudios previos han demostrado
que el EPA y el DHA actiian como agonistas naturales de PPARa, promoviendo la
oxidacion de AG y reduciendo la lipogénesis (Angeli et al., 2019; Abou-Rjeileh et al.,
2025), lo que concuerda con la respuesta observada en este trabajo de tesis. Asimismo, la
mayor abundancia proteica de HMG-CoA sintasa en las vacas suplementadas sugiere un
incremento de la capacidad cetogénica en el tejido hepético (Pinedo et al., 2022; Rico y

Barrientos-Blanco, 2024). Esta respuesta podria interpretarse como una estrategia
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adaptativa frente al exceso de NEFAs movilizados durante el BEN, favoreciendo su
utilizacién como fuente de energia y previniendo la lipidosis hepatica (Bruinjé y Leblanc,
2025). En conjunto, los resultados sugieren que los AGPI -3 favorecen una reorientacién
metabolica hacia la oxidacion de lipidos, en consonancia con la activacion de PPARa
descripto en estudios previos en bovinos y no rumiantes (Varga et al., 2011; Angeli et al.,

2021b).

Por otro lado, los resultados de esta tesis mostraron una mejor respuesta
reproductiva en las vacas suplementadas con ®-3, lo que concuerda con las revisiones de
Moallem (2018), Lashkari et al. (2021) y Fabjanowska et al. (2023). Si bien la
suplementacion con sales calcicas de AGPI ®-3 no modificé significativamente
parametros estructurales ovaricos tales como el numero y tamafio de los foliculos o el
area luteal, se observé una tendencia a mayores concentraciones de progesterona
plasmatica y una mayor proporcion de vacas prefiadas a los 130 DEL. El efecto sobre la
progesterona podria atribuirse a la mayor concentracién plasmadtica de colesterol
observada en el grupo O-3, dado que este es el principal precursor para la sintesis de
progesterona en el cuerpo liteo (Sharma et al., 2020). Una mayor disponibilidad de
colesterol, asociada a la suplementacién lipidica, podria incrementar la capacidad
biosintética del tejido luteal sin necesidad de cambios en su tamafio aparente,
favoreciendo asi la proliferacion, supervivencia y viabilidad embrionaria. Por otro lado,
los AG »-3 compiten con el AA (0-6) por la COX-2, reduciendo la sintesis de PGF:a y
promoviendo la persistencia del CL, lo que contribuye a sostener concentraciones de
progesterona adecuadas durante la ventana critica de reconocimiento materno de la
gestacion (Thangavelu et al., 2007; Sinedino et al., 2017). Asimismo, se ha demostrado
que dietas enriquecidas con aceites de lino o pescado aumentan las concentraciones de
ALA, EPA y DHA en el fluido folicular, generando ovocitos mds competentes y mejorar
la sefal de reconocimiento materno de la gestacion a través de una mayor secrecion de
IFN-t y una menor liberacion de PGF.a endometrial (Moallem, 2018; Sharma et al.,
2020). En este marco, los hallazgos de la presente tesis refuerzan la hipétesis de que la
suplementacion con sales calcicas de AGPI ®-3 actuaria simultineamente sobre el
metabolismo energético y la funcién ovdrica (Bionaz et al., 2020; Fabjanowska et al.,
2023), contribuyendo a establecer un entorno metabodlico y enddcrino mas favorable para
la ovulacién efectiva, la funcidn luteal, la supervivencia embrionaria y, en definitiva, a

un mejor desempeiio reproductivo del rodeo (Carneiro et al., 2021). Aunque algunas de
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las variables estudiadas no alcanzaron significancia estadistica, probablemente debido al
tamaio reducido de los grupos experimentales (n = 18), la magnitud de los cambios y su

coherencia fisioldgica permiten considerar estos efectos como biolégicamente relevantes.

Finalmente, nuestros hallazgos integran la nutricién, el metabolismo y la
reproduccién de las vacas lecheras en inicio de lactancia, evidenciando la
interdependencia funcional entre la salud hepdtica y la eficiencia reproductiva. Las
respuestas productivas observadas, junto con los efectos metabdlicos y endocrinos
asociados, poseen una relevancia fisiologica significativa, ya que reflejan una mejor
adaptacion metabdlica durante el periparto y se traducen en una mayor cantidad de vacas
prefiadas durante la lactancia temprana. En conjunto, estos resultados amplian el
conocimiento sobre el rol de los AGPI en la fisiologia bovina, consolidando su valor como
compuestos nutracéuticos y como herramientas dentro de la nutricién de precision
orientada a mejorar la eficiencia, la salud y la sostenibilidad de los sistemas lecheros

(Lopreiatto et al., 2020; Fabjanowska et al., 2023).
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4. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran que la suplementacién con sales
calcicas enriquecidas en AGPI ®-3 constituye una estrategia nutricional eficaz para
favorecer la adaptacion de las vacas al inicio de lactancia. En un contexto fisioldgico
caracterizado por una intensa movilizacién lipidica y un elevado riesgo de desbalances
energéticos, el suministro de fuentes lipidicas protegidas conteniendo AGPI esenciales
demostré favorecer una respuesta metabdlica mds equilibrada, sostenida por un
funcionamiento hepatico mas eficiente, que se tradujo en mejor desempefio productivo y

reproductivo.

En este trabajo se confirma que la combinacién de AG como ALA, EPA y DHA,
actia modulando rutas metabdlicas claves a través de la activacion del PPARa y otros
factores transcripcionales relacionados con la B-oxidacion. Este efecto se tradujo en una
mayor capacidad de oxidacion de AG, reduciendo asi el riesgo de lipidosis y mejorando
la eficiencia energética global del animal. Tales respuestas reflejan una mejora en la
homeostasis hepdtica, que constituye un factor determinante para el rendimiento y la salud
durante el PT. La evidencia generada refuerza, ademas, la importancia del higado como
organo integrador del metabolismo energético y la reproduccién, especialmente bajo

condiciones de alta exigencia metabdlica.

En el &mbito reproductivo, la suplementacion con AGPI -3 promovié una mejor
respuesta reproductiva y un perfil luteal mds estable, asociado a mayores concentraciones
plasméticas de progesterona. Este efecto sugiere que los AGPI »-3 no solo influyen sobre
el metabolismo energético, sino que también regulan la comunicacién endocrina entre el
higado, los ovarios y el tutero, mejorando la calidad del ambiente uterino y la

supervivencia embrionaria.

De esta forma, los AGPI ®-3 actuarian como verdaderos moduladores
fisiolégicos, capaces de sincronizar los procesos metabdlicos y reproductivos que
determinan la eficiencia del ciclo productivo. En términos productivos, la ausencia de
efectos sobre el CMS y la respuesta favorable sobre la produccion, confirma el uso de
sales calcicas enriquecidas en ®-3 como una herramienta nutricional en un contexto de
altos desafios fisioldgicos. La modificacion del perfil de AG en la leche, con un

incremento la proporcién de moléculas bioactivas, la reduccién del IA y de la relacion o-
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6:0-3, representa un valor agregado para la industria lactea, al generar productos con
mayor calidad nutricional y potencial beneficio para la salud humana, posicionando la
suplementacién con AGPI ®-3 como una estrategia de diferenciaciéon funcional en

sistemas lecheros modernos.

Los resultados de este trabajo respaldan el uso de suplementos lipidicos
insaturados protegidos de la biohidrogenacion ruminal como una herramienta nutricional
estratégica dentro de programas de nutriciéon de precision, capaces de responder a las
demandas contemporaneas de sustentabilidad, eficiencia y bienestar animal mediante la
promocion de la salud sistémica y la longevidad productiva de las vacas lecheras. En este
sentido, la evidencia generada en esta tesis demuestra que la suplementacién con sales
calcicas enriquecidas en AGPI ®-3 constituye una alternativa de alto valor fisiolégico y
tecnologico para la nutricion de vacas en transicion, dada su capacidad para modular de
manera simultidnea la funcion hepética, el metabolismo energético y la actividad ovérica.
No obstante, el uso de este suplemento, aunque promisorio, plantea la necesidad de
futuras investigaciones que incluyan ensayos de dosis-respuesta y el desarrollo de
tecnologias de proteccion mas eficientes que aseguren una mayor llegada de AG ®-3 al
duodeno, permitiendo asi optimizar la dosis efectiva y maximizar su impacto fisiolégico.
De este modo, los resultados aqui presentados no solo amplian la comprension cientifica
sobre el rol de los lipidos funcionales en la fisiologia bovina, sino que también ofrecen
un aporte tangible para el disefio de sistemas lecheros mads eficientes, resilientes y

sostenibles, en consonancia con los desafios de la produccion animal del siglo XXI.
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INTRODUCCION

La inclusion de grasa en las raciones de vacas lecheras presenta considerables ventajas
derivadas de su alta densidad energética, por lo que son ideales para suplir el déficit
energético de principios de la lactancia, aumentar la eficiencia de utilizacién de la energia y
mejorar el cociente lipogénico: glucogénico. Sin embargo estos beneficios pueden verse
contrarrestados por los efectos depresores de los lipidos sobre la fermentacion ruminal
(Ferguson et al., 1990) con consecuencias sobre la digestidon de la fraccion fibrosa.

OBJETIVOS

Evaluar el impacto del agregado de un suplemento graso (SG) sobre la digestion de la fraccion
fibrosa en un sistema de digestion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Durante el estudio se empled una muestra de SG suministrada por el fabricante y se utilizaron
como sustratos heno (muestra patron N° 52/18) y silaje de planta entera de maiz (muestra
PROMEFA N° M 052).

Evaluaciéon del impacto del agregado del suplemento graso sobre la digestion de la
materia seca y de la fibra
Con el propésito de evaluar el impacto del SG sobre la digestion ruminal se realizé una

evaluacion in vitro de acuerdo con un arreglo factorial de fuente de forraje (heno o silaje) y
suplemento (con o sin SG; Tabla 1). Los forrajes y el SG fueron pesados por separado y
agregados en forma independiente a los vasos de fermentacion.

Tabla 1. Arreglo experimental de factores

Fuente de forraje Suplemento graso (SG)

Sin Con'
Heno X X
Silaje X X
Sin Sustrato No X

' El suplemento fue agregado a razén de 3% (g SG / 100 g materia tal cual).

Analisis fisicoquimicos
Los ingredientes (heno vy silaje) se caracterizaron por el contenido de materia seca (MS) y
Cenizas (AOAC, 1984), proteina bruta (PB, N total x 6,25; método Kjeldahl AOAC, 1984) en

un equipo Pro-Nitro® (J. P. Selecta, Barcelona, Espafa) y el extracto etéreo (EE) por Soxhlet
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(AOAC, 1990). Las fracciones de fibra insoluble en detergente neutro (aFDNmo, con alfa-
amilasa y libre de cenizas) se determinaron de acuerdo con Van Soest et al. (1991) con un
equipo ANKOM® (modelo 220) y acido (FDAmo, libre de cenizas.

El contenido de cenizas del SG se caracterizé segun AOAC (2015).

Digestibilidad in vitro

Preparacion de animales como donantes de licor ruminal
Los animales donantes fueron acostumbrados a una dieta estandar de heno y grano (60/70:
40/30) durante aprox. una semana previa a la coleccién del licor ruminal.

Incubacion in vitro
La incubacion in vitro se realiz6 en frascos de ca. 120 ml incubandolos en un bafo termostatico
a 39°C durante 48 y 72 horas (manteniendo la relacion sustrato/inéculo de la técnica original
de Theodorou). La técnica aplicada permiti6 determinar simultaneamente la digestibilidad
verdadera in vitro (ivDVMS; Goering y Van Soest, 1970), y la produccién de gas (PG).

La ivDVMS y de la FDN (DFDN) de los sustratos se determin6 a las 48 horas de
incubacion a partir de la recuperacion de los residuos no digeridos en bolsas filtrantes ANKOM
F57. Para la determinacién de la cinética de digestidn se registro la presidon en cada unidad a
las 3, 6, 9, 12, 24, 30, 36, 48 y 72 h de incubacién empleando un transductor de presion tipo
443 A (Bailey y Mackey Ltd., Birmingham, Gran Bretafa) conectado a un panel digital (Data
Track, Christchurch, Gran Bretana).

Los registros de presion y volumen registrados sobre el 30% de las botellas incubadas
se emplearon para ajustar una curva de calibracién para la PG en funcion de la presion. A
partir de los resultados de PG estimados para cada horario, se calculé la PG acumulada bruta
(PGAB) y posteriormente se corrigié por la PGAB de los blancos y por la masa incubada para
calcular la PG acumulada neta (PGAN, ml g' MS). A partir de los valores de PGAN se
calcularon las tasas horarias de produccién de gas (THPG, ml g' MS h). En simultdneo con
las muestras se corrieron muestras patrén para monitorear el desarrollo de la fermentacién, y
se verifico el pH (potenciometro Corning Ltd, Halstead, Essex, UK) final en la solucion del licor
ruminal.

Andlisis estadisticos
Los resultados fueron analizados de acuerdo con un diseiio en bloques completos

aleatorizados (3 blogues por mezcla de licores ruminales). Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando P=<0.05).
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RESULTADOS

La composicion de los ingredientes utilizados en el ensayo se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién quimica de los ingredientes expresados en g kg! materia seca (salvo
Materia seca que se expresé en g kg'' materia himeda, MH)

Numero de muestra 2 22-167 22-169 22-168
Detorminaciones Sl dePimiacniers  tera  Sale cicices
Materia seca, g kg™' MH 898 917 1006
Cenizas 68.37 94.7 247
Proteina bruta 66,1 54,5
Extracto etéreo 18,4 8,6 702%
aFDNmo 546 742
FDAmo 301 434
Lignina en detergente acido 31t 111

“aFDNmo, fibra insoluble en detergente neutro libre de cenizas y con alfa amilasa; FDAmo, fibra insoluble en
detergente acido libre de cenizas.

T Determinado en PROMEFA

*Basado en el resultado LF/22/0159

La ivDVMS para el SG arroj6 un valor medio de 917 g kg”' MS (S= 19; Coef. Var= 2%)
y su agregado sobre los forrajes testeados no produjo efectos directos o interacciones
detectables (Tabla 3). Los forrajes utilizados como sustrato difirieron en la ivDVMS y en la
DFDN, pero no se detectaron diferencias en la fibra detergente neutro digestible (FDNd, g
FDN g MS).

Las diferencias entre los patrones de PGAN entre heno y silaje se presentan en la
Figura 2, donde no se aprecio efectos del agregado del SG. El analisis de los pardmetros de
la cinética de la PGAN no encontré diferencias en los parametros “a” y B asociadas con los
sustratos o con el agregado de SG; pero mostré que la tasa de produccién de gas media del
Silaje fue superior a la del Heno (respectivamente 0,05 y 0,02 h™").

El silaje de planta entera de maiz mostré un pulso de PGAN durante las primeras 12 h
de incubacidn significativamente mayor que la del heno como probable respuesta a la mayor
disponibilidad de sustancias rapidamente fermentables (Figura 2).
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Tabla 3. Valores medios estimados para digestibilidad verdadera in vitro de la materia seca
(ivDVMS), la FDN digestible (FDNd) y la digestibilidad de la FDN (DFDN).

Variable Heno' Silaje EE? p-valores?®

Sin SG Con SG Sin SG Con CG Bq F SG FxSG
ivDVMS, g kg" MS 529 537 722 728 3,74 0,026 <0,0001 0,10 0,76
FDNd, g kg MS 271 279 268 274 3,74 0,026 0,34 0,10 0,76
DFDN, g kg" FDN 365 376 491 502 5,16 0,020 <0,0001 0,09 0,97
Parametros del modelo PGAN=a + B x (1 -e™®)
a,mlg’ -12 -9 -10 -17 1.7 0.08 0.16 0.28 0.06
B, mlg 180 201 212 228 17.9 0.82 0.19 0.38 0.89
c, h 0.02 0.02 0.05 0.05 0.004 0.19 0.0007 047 0.83

1 Sin SG, sin suplemento graso; Con SG, con suplemento graso

2 Error estandar

3Bq, bloque; F, Tipo de forraje (Heno vs. Silaje); SG, Suplemento Graso (sin o con SG).

250
HSG

= = Heno

200

- o= Si|

SSG

60 70 80

Horas de incubacion

s
20150
£
=2
§1oo
50
0
0 10 20 30 40 50
Horas de incubacién
Tratamiento 3 6 9 12
Heno 3 9 16 24
Heno + Suplemento graso 3 10 16 23
Silaje (Sil) 18 48 71 94
Silaje + Suplemento graso (SSG) 11 38 61 84

24 30 36 48 72
54 71 84 102 122
52 68 80 98 118
136 157 170 185 198
131 152 166 184 201

Figura 1. Produccion de gas acumulada neta (PGAN, ml g-' materia seca) de heno solo (Heno)
o con suplemento graso (HSG), y de silaje de maiz sélo (Sil) o con suplemento graso

(SSG).



CISNA - Centro de investigacion y servicios en nutricién animal

Catedra de Nutricion Animal
Facultad de Agronomia

ClI S NA Universidad de Buenos Aires

THPGAN (ml/g MS/h)
(o)}

0 10 20 30 40 50 60
Hora de incubacion

HSG e= == Sil

e= = Heno SSG

Figura 2. Tasa horaria de produccion de gas acumulada neta (THPGAN)

CONCLUSIONES

Se puede concluir que el agregado del SG a razén de un 3 g SG (tal cual) 100 g-' sustrato
(base seca) no produjo modificaciones sobre la digestiéon de la MS o de la FDN de las muestras
de heno y silaje.
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