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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue estudiar los efectos de un aditivo a base de
fitoquimicos (con polifenoles, curcuminoides, piperina y transcinamaldehidos)
suministrado desde 30 dias preparto hasta 60 dias posparto, sobre la
involucioén uterina, reinicio de ciclicidad ovarica, produccion de leche, estado
corporal y parametros de salud. Para ello se emplearon 60 vacas de la raza
Holstein, de las cuales 24 fueron primiparas y 36 multiparas. Treinta dias
previo a la fecha probable de parto fueron asignadas al azar a uno de tres
tratamientos: Monensina (n=20), Fitoquimicos (n=20) y Control (n=20). El
preparto se llevd a cabo en un galpén, con un sistema de cama caliente o
compost barn, siendo los animales alimentados con TMR. Luego del parto,
pasaron a un régimen de alimentacion mixta, con acceso al pastoreo y
alimentacion dentro del galpon antes mencionado. Los tratamientos fueron
suministrados desde los 30 dias antes de la fecha probable de parto hasta los
60 dias posparto. Segun la fecha de parto se evalud la evolucion del puerperio
examinando a los animales entre los 5 a 10 dias postparto (dpp) y entorno a los
21 dpp y 40 dpp. Semanalmente se evaluo el estado corporal. Muestras de
sangre fueron obtenidas dos veces por semana, para determinar
concentraciones de calcio y fésforo sanguineo. Diariamente se midio la
produccion de leche individual y semanalmente se obtuvieron muestras de
leche para determinar su composicion. En este trabajo no se pudo demostrar
un efecto benéfico de los aditivos utilizados en los parametros evaluados. El
Gnico parametro que mostré una tendencia fue el de la involucion uterina, dado
gue el grupo con Fitoguimicos tendié a presentar una involucion uterina mas
lenta (p=0,06) con relacién a los demas tratamientos. Considerando que no se
encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros
reproductivos, productivos y de salud estudiados, no se puede descartar la
mezcla de Fitoquimicos como un posible sustituto de la Monensina.



SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the effects of an additive with
phytochemicals (containing polyphenols, curcuminoids, piperine, and trans-
cinnamaldehydes) administered from 30 days prepartum to 60 days postpartum
on uterine involution, resumption of ovarian activity, milk yield, body condition,
and health parameters. Sixty Holstein cows were used, of which 24 were
primiparous and 36 multiparous. Thirty days before the expected calving date,
they were randomly assigned to one of three treatments: Monensin (n=20),
Phytochemicals (n=20), and Control (n=20). The prepartum period was
conducted in a compost barn and the animals were fed with TMR. After calving
they transitioned to a mixed feeding regime, with access to grazing and feeding
within the same barn. Treatments were provided from 30 days before the
expected calving date until 60 days postpartum. According to the calving date,
the puerperium evolution was evaluated by examining the animals between 5
and 10 days postpartum (dpp), around 21 dpp and 40 dpp. The body condition
was assessed weekly. Blood samples were taken twice a week to determine
blood calcium and phosphorus concentrations. Individual milk yield was
measured daily and weekly milk samples were taken to determine its
composition. This study could not demonstrate a beneficial effect of the
additives used on the evaluated parameters. The only parameter that showed a
trend was uterine involution, as the Phytochemicals group tended to have
slower uterine involution (p=0.06) compared to the other treatments.
Considering that no significant differences were found in any of the
reproductive, productive, and health parameters evaluated, the Phytochemicals
mix cannot be discarded as a possible substitute for Monensin.



1. INTRODUCCION

El periodo de transicion definido como el periodo entre las tres semanas
previas al parto y las tres semanas posteriores (Drackley,1999), es un
momento critico para la vaca lechera. Durante el mismo la vaca disminuye el
consumo de materia seca (CMS) y sufre un notable aumento en los
requerimientos energéticos fundamentalmente debido al acelerado crecimiento
fetal en el Ultimo tercio de gestacion y al aumento de la produccién de leche
postparto. Como resultado de esta combinacion el animal inexorablemente
experimenta un balance energético negativo (BEN) (Arévalos, Duchens,
Meléndez y Pinedo, 2019).

Como repuesta adaptativa al BEN ocurre lipomovilizacion de las reservas
corporales y un aumento en la concentracién sanguinea de acidos grasos no
esterificados (NEFA, por sus siglas en inglés), los cuales seran en gran medida
metabolizados a nivel hepatico dando lugar a la formacion de cuerpos
ceténicos (betahidroxibutirato, acetoacetato, acetona). A través de este
mecanismo la vaca obtiene los sustratos energéticos necesarios para sostener
la alta produccion lechera posparto (Arévalos et al., 2019).

Cuando la vaca no es capaz de adaptarse, el BEN se profundiza y prolonga.
Esto se manifiesta en el organismo con un aumento en las concentraciones de
cuerpos cetonicos en sangre por sobre los valores normales para el periodo.
Esto repercute reproductiva, productiva y sanitariamente en el animal (Baeck,
2012).

Un moderado a severo BEN, con pérdida de estado corporal en el postparto
temprano, prolonga el puerperio. Ademas, el aumento de cuerpos ceténicos en
sangre esta asociado a una disminucién de la inmunidad y consecuentemente
una mayor susceptibilidad a presentar enfermedades infecciosas posparto
(Bretschneider, 2009).

Las enfermedades reproductivas mas comunes que pueden presentarse
durante el puerperio son retencion de membranas fetales (RMF) e infecciones
uterinas como metritis puerperal, endometritis subclinica y clinica (Moreira y
Patifio, 2008). Estas enfermedades uterinas estan asociadas con un menor
porcentaje de concepcion (%C), con un mayor intervalo parto primer servicio
(IP1°S) e intervalo parto concepcion (IPC) y con aumento en el porcentaje de
vacas de descarte producto de una deficiente performance reproductiva
(Sheldon et al., 2006). Ademas, en este periodo las enfermedades metabdlicas
son de suma importancia, siendo las méas frecuentes la hipocalcemia y la
cetosis tanto en sus formas clinicas como subclinicas (Mulligan y Doherty,
2008). Es asi como los trastornos del puerperio tomados en conjunto, alcanzan
una gran importancia econdémica ya que cursan con una disminucion de la
produccion e inciden desfavorablemente sobre la fertilidad (Moreira y Patifio,
2008).

En consideracion de lo sefalado anteriormente, lograr una adecuada
adaptacion de la vaca durante el periodo de transicion tanto desde el punto de
vista metabdlico como digestivo, es de suma importancia para el futuro
productivo y reproductivo del animal, siendo la nutricion una de las bases
fundamentales para lograrlo con éxito.



En este contexto el uso de aditivos en las raciones de vacas en transicion
surge como una herramienta nutricional que permite una mejor adaptacion del
animal a este periodo (Sepulveda y Wittwer, 2017). Dentro de ellos se
encuentra la monensina, antibiético ionéforo que en términos generales es
capaz de mejorar el funcionamiento del rumen, haciendo que los procesos
sean energéticamente mas eficientes y permitiendo un mejor aprovechamiento
de los nutrientes. Esto se traduce en mejoras en la ganancia de peso y
produccion de leche, parametros reproductivos y en el estado sanitario de los
animales (Bonifacino, 2012).

A pesar de los efectos benéficos de la monensina la creciente preocupacion
por el surgimiento de resistencia antimicrobiana (RAMS) y la mayor conciencia
de los consumidores al respecto, ha generado una presién social para eliminar
el uso de antibidticos en la alimentacion de animales para consumo humano
(Bonifacino, 2012) a un punto tal que en el afio 2006 su uso ha sido prohibido
como aditivo en la Union Europea (Calsamiglia et al., 2007). Es por ello que la
industria pecuaria esta constantemente en blsqueda de alternativas viables,
surgiendo los fitoquimicos como una opcion muy prometedora (Martinez,
Ortega, Herrera, Ramsy y Garza, 2015).

Los fitoquimicos son una amplia variedad de compuestos, que como su nombre
indica, tienen origen vegetal. Son metabolitos secundarios de las plantas
pudiendo cumplir la funcion de proteccion contra agentes estresantes abiodticos
y bidticos (Polin, Muro y Diaz, 2014). Como aditivos en alimentacion de
animales de produccion, los fitoquimicos han mostrado tener diversas
propiedades tales como: antimicrobianas, antioxidantes, antiparasitarias,
antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicoticas. También se ha descrito que
mejoran la conversién alimenticia, estimulan enzimas digestivas y dan mejor
sabor a los alimentos (Martinez et al., 2015). Dichos efectos se deben a las
propiedades quimicas que tienen sus componentes: fenoles, terpenoides,
aceites esenciales, alcaloides, leptinas y polipéptidos (Pereira et al., 2017). Los
tipos de componentes activos presentes en los distintos fitoquimicos y sus
mecanismos de accién son muy variados. A ello se agrega el hecho de que sus
efectos son pH y dieta dependientes y por lo tanto su utilizacion puede resultar
beneficiosa solo bajo condiciones especificas en determinado tipo de sistema
de produccion (Calsamiglia et al., 2007).

El objetivo de esta tesis fue estudiar los efectos de un aditivo a base de
fitoquimicos (con polifenoles, curcuminoides, piperina y transcinamaldehidos)
suministrado desde el preparto hasta los 60 dias posparto, sobre la involuciéon
uterina, reinicio de ciclicidad ovarica, produccion de leche, estado corporal y
parametros de salud.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracterizacion de los sistemas lecheros en Uruguay

En nuestro pais existen actualmente 3094 establecimientos lecheros, los
cuales presentan en su mayoria una extension de entre 50-500 hectéreas (67,7
%) ocupando una superficie total de 649 mil hectareas (Anuario estadistico
agropecuario 2023).

La mayoria de los tambos en Uruguay son sistemas de produccién mixtos de
base pastoril. La raza mas utilizada es el Holando americano y canadiense, que
representa el 79% del total del rodeo lechero (INALE, 2019).

El total de animales lecheros es de 682 mil cabezas, correspondiendo un 57%
de las mismas a la VM (vaca masa) dentro de las cuales un 76% se encuentran
en ordefie. La producciéon anual promedio de VM en el periodo 2021/2022 fue
de 5614 litros (Anuario estadistico agropecuario 2023).

Del total de la produccion lactea (2201 millones de litros) un 78,7% se remite a
planta (Anuario estadistico agropecuario 2023).

2.2. Vaca lechera durante el periodo de transicion

2.2.1. Transicién: Un periodo crucial

El periodo de transicion comprende la etapa que transcurre entre las 3
semanas previas al parto hasta las 3 semanas posteriores a este
(Drackley,1999). Durante este periodo la vaca debe pasar de una condicion
gestante y no lactante a una lactante y no gestante (Baeck, 2012), esto
significa para el animal sufrir drasticos cambios fisioldgicos y metabdlicos en un
periodo muy acotado de tiempo (Sepulveda y Wittwer, 2017).

Este periodo en la vida productiva de la vaca lechera es también un momento
de fuerte estrés, donde a los ya mencionados cambios metabdlicos se le deben
sumar el parto y los cambios de manejo, ambiente y alimentacion,
predisponiendo a la aparicion de enfermedades (Sepulveda y Wittwer, 2017)
tales como retencion de placenta, metritis y endometritis, hipocalcemia, cetosis,
, mastitis y desplazamiento de abomaso (Mulligan y Doherty, 2008) las cuales
afectan la performance productiva y reproductiva del animal. Es asi que las
infecciones uterinas estan asociadas con menores tasas de concepcion,
incrementos en el intervalo parto primer servicio y parto concepcion y a un
mayor descarte de animales (McNally, Crowe, Roche y Beltman, 2014). La
hipocalcemia se asocia con una mayor incidencia de las enfermedades antes
mencionadas, como también con una disminucion de la produccion lactea (1,1
a 2,9 kg/dia (Houe et al., 2001), con involuciones uterinas mas lentas y retraso
en la primera owulacion postparto (McNally et al., 2014; Radostits et al., 2007).

Por otro lado, la presentacion de cetosis clinica o subclinica en el posparto
también se vincula con un retraso en el reinicio de la actividad ovarica, debido a
una reduccion en el consumo de materia seca y al consecuente incremento en
el balance energético negativo (BEN) con pérdida de CC (Opsomer et al., 2000
; Radostits et al., 2007) como también con disminucion de la produccién lactea
y un mayor riesgo a otras enfermedades (Morales, Dotti, Fernandez, Cartaya y
Ruprechter, 2021; Radostits et al., 2007).
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Por lo tanto, de la capacidad que tenga la vaca para realizar, coordinar y
regular los cambios adaptativos que le exige el periodo de transicion,
dependera su futuro sanitario, productivo y reproductivo (Sepulveda y Wittwer,
2017).

2.2.2 Balance energético negativo (BEN)

El periodo de transicion se caracteriza por un aumento significativo de los
requerimientos de nutrientes, especialmente energia, aminoacidos, acidos
grasos y calcio. Esto es debido a que el animal en un periodo corto de tiempo
pasa de una fase metabdlicamente tranquila y con relativas pocas necesidades
nutricionales a una fase postparto, donde la glandula mamaria exige una
explosiva e intensa demanda de nutrientes (Gonzalez, 2007).

Se describe que durante el postparto la demanda de glucosa se triplica, la de
aminoacidos se duplica y la de acidos grasos y calcio puede ser hasta cinco
veces mas alta (Baeck, 2012). Este aumento de los requerimientos no es
acompafiado por un aumento en el consumo de materia seca, al contrario,
durante los ultimos dias de la gestacion se produce una gradual y marcada
disminucion en el consumo, llegando a ser en el periparto la mitad de lo que
consume una vaca en produccion (Baeck, 2012).

Luego del parto, el consumo se recupera lenta y gradualmente, no siendo
posible satisfacer la gran demanda de nutrientes, especialmente energia, que
impone la alta produccion de leche al inicio de la lactancia. Como consecuencia
la vaca lechera entra naturalmente en un balance energético negativo, el cual
es maximo (NADIR) entorno a las 2 semanas postparto (Baeck, 2012).

Es importante mencionar que, en los sistemas de produccion de leche
pastoriles, como son la mayoria en el Uruguay, las vacas deben contar ademas
con energia para cubrir las cuatro caminatas diarias, desde el potrero a la sala
de ordefie y viceversa (Meikle et al., 2010).

Para hacer frente al balance energético negativo el animal debera echar mano
a sus reservas corporales, principalmente tejido adiposo e incluso, si es
necesario tejido muscular (Sepulveda y Wittwer, 2017). Para esto cuenta con
un complejo mecanismo endocrino que inwolucra a varias hormonas vy
metabolitos como la somatotropina (GH), sus receptores, los factores de
crecimiento tipo insulina (IGF-1), insulina, leptina y hormonas tiroideas (Meikle
et al., 2004). Estas hormonas se encargan de favorecer y regular cambios
metabdlicos, tales como un aumento en la tasa de gluconeogénesis hepética y
la movilizacion de tejido adiposo y de proteinas corporales en menor medida
(Bell, 1995).

Se ha demostrado que un BEN prolongado en el tiempo genera demoras en el
reinicio normal de la actividad ovarica, ya que inhibe completamente la
frecuencia de pulsos de LH, demorando Ila primera owlacion vy
consecuentemente el periodo de puerperio (Butler, 2000).

Para atenuar el BEN y por tanto sus efectos negativos, se recomienda que el
animal llegue al momento del parto con un EC de 3-3,25 segun la escala de
estado corporal de Edmonson et al., (1989) y que durante la lactancia este no
disminuya a menos de 2,5 puntos de EC, es decir que se encuentre dentro de
lo que Chagas et al., (2007) considera “un perfil de estado corporal ideal’.

12



2.3. Puerperio

El puerperio se define como el periodo de tiempo comprendido entre el parto
hasta la completa involucion uterina y la restauracion de la capacidad
reproductiva. Durante el mismo tiene lugar la expulsion de las membranas
fetales (periodo de secundinizacion), el retorno de los 6rganos reproductivos al
estado no gravido (periodo de involucién uterina) y la reanudacion del ciclo
ovarico (Elli,2005; Grunert,1990).

La involucion uterina implica cambios del tracto reproductivo que consisten en
una reduccion del tamafio y peso del Utero, el cual debe wvolver a sus
dimensiones y posicion pre gestacional, como también la reconstitucion de su
mucosa endometrial. Esta descripto que el Utero y el cérvix se encogen rapida
e inmediatamente después del parto (Sheldon,2004). Una reduccién del 50%
ocurre para el diametro y el peso uterino en 5 dias, y para la longitud entorno a
los 10-15 dias postparto (Utero totalmente abarcable a la palpacion transrectal)
(Ostrowski et al., 1987; Grunert, 1990). En cuanto al proceso de regeneracion
del endometrio, este es completado superficialmente a los 25 dias postparto sin
embargo las capas profundas no estaran reparadas por completo hasta las 6 a
8 semanas postparto (Sheldon, 2004). Se considera una involucion uterina
completa cuando por medio de la palpacion rectal se encuentra el Utero
posicionado en la cavidad pélvica, con ambos cuernos de un diametro similar
(simeétricos) (Kamimura, Oui, Takahashi y Sukamoto ,1993), con dimensiones
cercanas a las de pre gestacion y que ademas presentan un tono y
consistencia normal (Elmetwally, 2018). En cuanto al tiempo en que se logra
esta involucion, segun Dai et al., (2023), quienes evaluaron un total de 10000
animales (primiparas y multiparas) de la raza Holstein por medio de
ultrasonografia, esta culminaria entorno a los 25 dias postparto tanto para
primiparas como para multiparas. Mientras que para otros autores como
Morrow et al., (1966), Miettinen (1990) y Risco, Drost, Thatcher, Sawvio, y
Thatcher (1994), quienes emplearon en sus estudios la técnica de palpacion
rectal, hay mayores diferencias en los dias en los que ocurre una completa
involucién uterina, tal como se observa en la tabla 1. Para Okano y Tomizuka
(1987), esto se debe al caracter subjetivo propio de la palpacién rectal y las
diferentes valoraciones que puede tener cada examinador.

La involucion uterina y el reinicio de la actividad ovarica postparto son procesos
que se sobreponen en el ganado bovino (Grunert,1990). A medida que el Utero
involuciona, el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario reanuda la secrecion ciclica de
hormonas gonadotroficas/gonadales, conduciendo a la primera owulacion
postparto y a ciclos estrales regulares. En el puerperio normal estos eventos
ocurren dentro de las 42-63 dias postparto en vacas lecheras de alta
produccion (Peter, Vos y Ambrose., 2009), sin embargo, puede verse retrasado
cuando hay patologias que afectan los 6rganos genitales o hay un déficit
energético (Grunert,1990).
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Tabla 1. Duracion de la involucidn uterina en vacas.

Autores Duracién de la involucién uterina
(dias)

Morrow et al., 1966 18-25

Miettinen, 1990 21-29

Risco et al., 1994 40

2.4. Monensina como aditivo en dieta de los rumiantes

El uso de aditivos en la racion de vacas lecheras en transicién, es una
herramienta nutricional que tiene el técnico veterinario a su disposicion para
complementar un buen manejo alimenticio durante este periodo y de esta
forma mejorar la performance del animal (Sepulveda y Wittwer, 2017).

Entre los aditivos comunmente utilizados se puede nombrar a las sustancias
neoglucogénicas como son las sales de propionato (propionato de calcio o de
sodio) y el propilenglicol. También estan disponibles las sales anionicas,
sustancias buffer, aminoacidos protegidos como lisina y metionina, y sustancias
gue actian como moduladores de la fermentacion ruminal como son los
prebidticos, probidticos y antibidticos (Sepulveda y Wittwer, 2017). Dentro de
los antibidticos, los mas empleados son los ionéforos, principalmente la
monensina. Su mecanismo de accion consiste en alterar el pasaje de sodio a
través de la membrana celular, a favor de su gradiente eléctrico y en contra de
su gradiente homeostatico normal (Bonifacino, 2012). Esto provoca que la
Célula reasigne sus recursos energéticos, priorizando mantener el equilibrio
i6nico en vez de utilizarla para el crecimiento y reproduccién (Red de Seguridad
Alimentaria, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, RSA-
CONICET, 2018).

La monensina posee actividad anti-protozooaria fundamentalmente contra
Eimeria spp. y antibacteriana frente a Gram positivas abarcando los géneros
Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus y Streptococcus. Por otra parte, su
accion antibacteriana frente a Gram negativas es escasa, probablemente
debido a la conformacién de su pared bacteriana que impide el paso de
moléculas de gran tamafio (RSA-CONICET, 2018). A nivel ruminal se describe
que tiene un efecto modulador de la fermentacion (Bonifacino, 2012), ya que al
actuar sobre la poblacion de bacterias Gram positivas provoca un
desplazamiento del equilibrio hacia la poblacion Gram negativa (RSA-
CONICET, 2018). Esto se traduce en una disminucion de la produccion de
acetato, butirato, hidrogeno y &cido lactico, y un aumento de propionato,
principal precursor neoglucogénico de los rumiantes (Bonifacino, 2012).

A modo de sintesis se puede decir que la monensina utilizada como aditivo es
capaz de mejorar el funcionamiento del rumen, haciendo que los procesos
sean energéticamente mas eficientes y permitiendo ademas un mejor
aprovechamiento de los nutrientes (Bonifacino, 2012). En la vaca en transicion
esto se traduce en un mejor balance energético, la disminucion de indicadores
de movilizacién de reservas corporales (acidos grasos no esterificados, [3-
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hidroxibutirato, acetoacetato), un incremento de la produccion de leche junto a
una reduccion del CMS, lo que significa una mejor eficiencia de conversion
alimenticia y una menor presentacion de casos de cetosis, desplazamiento de
abomaso y mastitis (Bretschneider, 2009).

Como antecedentes en los cuales se han podido apreciar las ventajas
productivas del empleo de la monensina como aditivo, se puede citar a
Gallardo et al., (2002) quienes en un estudio llevado a cabo en Argentina al
utilizar bolos ruminales de liberacion lenta de monensina a los 30 dias preparto
y a los 60 dias postparto en ganado Holando con partos de otofio y bajo un
sistema pastoril con dieta PMR, obtuvo diferencias productivas (p<0,001)
respecto a animales sin aditivo del orden de 1,05 L/vaca/dia. En esa misma
linea McGuffey, Richardson y Wilkinson (2001), en un articulo de revision sobre
el empleo de monensina en pre mezcla como aditivo para la dieta de vacas
lecheras promediando los resultados obtenidos en diversos estudios,
mencionan una mejoria en la produccion del orden de los 1,3 kg/vaca/dia.

Ademas, se han descripto efectos positivos en el adelanto de la pubertad en
vaquillonas, ya que a nivel hipotalamico el propionato estimula la liberacion de
Factores Liberadores de Gonadotrofinas, hormonas que a su vez estimulan a
nivel hipofisario la liberacion de la hormona luteinizante (LH por sus siglas en
inglés), lo que lleva a la aparicion de ciclos sexuales (Bonifacino, 2012).

A pesar de los ya descritos multiples efectos benéficos de la monensina, la
creciente preocupacion por el surgimiento de resistencia antimicrobiana
(RAMSs) y la mayor conciencia de los consumidores al respecto, ha generado
presion social para eliminar el uso de antibidticos en la alimentacion de
animales para consumo humano (Bonifacino, 2012), siendo la tendencia
mundial que afio a afio aparezcan nuevas regulaciones que limiten su uso.
Como antecedente se puede citar que en enero del 2006 la Union Europea hizo
efectivo el Articulo N° 11 del Reglamento 1831/2003 sobre aditivos en
alimentacion animal, con el que se prohibe el uso de antibiéticos como
promotores de crecimiento en nutricion animal (Unién Europea, 2003).En esa
misma linea, a nivel nacional, el Decreto N° 98/011 del 2 de marzo de 2011
establece la prohibicion de la importacion, fabricaciéon, comercializacién y uso
de alimentos para animales de las especies bovina y ovina, que contengan
antibioticos con la finalidad de promover el crecimiento (MGAP,2015).

Es en este contexto que surge la necesidad de evaluar sustitutos a la
monensina, siendo los fitoquimicos una alternativa muy prometedora.

2.5. Fitoquimicos

Los fitoquimicos son mezclas complejas de metabolitos secundarios que como
su nombre indica, tienen un origen vegetal y cubren un amplio espectro de
efectos farmacolégicos mostrando diversas propiedades bioldgicas (Garcia et
al., 2010).

Habiendo sido descriptas hasta el momento mas de 250000 especies, las
plantas en si mismas representan una gigantesca biodiversidad, a lo cual se
suma la gran variedad de metabolitos presentes en cada una de ellas de los
cuales solo una pequefia fraccion ha sido caracterizada. Se estima que en
torno a 100000 metabolitos secundarios de plantas o productos naturales han
sido identificados (Terryn et al., 2006). Por lo que existe un sinnimero de
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fitoquimicos, sin embargo, por el momento solo han sido evaluados en
promedio 70 de estos con sus principios activos correspondientes, a los que se
les atribuye la potencialidad de modificar la fermentacion ruminal y/o mitigar la
produccion de metano (Polin et al., 2014).

Como aditivos en alimentacion de animales de produccion los fitoquimicos han
mostrado tener diversas propiedades tales como: antimicrobianas,
antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiarreicas y antimicéticas.
También se ha descripto que incrementan la palatabilidad de los alimentos,
estimulan la actiidad de enzimas digestivas y presentan propiedades
moduladoras de la fermentacién ruminal haciendo en algunas situaciones mas
aprovechables los nutrientes de los alimentos, con lo que mejora la eficiencia
de produccion de leche y de carne en bovinos (Martinez et al., 2015). Dichos
efectos se deben a las propiedades quimicas que tienen sus componentes:
fenoles, terpenoides, alcaloides, leptinas y polipéptidos (Pereira et al., 2017).

Dentro de los fitoquimicos se pueden encontrar distintos principios activos, los
cuales pueden ser clasificados dentro de dos grandes grupos quimicos;
terpenoides (principalmente monoterpenoides (C10) y sesquiterpenoides (C15))
y fenilpropanoides (C20). Estos dos grupos se originan de diferentes
precursores del metabolismo primario y son sintetizados por vias metabdlicas
diferentes en las plantas (Polin et al., 2014). Los terpenoides representan el
grupo mas cuantioso y diverso, habiendo sido descriptos en torno a 15000
compuestos diferentes. Por otro lado, los fenilpropanoides derivan
principalmente de la fenilalanina, un aminoacido aromatico sintetizado por la
via metabdlica del &cido shikimico, via que es funcional Unicamente en
microorganismos Yy plantas (Barrientos, 2013).

Las funciones de estos metabolitos secundarios para la planta son variadas
siendo la principal la de brindarle proteccién tanto contra agentes estresantes
bidticos y abidticos, y a su vez favorecer en muchos casos la atraccion de otros
organismos y de esa manera estimular la polinizacion y dispersion de sus
semillas (Polin et al., 2014).

En su amplia mayoria los fitoquimicos se componen de un principio activo
dominante y en menor cantidad de otros de caracteristicas similares (Polin et
al., 2014). Se ha constatado que sus mecanismos de accion son mas eficaces
en bacterias Gram+, en las cuales actian directamente con los componentes
hidrofébicos de la membrana celular, aunque esto puede variar en funcién del
principio activo presente y del tamafio del mismo (Polin et al., 2014). Ello
conlleva a inestabilidad de membrana dando como resultado fuga de iones,
ocasionando una disminucion del gradiente ionico transmembrana y la muerte
de los microorganismos. En muchos casos las bacterias son capaces de
contrarrestar estos efectos mediante el empleo de bombas idnicas, pero dicho
mecanismo requiere de mucha energia con lo cual el crecimiento bacteriano se
enlentece. Por lo que, en el contexto de un flujo continuo a nivel ruminal, un
cambio en las tasas de crecimiento de las poblaciones bacterianas da como
resultado cambios en el perfil de fermentacion (Barrientos, 2013; Polin et al.,
2014; Chavez et al., 2021). Otros efectos antimicrobianos son mediante la
coagulacion de componentes de membrana, segun se cree fundamentalmente
mediante desnaturalizacion de proteinas y enzimas (Polin et al.,2014; Chavez
et al., 2021).
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En sintesis, como Macheboeuf et al. indicaron en el afio 2007, los fitoquimicos
pueden ser utilizadas como herramientas para manipular la fermentacion
ruminal y reducir la degradacion de las proteinas a dicho nivel sin efectos
adversos en el metabolismo energético. Sin embargo, el rango de dosis entre
concentraciones que resulten beneficiosas o contraproducentes, es estrecho.

A su vez hay que tener presente que el efecto que pueden llegar a ejercer los
fitoquimicos sobre la concentracion total de AGV esta intimamente relacionado
con el tipo de dieta (Polin et al., 2014). Ademas, se ha observado que cuando
el pH es bajo algunos AE tienen mayor impacto en la produccion de AGV,
producto de que en un ambiente con un pH levemente acido los AE se
encuentran en su forma no disociada y por ende en forma hidrofébica, lo cual
posibilita una mejor interaccién con las distintas membranas microbianas y
consecuentemente un mayor impacto de su acciéon sobre las mismas con lo
que se modifica la poblacion ruminal y con ello la proporcion y produccion de
AGV (Poalin et al., 2014). Ademas, la cantidad y proporcion de AGV producidos
van a estar influidos por el perfil de principios activos contenidos en el o los
fitoquimicos empleados (Polin et al., 2014).

En sintesis, la meticulosa seleccion y combinacion de los fitoquimicos a
emplear puede proveer una herramienta de un incalculable valor para la
manipulacion de la microbiota ruminal y con ello sus productos de
fermentacion, puesto que pueden actuar a diferentes niveles tanto en las vias
de degradacion de carbohidratos, como de proteinas. Sin embargo, un largo
camino queda por recorrer puesto que investigaciones adicionales son
indispensables para establecer las dosis optimas in vivo en unidades del
componente activo teniendo en consideracion que pueden los efectos ser
beneficiosos solo bajo condiciones y sistemas de produccion especificos
(Calsamiglia et al., 2007).

2.5.1 Polifenoles, transcinamaldehidos, curcuminoides y piperina

Los polifenoles comprenden un amplio rango de sustancias no energéticas
presentes en los alimentos de origen vegetal. Dentro de los polifenoles los
flavonoides constituyen el subgrupo mas abundante. Se caracterizan por tener
uno o varios anillos fendlicos y grupos carboxilos y oxidrilos libres. Esta
estructura quimica les permite capturar radicales libres y generar el radical
flavinico, mucho menos reactivo, otorgandole a estas sustancias propiedades
biolégicas antioxidantes y antinflamatorias (Quifiones et al., 2012). Se atribuye
ademas a la mayoria de compuestos fendlicos, propiedades antimicrobianas,
actuando como desacopladores de la membrana celular externa y provocando
como consecuencia un gasto de ATP intracelular hasta el punto de provocar la
muerte celular (Cardozo, 2005).

North et al., (2019), realizaron una revision bibliografica sobre trabajos que
abordaran el uso de flavonoides como suplementos en la dieta de ganado de
carne y sus efectos sobre la ganancia de peso y conversion de alimento. La
conclusién de este trabajo fue que los compuestos flavonoides tienen un efecto
beneficioso sobre esos parametros en animales sometidos a condiciones de
estrés, como por ejemplo estrés calérico 0 que cursan con enfermedades
inflamatorias como acidosis. A su vez, al igual que Calsamiglia et al., (2007),
los autores sefialan que en términos generales el efecto de estas sustancias
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varia mucho dependiendo de la dosis y si el suplemento incluye uno o varios
compuestos fenolicos, los que podrian interactuar negativamente entre si.

Respecto a los transcinamaldehidos, principal compuesto bioactivo de la
canela, esta descripto que reducen la peptidolisis y desaminacion de los
aminoacidos en el rumen, por lo que son utiles para modular la degradacion
proteica ruminal. También se los asocia con una mayor ingestion de alimento y
consecuente mayor produccion lactea (Carro et al., 2014). Chaves et al., (2008)
han indicado que el cinnamaldehido ha producido alteraciones en el
metabolismo ruminal de nitr6geno, incrementado los niveles de propionato y
disminuyendo la produccién de metano y acetato. Estos mismos autores
encontraron que mayores ganancias diarias de peso pueden ser obtenidas
cuando se afiade como aditivo cinnamaldehido a una dieta a base de cebada
en una concentraciéon de 200 mg/kg de MS. A dicho incremento se lo asocia
con un aumento de la proporcién de propionato a nivel ruminal.

En cuanto a los curcuminoides, estos son compuestos fendlicos presentes en
altas cantidades en los rizomas de distintas especies del género Curcuma. Los
principales  curcuminoides  son  curcumina,  dimetoxicurcumina Yy
bisdimetoxicurcumina (Akter et al., 2017). Se sabe que la curcumina posee
varias propiedades farmacologicas tales como actividad antifingica dosis
dependiente, actividad  antiinflamatoria, antibacteriana,  antioxidante,
antidiabética, propiedades en la curacion de heridas y anticancerigenas (Akter
et al.,, 2017; Talib et al., 2020). A su vez, se ha demostrado su influencia en la
modulacién de funciones linfocitomediadas, puesto que en animales tratados
con curcumina se han registrado aumentos en el nimero de linfocitos T CD4(+)
y B (Ali et al., 2006). Ademas, resulta de gran interés el hecho de que su
biodisponibilidad puede ser mejorada con la administracion conjunta de
piperina. EI mecanismo por el cual esto sucede aun no ha sido dilucidado en
detalle (Ali et al., 2006; Talib et al., 2020), pero su accionar ocasiona un
aumento de la absorcion y reduccion de la metabolizacién de la curcumina,
pudiendo lograr aumentar su biodisponibilidad en un 200% (Alves, 2021).

La piperina (1-piperoil piperidine) es una amida presente en diversas especies
de pimienta (Piper sp.). Se ha comprobado que esta amida aumenta la
biodisponibilidad de algunos farmacos inhibiendo su biotransformacion a nivel
hepatico e intestinal (Cardoso et al., 2009). Ademas, posee propiedades
antipiréticas, analgésicas, antiparasitarias, antiinflamatorias, antioxidantes,
anticarcinogénicas, inmunomoduladoras, entre otras (Cardoso et al., 2009). Se
ha registrado que la administracion de piperina en pollos ha contribuido en un
aumento del numero de leucocitos totales promoviendo una elevacion del titulo
de anticuerpos circulantes y con ello de la respuesta inmune humoral (da Silva
et al., 2009).
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3. HIPOTESIS

El uso de fitoquimicos en reemplazo a la monensina tendra efectos benéficos
sobre la produccion de leche, salud y reproduccion de las vacas lecheras
cuando son utilizados desde el preparto y en lactancia temprana.

4. OBJETIVO GENERAL

El objetivo de esta tesis fue estudiar los efectos de un aditivo a base de
fitoquimicos (con polifenoles, curcuminoides, piperina y transcinamaldehidos)
suministrado desde 30 dias preparto hasta 60 dias posparto, sobre la
involucién uterina, reinicio de ciclicidad ovérica, produccion de leche, estado
corporal y parametros de salud.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar la involucion uterina posparto a los 5-10, 21y 40 dias posparto.
Estudiar la incidencia de metritis y endometritis.

Evaluar el reinicio de ciclicidad ovéarica postparto a los 21 y 40 dias
postparto.

Evaluar la produccion de la leche hasta los 60 dias posparto.

Evaluar la evolucion del estado corporal hasta los 60 dias posparto.
Evaluar la incidencia de hipocalcemia y cetosis (clinicas y subclinicas).
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6. MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en la Plataforma Experimental de Lecheria de la
Estacion Experimental Dr. Mario A. Cassinoni (EEMAC), ubicada en el
departamento de Paysandu, km 363 de la Ruta 3. El proyecto fue aprobado por
la Comisién de ética en el uso de animales de la Facultad de Agronomia (ID.
1330, Exp. 020300-000055-22).

6.1 Diseflo experimental y tratamientos

Se utilizaron en el experimento 60 vacas de la raza Holstein, de las cuales 24
fueron primiparas y 36 multiparas. Las vacas fueron blogueadas antes del
inicio del experimento de acuerdo con el nimero de lactancia, fecha probable
de parto, peso vivo y estado corporal utilizando la escala de 1-5 (Edmonson et
al., 1989).

Treinta dias previo a la fecha probable de parto fueron asignadas al azar a uno
de tres tratamientos (Fig.1). Los tratamientos fueron: Monensina (Rojo):
suplementado con monensina a razén de 300 mg/vaca/dia (n=20), Fitoquimicos
(Azul): suplementado con complejos bioactivos de plantas (CBP) a base de
transcinamaldehidos (hasta 1000 ppm), polifenoles (hasta 450 ppm),
curcuminoides totales (hasta 280 ppm) y piperina (hasta 15 ppm) a razon de 50
x 10 3 mg/vaca/dia (producto en desarrollo, no comercializado aun, empresa
CCPA, Francia), (n=20) y Control (Verde): sin aditivos (n=20). Tanto la
monensina como el derivado vegetal fue incorporado en la formulacion del
concentrado, por lo tanto, el ajuste de la dosis se realizaba teniendo en cuenta
la cantidad de kilos de concentrado que se les ofrecia a los animales. La dosis
final consumida por los animales durante todo el experimento fue de 45,7 x 10 3
mg/vaca/dia de Fitoquimicos y de 270 mg/vaca/dia de Monensina.

Preparto: 100% TMR Posparto: pastoreo + suplementacion
(PMR)

Control (sin aditivos) Control (sin aditivos)

- 30 dias Parto 60 dias

Figura 1. Esquema de los tratamientos realizados en el pre y posparto.
Monensina (300 mg/vaca/dia), Fitoquimicos (complejos bioactivos de plantas
(CBP) a base de transcinamaldehidos (hasta 1000 ppm), polifenoles (hasta 450
ppm), curcuminoides totales (hasta 280 ppm) y piperina (hasta 15 ppm) a razén
de 50 x 103 mg/vaca/dia, Control: sin aditivos.



Para identificar a los animales de cada tratamiento se coloc6 en la oreja
izquierda una caravana con el color correspondiente al tratamiento junto con la
de trazabilidad nacional y en la oreja derecha una caravana de color blanco con
el nimero de contralor interno del tambo.

El preparto se realizO en un galpdn que cuenta con un sistema de cama
caliente a base de aserrin de eucaliptus, chips de madera y cascara de arroz.
Dicha cama fue removida 2 veces al dia con un cincel (a las 5:00 y 17:00
horas). Ademas, el galpén contaba con ventilacién (natural y con ventiladores)
y aspersores sobre la linea de comederos para el enfriamiento de los animales.
Las vacas fueron alojadas en corrales con capacidad para 4 individuos, con un
area por animal de 13,5 m°de cama. El area de alimentacién adyacente fue de
6,2 m* con un piso de concreto y un comedero de hormigén de 3 metros de
largo compartido por los 4 animales. Cada corral dispuso de agua fresca ad
libitum.

En el preparto, estos animales fueron alimentados exclusivamente con una
racion totalmente mezclada, con una relacion concentrado/forraje de 30:70
(Tabla 2). Se trabaj6é con dietas anionicas en el preparto (DCAD: -140 meg/kg
MS) y su efecto se monitore6 midiendo el pH de orina, siendo ajustada hasta
lograr valores de pH entre 6,2 y 6,8 en el lote de vacas. En base al peso vivo
de vacas primiparas y multiparas, se ofrecio un total de 12,6 kg MS/dia 'y 15,4
kg MS/dia, respectivamente.

Tabla 2. Ingredientes de la racion total y parcialmente mezclada utilizada en el
pre y posparto.

Componente Racion totalmente Racion parcialmente
mezclada (preparto) mezclada (posparto)

Ensilaje de maiz (Kg MS¥*) 541 4,5

Paja de cebada (Kg MS) 4,39 --

Heno de alfalfa (Kg MS) -- 2,0

Concentrado (Kg MS) 4,17 8,08

Total ofrecido (Kg Ms) 13,96 14,58

*Kilos de Materia Seca (MS).

En el preparto el suministro de la racién totalmente mezclada se realizé en el
horario de la mafiana (8:00-9:00 horas). A su vez, diariamente, se cuantifico el
consumo de materia seca mediante la medicion de la oferta de comida y el
desperdicio de la misma, siendo el consumo de las vacas primiparas 11,5 kg
MS/dia y 14,0 kg MS/dia el de las multiparas.

Durante la paricion se hicieron guardias de partos durante las 24 horas del dia.
Posterior a cada parto se manejo la vaca y el ternero segun el siguiente criterio:
si la vaca paria entre las 10:00 h hasta las 22:00 h, ingresaba en el ordefie de
la mafiana y si ocurria entre las 22:00 h y las 10:00 h, ingresaba al ordefie de la
tarde, iniciando los ordefies a las 4:00 h y a las16:00 h, respectivamente. Las
vacas fueron pesadas al momento del aparte de su cria y luego ingresaban al
ordefie con sus compafieras ya paridas y pasaban a recibir la dieta posparto de
acuerdo al tratamiento asignado.
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La rutina de alimentacion de las vacas durante los primeros 60 dias postparto
fue la siguiente: una vez finalizado el ordefie de la mafiana ingresaban a
parcelas para un turno de pastoreo diario de 7:00 h a 14:00 h en praderas de
Alfalfa (Medicago sativa, 45% del tiempo de pastoreo), Festuca (Festuca
arundinacea, 24% del tiempo de pastoreo), Achicoria (Cichorium intybus, 15%
del tiempo de pastoreo) y verdeos de Avena (Avena sativa, 15% del tiempo de
pastoreo). Posterior al ordefie de la tarde y hasta el ordefie de la mafana
siguiente fueron alimentadas con racién parcialmente mezclada (PMR) con el
aditivo correspondiente en los corrales. Dicha racion tenia una relacion de
concentrado/forraje de 45:55 como lo muestra la Tabla 2, ofreciéndoles 13,2 kg
MS/vaca/dia y 15,3 kg MS/vaca/dia a primiparas y multiparas respectivamente.
En el periodo posparto, se midié diariamente para cada tratamiento y categoria
el consumo de materia seca mediante la diferencia entre la oferta de PMR en el
comedero y el desperdicio de la misma. En lo que respecta al consumo de
materia seca de pastura (kg de MS/vaca), el mismo se estimd a los 30 y 60
dias posparto como los kilogramos de pasto necesarios para proporcionar la
energia restante para satisfacer los requerimientos de energia neta de
lactacion (ENL) de las vacas que no provenian de la PMR. Las estimaciones
individuales del consumo de ENL se calcularon con base en los requerimientos
de las vacas, utilizando las ecuaciones de la Academia Nacional de Ciencia,
Ingenieria y Medicina (NASEM, 2021; Committee on Nutrient Requirements of
Dairy Cattle et al., 2021) para el ganado lechero.

El método de pastoreo utilizado fue un sistema rotativo en franjas mediante el
uso de cerco eléctrico. Se pastorearon franjas semanales y la asignacion de la
pastura fue regulada semanalmente en funcion de la disponibilidad de forraje,
siendo la asignacion objetivo de 30 kg de materia seca de pastura por animal,
para permitir que las vacas maximicen su consumo de pastura. La masa de
forraje disponible para determinar el tamafio apropiado de las parcelas fue
calculada semanalmente utilizando una técnica de doble muestreo adaptada de
Haydock and Shaw (1975). La misma consistio en clasificar regiones de la
parcela en estudio, en funcion de la altura y densidad del forraje, en grados 1, 2
y 3, representando el grado 1 los lugares con menor densidad y altura de
forraje. Una vez identificadas dichas regiones, se proseguia a tomar medidas
de altura cada 10 pasos (caminando en zig-zag por toda la extension de la
parcela) y colocar en ese lugar un cuadrado de 30x30 cm. El forraje que
quedaba contenido dentro del mismo se cortaba y almacenaba en bolsas
plasticas para ser pesadas en el laboratorio en base fresca con una balanza
electronica. Posteriormente las muestras eran secadas a 60°C durante 72 h
para determinar el contenido de materia seca. En funcion de los datos
obtenidos de los diferentes puntos de medicion de la parcela y peso del forraje
en base seca se realizaba un grafico de regresion lineal con el cual se
estimaba el forraje de la parcela en su conjunto. EI mismo método fue utilizado
para determinar el forraje remanente post pastoreo. Por otra parte,
semanalmente, en tres oportunidades, se tomaron muestras de la pastura
representativas del forraje ingerido por las vacas (3 vacas/tratamiento)
mediante una técnica manual adaptada de Coates y Penning (2000). Estas
muestras eran posteriormente secadas a 60°C por 72 h y analizadas para
determinar su composicién quimica.
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La composicion quimica de la racion totalmente mezclada, parcialmente
mezclada y de la pastura se presentan en las Tablas 3y 4.

Tabla 3. Composicion quimica de la racion totalmente mezclada y parcialmente
mezclada (en base seca) ofrecida a los grupos Control, Monensina y
Fitogquimicos en el preparto y los primeros 60 dias de lactacion.

Tratamientos preparto Tratamientos postparto

Monensina Fotoquimicos Control Monensina Fotoquimicos Control

Materia

Seca (%) 42.3 43,8 44 2 441 452 441
Materia
Orgéanica 91,6 90,1 91,5 90,8 90,9 90,4
(%)

Proteina

cruda (%) 13,5 13,3 13,1 14,7 14,4 14,4
Fibra
detergente 43,3 40,7 42.8 30,1 28,5 28 2
neutro (%)

Fibra
detergente 27,8 26,4 28,3 15,3 15,0 14,9
acido (%)

Tabla 4. Composicién quimica de las pasturas ofrecidas durante el postparto.

Componente Festuca Alfalfa 1 Achicoria  Alfalfa 2 Avena

Materia seca (%) 27+3,8 27,4+2,5 13,8+1,9 26,2+1,7 22,622
Materia organica (%MS) 88,3t0,8 90x0,2 84,6£0,7 89,7£0,7 88,1+0,2
Proteina cruda (%MS) 17,3+0,2 17,4+1,3 18,3+0,9 17,3+2,6 16,5+0,4

Fibra neutro detergente (%)  45,4+1,1 41,6+3,9 27,4+3,1  34,1+4,2 35,5+1,0

Fibra acido detergente (%) 25,4+0,2 24,3+1,3 18,6+01,7 22,0+2,3 21,7+0,8

Festuca: Festuca arundinacea; Alfalfa: Medicago sativa; Achicoria: Cichorium
intybus; Avena: Avena sativa.
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6.2 Mediciones

6.2.1 Involucion uterina y reinicio de ciclicidad ovéarica

Segun la fecha de parto se evalud la evolucion del puerperio examinando a los
animales entre los 5 y 10 dias postparto (dpp), a los 21 dpp y a los 40 dpp,
empleando las planillas que se muestran en Anexo (1 y 2). Esta revisacion se
realizd los dias miércoles de cada semana en funcién de los dias posparto de
cada animal.

A los animales de 5 a 10 dpp se evalué por palpacion rectal la posicion,
diametro y largo de cérvix, posicidén uterina, consistencia y presencia de
contenido en cuernos uterinos. A los 21 dpp se valoraron visualmente las
secreciones vaginales a través de vaginoscopia en base el score de mucus
vaginal de Williams et al. (2005) previa higienizacion de la zona perivulvar.
Ademas, entre vaca y vaca se procedio a la limpieza del vaginoscopio con una
solucion antiséptica. También se evalud la posicion, didmetro y largo de cérvix,
posicion uterina, simetria/asimetria de cuernos uterinos, consistencia y
presencia de contenido en cuernos uterinos y didmetro de cuerno uterino
gravido por medio de la técnica de palpacion rectal. A los 21 y 40 dpp se
evaluaron las estructuras ovaricas utilizando un ecoégrafo Aloka 500 con una
sonda lineal Aloka UST-5820-5. Aquellas vacas que tenian cuerpo luteo fueron
consideradas ciclando.

En caso de animales enfermos, se definieron los siguientes criterios para
determinar el diagndstico:

o Retencion de membranas fetales (RMF): se defini6 como un estado
patolégico en el cual no ocurre la expulsion de las membranas fetales
0 parte de ellas dentro de las 12-24 horas postparto (Moreira y
Patifio, 2008).

o Metritis puerperal: se define como un animal que dentro de los 21
dias postparto presenta un utero anormalmente agrandado, con
menor consistencia y descarga acuosa, fétida, de color marrén-rojizo
asociada con signos de enfermedad sistémica y fiebre mayor a 39.5
°C (Sheldon et al., 2006).

o Metritis clinica: se define como un animal que dentro de los 21 dias
postparto presenta un agrandamiento anormal del Utero y descarga
uterina purulenta, fétida, detectable en la vagina, sin presencia de
sintomatologia clinica sistémica (Sheldon et al., 2006).

o Endometritis clinica: se define como un animal que a partir de los 21

dias postparto presenta una descarga uterina purulenta (>50% de
pus) detectable en vagina o descargas mucopurulentas (50% pus,
50% moco) (Sheldon et al., 2006).

o Hipocalcemia subclinica: se considera como aquel animal cuyas
concentraciones de calcio sérico son < 2,14mmol/l y no presenta
sintomatologia clinica (Rodriguez, Aris 'y Bach., 2017).

o Hipocalcemia clinica: se considera como aquel animal cuyas
concentraciones de calcio sérico son inferiores a 1,5 mmol/l y
presenta sintomatologia clinica tipica (Rodriguez et al., 2017).
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o Cetosis subclinica: se considera como aquel animal cuyas
concentraciones de BHB en sangre son 21,4 mmol/l, sin la presencia
de signos clinicos (Suthar, Canelas-Raposo, Deniz y Heuwieser,
2013; Radostits et al., 2007).

o Cetosis clinica: se considera como aquel animal cuyas
concentraciones de BHB en sangre son > 2,5 mmol/l con presencia
de signos clinicos (Radostits et al., 2007).

o Inwvolucion uterina aceptable: se defini6 en este trabajo como aquel
animal que en la revision realizada a los 21 dias posparto presenta
un Utero en posicion pélica o péhico-abdominal (con gran
proporcion en la cavidad pélica), sin contenido liquido y simetria o
asimetria leve de cuernos uterinos.

6.2.2 Determinacion de estado corporal y peso vivo

Semanalmente se evalué con un Unico observador el estado corporal utilizando
la escala de 1-5 de Edmonson et al. (1989). El peso vivo fue registrado
mensualmente mediante balanza electronica, luego del ordefie de la mafana
(ayuno).

6.2.3 Determinacion de calcio y fésforo

Muestras de sangre fueran obtenidas dos veces por semana, posterior al
ordefie de la mafiana, desde la vena coccigea, usando una aguja por animal,
con tubos al vacio sin anticoagulante (VACUTTE® con gel acelerador, de 8
mL). A las muestras de sangre se las centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos, para luego proseguir con la extraccion de suero, el cual se almacend
en tubos eppendorf debidamente identificados con el niumero de la vaca y
fecha de obtencion de la muestra. Luego se congelaron a -20 °C para su
posterior procesamiento.

La concentracién de calcio y fosforo sanguineo fue determinada en el
Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal de la Facultad de
Veterinaria, utilizando un analizador automatico por espectrofotometria; BA200
(© Biosystems S.A. Barcelona, Spain) segun lo descrito por Ruprechter et al.
(2020). Los coeficientes de variacion inter-ensayos para ambas variables
fueron menores a 10 %, siendo para el calcio de 3% en el grupo control alto y
4% para el grupo control bajo. Mientras que para el fosforo de 8% en el grupo
control alto y 5% para el grupo control bajo.

6.2.4 Determinacion de la produccion lactea

Diariamente se midio la produccion de leche individual empleando un software
asociado a la maquina de ordefie (Dairyplan; GEA, Dusseldorf, Alemania).
Ademés, una vez por semana se obtuvieron muestras de leche las cuales
fueron remitidas al laboratorio COLAVECO para determinar el porcentaje de
grasa y proteinas mediante infrarrojo medio. Con esta informacién se calculo la
leche corregida por grasa al 4% (LCG) segun la siguiente férmula: LCG = litros
de leche *(0,4 + 0,15 *% de grasa).
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables vinculadas a la evaluacion de la involucion uterina fueron la
posicion del cérvix (pélvico, pélvico-abdominal, abdominal), la posicion de los
cuernos uterinos (pélvico, pélvico-abdominal, abdominal), el largo y diametro
del cérvix y el diametro del cuerno uterino gravido. Las variables referidas a la
posicion del cérvix y Utero se analizaron utilizando el test exacto de Fisher
(SAS University Edition®, version on-line, On demand), mientras que, para las
referidas a la medicién del cérvix y utero, se utilizd el modelo lineal
generalizado, procedimiento Glimmix de SAS, utilizando como efecto fijo el
tratamiento, el nUmero de lactancia, y su interaccion.

Para el andlisis de las variables reproductivas se excluyeron a los animales con
metritis, como también se excluyeron dos vacas que parieron mellizos de todo
el estudio.

La proporcion de vacas con cuerpo liteo a los 21 y 40 dpp (vacas ciclando), asi
como la incidencia de enfermedades en el posparto, se analizd por la prueba
de Fischer utilizando el programa mencionado anteriormente. La concentracion
de calcio y fésforo, la relacion Ca/P, el estado corporal y la produccién de leche
corregida por grasa al 4%, se analizd6 con un modelo lineal generalizado
Glimmix del SAS. En el modelo se incluyé como efecto fijo el tratamiento, el
periodo del experimento y el nimero de lactancia y la interaccion de estos
factores. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,05 y tendencia
cuando p > 0,05y < 0,1. Las medias se ajustaron por Tukey-Kramer.
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8. RESULTADOS

Respecto a los resultados de la involucion uterina posparto, en la Tabla 5 se
presentan los resultados de la ubicacién de los cuernos uterinos en la
evaluacion reproductiva realizada entre los dias 5 a 10 posparto. No se
encontraron diferencias entre los tratamientos en la frecuencia de las
posiciones uterinas (p=0,73).

Tabla 5. Frecuencia de la posiciéon de los cuernos uterinos a los 5 a 10 dias
posparto para las vacas de los tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

Tratamientos
Posicion (%) Monensina Fitoquimicos Control
Pélvico 5 5 0
Pélvico abdominal 40 50 61
Abdominal 55 45 39

En la Tabla 6 se presentan los resultados de la ubicacion del cérvix en la
evaluacion reproductiva realizada entre los dias 5 a 10 posparto. No se
encontraron diferencias entre los tratamientos en la frecuencia de las
posiciones de cérvix (p=0,91).

Tabla 6. Frecuencia de la posicion del cérvix a los 5 a 10 dias posparto para los
tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

Tratamientos
Posicién (%) Monensina Fitoquimicos Control
Pélvico 75 70 66,7
Pélico abdominal 25 30 27,8
Abdominal 0 0 5,6

En la Tabla 7 se presentan los resultados de diametro y largo de cérvix de la
evaluacion reproductiva realizada entre los dias 5 a 10 posparto.

Tabla 7. Didmetro y largo de cérvix a los 5 a 10 dias posparto para los
tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

Tratamientos
Variables Monensina Fitoquimicos Control
Didametro de cérvix (cm) 5,42+0,23 5,46+0,23 5,41+0,24
Largo de cérvix (cm) 9,3+0,41 9,56+0,4 9,44+0,42

No se encontraron diferencias entre los tratamientos en cuanto el diametro
(p=0,99) y largo de cérvix (p=0,90) a las 5-10 dpp.
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En la Tabla 8 se presentan los resultados de la ubicacion del Gtero en la
evaluacion reproductiva realizada a los 21 dias posparto. Hubo una tendencia
(p=0,06) a que las vacas del tratamiento de fitoquimicos tuvieran a los 21 dpp
uteros mas grandes que los otros tratamientos, evidenciado por la posicion en
gue se encontrd en la revisacion clinica.

Tabla 8. Frecuencia de la posicion del Gtero a los 21 dias posparto para los
tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

Tratamientos
Posicioén (%) Monensina Fitoquimicos Control
Pélvico 72 35 59
Pélvico abdominal 28 65 41

En cuanto a la ubicacion del cérvix en la evaluacion reproductiva realizada a los
21 dias posparto, el cien por ciento de los animales presentaron el cérvix en
cavidad péhica.

En cuanto a la simetria de los cuernos uterinos en la evaluacion reproductiva
realizada a los 21 dias posparto se encontré que 33+11% de las vacas que
recibieron la Monensina presentaron cuernos uterinos simeétricos mientras que
para el tratamiento suplementado con Fitoquimicos este valor fue de 29+11% al
igual que el grupo Control, no encontrandose diferencias significativas entre los
tratamientos en la frecuencia de simetria (P=0,97).

En la Tabla 9 se presentan los resultados de didmetro y largo de cérvix, y
diametro del cuerno uterino gravido de la evaluacion reproductiva realizada a
los 21 dias posparto. No se encontraron diferencias entre los tratamientos en
cuanto al didmetro (p=0,3) y largo de cérvix (p=0,2) y a diametro del cuerno
uterino gravido (p=0,48).

Tabla 9. Didmetro y largo de cérvix y diametro de cuerno uterino gravido a los
21 dias posparto para los tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

Tratamientos
Variables Monensina Fitoquimicos Control
Diametro de cérvix (cm) 3,69+0,13 3,92+0,12 3,65+0,3
Largo de cérvix (cm) 6,1+0,24 6,8+0,24 6,4+0,25
Diametro  cuerno  uterino 3,5%0,2 3,7+0,2 3,310,2

gravido (cm)

En cuanto a la incidencia de patologias reproductivas, en la evaluacion
realizada a los 5 a 10 dias posparto, se encontré una incidencia de metritis
clinica del 5%. Analizdndose por tratamiento, la misma fue de 9,5% en las
vacas suministradas con el aditivo Monensina, 0% en las vacas suplementadas
con Fitoquimicos y de 5,3% para el grupo Control, no encontrandose
diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,64). Un 75% de estos
animales desarroll6 endometritis clinica.
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En la evaluacion reproductiva realizada a los 21 dias posparto se encontré una
incidencia de endometritis clinica del 11,9%, incluyendo a los animales que
tuvieron metritis. Analizdndose por tratamiento, la misma fue de 0% para el
grupo con el aditvo Monensina, 10% en las vacas suplementadas con
Fitoguimicos y 25% para el grupo Control, no encontrdndose diferencias
significativas entre los tratamientos (p=0,058).

En la Fig. 2 se muestra el porcentaje de animales ciclando a los 21 y 40 dias
postparto segun tratamiento, no observandose diferencias significativas entre
ellos en ambos periodos (p=0,38).
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Figura 2. Porcentaje de animales ciclando a los 21 y 40 dias postparto para los
tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control.

En la Fig. 3 se ilustra el estado corporal durante el preparto y postparto segin
tratamiento.
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Figura 3. Evolucion del estado corporal durante el preparto y postparto para los
tratamientos Monensina, Fitoquimicos y Control (mediaterror de la media).

Al analizar el estado corporal a lo largo del experimento se observd una
tendencia del tratamiento (p=0,09), donde del grupo Monensina presentod
mayor puntaje que el grupo tratado con Fitoquimicos, siendo el EC para el
grupo con Monensina de 3,08 + 0,03, para el grupo con Fitoquimicos de
3,01+0,02, sin diferencias con el grupo control de 3,02+0,02 puntos. A su vez,
se encontré una tendencia al efecto de la interaccién entre tratamiento y
periodo sobre el estado corporal (p=0,07). Esto determind diferencias a los 6
dias previo al parto donde el grupo Monensina tendié a presentar mayor EC
que el grupo con Fitoquimicos y el grupo Control (EC de 3,34+0,05 vs
3,17+0,04 y 3,19+0,05, respectivamente). El nimero de lactancia, tendi6 a
afectar el EC (p=0,06), siendo que las vacas primiparas presentaron un EC de
3,06+0,02 y las multiparas 3,01+0,02. Por otra parte, el dia 21 posparto, las
vacas del grupo monensina tuvieron mayor EC que las vacas del grupo control
(3,01+£0,044 vs 2,87+0,043), sin diferencias con el restante grupo (2,96+0,04).

En la Figura 4 se presenta la produccion lactea presentada como leche
corregida por grasa al 4% (LCG) de los distintos tratamientos durante el
experimento. No hubo diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,21).
En promedio, a lo largo del experimento, la produccion lactea para el
tratamiento con Monensina fue de 30,15+0,95 L, para el tratamiento con
Fitoquimicos de 30,66+0,88 L y para el grupo Control de 28,3+0,99 L. No se
encontré interaccién entre tratamientos y semana de lactancia sobre la
produccion lactea (p=0,77). La produccion de leche estuvo afectada por la
semana posparto (p<0,0001), siendo las semanas 4, 5 y 7 las de maxima
produccion en comparacion con las semanas 1y 8.
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Figura 4. Evolucion de la produccion lactea corregida por grasa al 4% (LCG)
segun tratamiento Monensina, Fitoquimicos y Control (mediaterror de la
media) y semana de lactancia.

En la Fig. 5 se muestra la evolucion del calcio sérico a lo largo del experimento.
No se encontraron diferencias entre tratamientos (p=0,48). La concentracion de
Ca para el grupo con Monensina fue 2,0£0,017 mmol/L, para el grupo con
Fitoquimicos de 2,03 +0,016 mmol/L y para el grupo control de 2,02+0,016
mmol/L. No se encontr6 una interaccion entre tratamiento y periodo sobre la
concentracion de calcio sérico (p=0,89). Hubo efecto del nUmero de lactancia
sobre la concentracion de Ca, teniendo las vacas multiparas 1,99+0,01 mmol/L
y las primiparas 2,04+0.01 mmol/L. A su vez, el Ca estuvo afectado por el
periodo, ocurriendo diferencias en la concentracion entre el periodo -14 a -20
dias respecto al parto donde fue mayor (2,09+0,02 mmol/L) con relacién a la
concentracion registrada entre los dias 15 a 27 dias posparto (1,95+0,02
mmol/L).
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Figura 5. Evolucion de la concentracion de calcio sérico segun tratamiento
(Monensina, Fitoquimicos y Control, mediaterror de la media).

En la Fig. 6 se muestra la evolucion del fésforo sérico a lo largo del
experimento. No se encontraron diferencias entre tratamientos (p=0,37), siendo
los valores para el grupo con Monensina de 2,21+0,12 mmol/L, para el grupo
con Fitoguimicos de 2,16 +0,11 mmol/L y para grupo Control de 2,25+0,12
mmol/L. No se encontré una interaccion entre tratamiento y periodo sobre la
concentracion de fosforo sérico (p=0,79). También para el fosforo hubo una
tendencia del efecto del numero de lactancia (p=0,055), siendo las vacas

primiparas las que tuvieron mayor concentracion de fosforo (2,35+0,07 vs
2,07+£0,16 mmol/L).
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Figura 6. Evolucién de la concentracion de fésforo sérico segun tratamiento
(Monensina, Fitoquimicos y Control, mediaterror de la media).
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En la Fig. 7 se muestra la evolucion de la relacion calcio/fosforo sérico a lo
largo del experimento. No se encontraron diferencias entre tratamientos
(p=0,95), siendo los valores para el grupo con Monensina de 0,91 + 0,09, para
el grupo con Fitoquimicos de 0,94 + 0,087 y para grupo Control de 0,9 £+ 0,09
mmol/L. No se encontré una interaccion entre tratamiento y periodo sobre la
relacion calcio/fosforo sérico (p=0,99). Tampoco hubo efecto del niumero de
lactancia, ni del periodo de tiempo.
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Figura 7. Ewvolucién de la relacion calcio/fosforo sérico segun tratamiento
(Monensina, Fitoquimicos y Control, mediaterror de la media).

En cuanto a la incidencia de hipocalcemia subclinica, el cien por ciento de los
animales en estudio la presentaron.

Respecto a la incidencia de cetosis subclinica, los valores obtenidos para el
tratamiento con Monensina fueron de 22,2%, para el tratamiento con
Fitoquimicos de 19,1% y para el grupo Control de 17,8%, no encontrandose
diferencias significativas entre tratamientos (p=0,92).
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9. DISCUSION

En este trabajo no se pudo demostrar un efecto benéfico de los aditivos
utilizados, tanto de la monensina, como de los fitoquimicos dado que en los
parametros evaluados no se encontraron diferencias entre los tratamientos, con
excepcion de algun efecto en la involucion uterina a desarrollar mas adelante
en la discusion. De todos modos, los parametros estudiados permiten realizar
una evaluacion de la salud durante el periodo de transicion y sirven para ser
considerados en protocolos sanitarios para el monitoreo.

Con relacion a la evaluacion reproductiva realizada entre los 5-10 dpp y a los
21 dpp se puede mencionar que el método de trabajo utilizado, basado
principalmente en la evaluacién manual (palpacion rectal) y vaginoscopia,
permitié identificar las diferentes etapas del puerperio, asi como aquellos
animales que presentaron enfermedad reproductiva. La frecuencia de animales
con cérvix en posicion pélvica o pélvica-abdominal a los 5-10 dpp y en posicion
pélica a los 21 dpp, fue de 98 % y 100 % respectivamente (excluyendo del
andlisis a las vacas que presentaron metritis postparto). Estos valores se
encuentran dentro de lo reportado por Ostrowski et al., (1987) quien describio
que a los 14 dpp el cérvix debe encontrarse en cavidad péhica. El diametro del
cérvix también es utilizado como criterio para evaluar el grado de involucion
uterina y en este trabajo el valor promedio a los 5-10 dpp fue de 5,43 +0,23 cm
lo cual es similar a lo hallado por Morrow, Roberts, McEntee (1969), Okano y
Tamizuka (1986) y Lin et al., (2021). A los 21 dpp el diametro del cuerno uterino
gravido y del cérvix fueron similares, coincidiendo con lo descripto por
Cavestany, Geymonat y Sienra (1985) y Morrow et al., (1969). Ademas, los
valores obtenidos en este estudio para ambas variables son semejantes a los
mencionados por Sheldon (2004) y Lin et al, (2021) quienes emplearon
animales Holando en sus estudios, y Miettinen (1990) quien ademas de
animales Holando incluyé Finnish Ayrshire y Finncattle.

Otra variable utilizada para evaluar el progreso de la involucion uterina es la
posicion en que se encuentra el Utero a los 21 dpp. En este trabajo, el grupo de
vacas que consumié como aditivo la mezcla de fitoquimicos, presenté mayor
proporcion de vacas con Utero pélico abdominal en relacion a los otros dos
grupos (65% wvs 28% y 41%, para los grupos monensina y control
respectivamente. Este resultado seria indicativo de una involucion uterina mas
lenta para el grupo de fitoquimicos. Estos valores difieren de lo reportado por
Miettinen (1990), quien afirma que el tiempo requerido por el Utero para
alcanzar la cavidad pélvica es menor, reportando valores de 16,4 £ 2,5y 15,7 =
2,3 dias para primiparas y multiparas, respectivamente. Debe tenerse en
cuenta que dicho trabajo se realizdé con animales de diferentes razas lecheras y
bajo un sistema de confinamiento total.
También es importante mencionar que a los 21 dpp el 30,3% de los animales
presentaron los cuernos uterinos simétricos lo cual contrasta con el trabajo de
Balarezo, Garcia-Diaz, Hernandez-Barreto y Vargas-Hernandez (2018) quienes
hallaron un 73,3% de los animales con cuernos uterinos simétricos entre los
21-25 dpp. Puede que estas diferencias, estén vinculadas al hecho de que: el
100 % de los animales del presente estudio presentaron hipocalcemia
subclinica (McNally et al., 2014); el caracter subjetivo propio de la técnica de
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palpacion rectal (Okano y Tomizuka, 1987); como también los efectos
antinflamatorios descriptos para ciertos componentes de los fitoquimicos que
podrian ir en detrimento del proceso de involucion uterina (Cardoso et al.,
2009).

A pesar de las diferencias encontradas con otros estudios, la mayoria de los
parametros evaluados se encuentran comprendidos dentro de la definicion de
involucién uterina normal considerada en este trabajo, por lo que se puede
afirmar que tanto los animales del grupo con Monensina, como los del grupo
con Fitoquimicos y los del grupo Control, presentaron una correcta involucion
uterina (con excepcion de las 3 vacas que tuvieron metritis y se excluyeron del
andlisis). Cabe mencionar que, de los tres grupos, las vacas que consumieron
Fitoguimicos tendieron a presentar el Utero en posicién pélvico-abdominal en
mayor proporcién que los deméas animales a los 21 dpp (p=0,06), lo que como
se menciond anteriormente, podria estar asociado a las propiedades
antiinflamatorias de algunos principios activos presentes en estos (Cardoso et
al., 2009).

Con relacion a la hipocalcemia subclinica, si bien se suele asociar que vacas
con esta patologia tienden a presentar un retraso en la involucion uterina y una
mayor susceptibilidad a padecer otras enfermedades metabdlicas e infecciosas
(McNally et al., 2014), ello no se vio reflejado en el presente estudio y en
particular en este trabajo no se encontré una alta incidencia de enfermedades
postparto asociadas con estos bajos valores de calcemia.

Por otra parte, puede que la gran cantidad de animales con hipocalcemia
subclinica haya incidido en que no se apreciaran los efectos de los aditivos
empleados, ya que se desconoce si puede haber una interaccion negativa
entre esta condicién en los animales y los efectos de los fitoquimicos. Esta
descripto que estos pueden ser beneficiosos, contraproducentes o nulos, en
funcién del tipo de dieta con la que se suministren, la combinacién de principios
activos empleados, las concentraciones de los mismos, el tiempo y regularidad
con que se empleen y el sistema productivo (Calsamiglia et al., 2007).

En cuanto a la administracién de los distintos aditivos, ésta se inicid treinta
dias previo al parto, lo cual permitiria tener un periodo de adaptacion adecuado
para la microbiota y epitelio ruminal considerando el estudio de Dieho, Dijkstra,
Klop, Schonewille y Bannink (2016) quienes mediante la administracion de
concentrado desde los 28 dias preparto hasta el parto hallaron cambios
significativos en la pared ruminal en cuanto al aumento de la superficie de las
papilas ruminales en los primeros 20 dias preparto. Ademas, Fraga (2015) ha
determinado un periodo de adaptacion de la microbiota ruminal de 16 dias para
la evaluacion in vitro de distintas dietas. Cabe destacar que en la amplia
mayoria de trabajos en los que se evallo monensina como aditivo, como bien
se muestra en el articulo de metaanalisis llevado adelante por Duffield, Rabiee
y Lean (2008) Ilos periodos de adaptacion a los mismos fueron
mayoritariamente menores a 30 dias.

En cuanto al reinicio de la ciclicidad ovarica, el 42% de los animales se
encontraban ciclando a los 21 dpp lo cual es coincidente con lo hallado por
LeBlanc et al., (2002) quien describié que a los 20-26 dpp el 41,3% de los
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animales presenta cuerpo lateo. Mientras que a los 40 dpp solamente el 54,6%
de los animales se encontraban ciclando, no encontrandose diferencias
significativas entre tratamientos. Esto contrasta con otros trabajos en los cuales
también se manej6 el preparto con un buen plano alimenticio, pero que
obtuvieron un intervalo parto-primera owulacion mas acotado. Es asi que,
Cavestany, Vifoles, Crowec, La Manna y Mendoza, A. (2009), reportaron que
vacas multiparas suplementadas con un plano nutricional alto desde las 3
semanas preparto, bajo un sistema de base pastoril, tuvieron su primera
owulacion posparto a los 22,9 dias. En esta misma linea Adrien (2010) en un
sistema de base pastoril, con animales que 30 dias previo al parto presentaron
un EC similar al del presente experimento (EC= 3,44+0,07 para multiparas y
3,43+0,05 para primiparas), reportd una probabilidad de reinicio de ciclicidad
ovarica a los 30 dpp de un 70% y un 80% para primiparas y multiparas
respectivamente. Ademas, tanto sus animales como los de este trabajo
llegaron al parto con una condicion corporal dentro del rango de 3-3,25
considerado optimo por Roche et al., (2009) y Chagas et al., (2007). También
se destaca que, en el trabajo de esta tesis, no hubo pérdidas significativas (en
torno a 0,5 puntos de pérdida) entre el parto y los sesenta dias postparto,
encontrandose estos animales siempre dentro de lo considerado “un perfil de
estado corporal ideal’ por Chagas et al., (2007). Por lo anterior, considerando
gue el anestro posparto esta ligado al balance energético por la diferencia entre
los aportes de la dieta y los requerimientos energéticos para hacer frente a la
produccion lactea y mantenimiento (Butler et al., 1981; Beam y Butler, 1998), y
gue las diferencias con Adrien (2010) no residen en la evolucion del EC de los
animales desde el preparto temprano hasta los 60 dias postparto sino que
fundamentalmente en la produccion lactea (29,72 + 0,94 L vs 23+0,7 L para
primiparas y 27+0.7 L para multiparas), se cree que el retraso en el reinicio de
ciclicidad ovarica en el presente estudio podria atribuirse a una mayor
utilizacion de energia para sostener una mayor produccién lactea, lo cual
estaria actuando en detrimento de la performance reproductiva. Como también
podria estar relacionado a la hipocalcemia subclinica de nuestros animales,
considerando que Jonsson, Pepper, Daniel, McGowan y Fulkerson (1999)
mencionan una relacién entre esta condicion y un reinicio de ciclicidad ovarica
mas retrasado.

Siguiendo con el andlisis de la evolucion del EC, es importante mencionar que
en promedio a lo largo del trabajo se observd una tendencia del grupo
Monensina a presentar un EC mayor que el grupo tratado con Fitoquimicos
(p=0,09), esto podria deberse al probado efecto de la monensina en incidir en
gue los procesos ruminales sean energéticamente mas eficientes, mejorando el
balance  energético (McGuffey, Richardson y  Wilkinson, 2001;
Bretschneider,2009) mientras que los efectos de los Fitoquimicos dependen de
varios factores como se mencioné anteriormente.

En cuanto a la produccion lactea (LCG al 4%) llama la atencion el hecho de
gue no hubo diferencias entre los tratamientos en los primeros sesenta dias
postparto, siendo la misma de 29,72 + 0,94 L en promedio. Esto contrasta con
otros trabajos que evaluaron el uso de monensina como aditivo y encontraron
efectos positivos en su uso, tales como Gallardo et al., (2002) quien obtuvo
diferencias productivas respecto a animales sin aditivo del orden de 1,05
L/v/idia en vacas alimentadas bajo un sistema de PMR durante las primeras 20
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semanas de lactancia (26,6 L/v/dia vs 27,65 L/V/dia ) y McGuffey, Richardson y
Wilkinson (2001), quienes en un articulo de revision sobre el empleo de
monensina en pre mezcla mencionan una mejoria en la produccion del orden
de los 1,3 kg/v/d. Por lo que, si bien era esperable obtener una mayor
produccion lactea en el grupo Monensina con respecto al grupo Control
(30,15+0,95 L vs 28,3+0,99 L), el que no haya ocurrido podria deberse a lo
sefialado por McGuffey et al, (2001) quien indica que en muchos estudios de
respuesta a la monensina faltd la suficiente potencia estadistica como para
detectar diferencias en la produccion lactea. Por lo que, quizas extendiendo el
periodo del experimento o0 evaluando a un mayor namero de animales, se
podrian esperar ver esas diferencias productivas. Como también debe tenerse
en cuenta que existen estudios en los que tampoco se obtuvieron efectos
beneficiosos del tratamiento con monensina sobre parametros productivos o
reproductivos (Salar, Calisici, Bastan y Bastan, 2017). Pudiendo estas
diferencias entre resultados deberse a la heterogeneidad de las condiciones en
las que se llevan a cabo los estudios y a la influencia de numerosos factores
tales como la dieta, el manejo, o la genética, entre otros (Alcazar, Martinez,
Madrid, Larrosa y Hernandez, 2020).

Al analizar el Ca sérico, la totalidad de los animales presentaron durante todo el
estudio, valores de calcemia inferiores a 2,14 mmol/L, encontrandose por tanto
en hipocalcemia subclinica. A nivel nacional Bertinat (2022) obtuvo valores de
81 % de hipocalcemia subclinica realizando las mediciones dentro de las 72
horas postparto y utilizando un punto de corte de Ca menor a 2,14 mmol/L,
mientras que Cruz (2019) obtuvo una incidencia del 79 % empleando un punto
de corte de Ca menor a 2,1 mmol/L dentro de las 96 horas postparto. Dichos
valores son altos si se les compara con resultados internacionales, por ejemplo,
Roberts y Mc Dougall (2018) hallaron una prevalencia de 52,3 % y Venjakob,
Borchardt y Heuwieser (2017) de un 53%. Bertinat (2022) vincula estas
diferencias fundamentalmente a dietas preparto con altos niveles de P y K
mientras que Cruz (2019) hace mayor énfasis en la genética de los animales
empleados, Holstein de la linea Norteamericana, por lo cual relaciona la alta
produccion lactea del biotipo norteamericano con una mayor demanda de Ca
por la ubre como también postula que en su estudio la implementacion de sales
anionicas en la dieta preparto y la suplementacion con calcio en el postparto
quizas no fueron suficientes para alcanzar niveles mas elevados de calcemia.
Dado que en este trabajo no se encontraron diferencias en cuanto a la
concentracion de Ca sérico entre los grupos, se hipotetiza al igual que Bertinat
(2022) que el alto porcentaje de hipocalcemia pudo estar asociado a altos
porcentajes en relacion a la MS de P y K en la dieta preparto (0,31% de P y
1,31% de K vs 0,21% de P y 0,65% de K recomendado por NASEM, 2021).
Esta descripto que altos niveles de fésforo inhiben la conversion renal de 25-
hidroxivitamina D a 1,25-dihidroxivitamina D interfiriendo con el transporte
intestinal de Ca (Goff, 2008). Ademas, altas concentraciones de K interfieren
negativamente con la absorcién de Mg a nivel ruminal. La deficiencia de Mg,
afecta el metabolismo del Ca de dos maneras, por un lado, reduciendo la
secrecion de paratohormona (PTH) en respuesta a hipocalcemia y por otro
reduciendo la sensibilidad de los tejidos a la PTH y por tanto disminuyendo su
efecto cuya finalidad es el de elevar la calcemia (Goff, 2008).
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En cuanto a la relacion Ca/P se obtuvo una media general de 0,92, menor a lo
recomendado por Wittwer (2012) siendo lo ideal una relacion Ca/P mayor a1y
menor a 1,6. Esto se debe a los bajos niveles de calcemia de nuestros
animales, puesto que los niveles de P, con una media de 2,2 mmol/L, en todo
momento se encontraron dentro de los rangos de referencia (1,4 a 2,6 mmol/L)
(Goselink, Klop, Dijkstra, Bannink, 2015).

Respecto a la incidencia de enfermedades reproductivas postparto, se encontro
que un 5 % de los animales presenté metritis clinica a los 5-10 dpp, valor
inferior al 13,8% hallado por Giulodori et al., (2014) entre los 5-7 dpp, no
encontrandose diferencias entre tratamientos (p=0,64). Cabe mencionar que
las vacas que desarrollaron metritis presentaron gestacién mudltiple y una de
ellas desarrolld previamente retencion de placenta. Varios factores estan
involucrados en la incidencia de metritis posparto, siendo el parto de mellizos
un factor predisponente dado no solo por la mayor probabilidad de retencién de
membranas fetales, sino que también por una mayor incidencia de partos
prematuros. En cuanto a la incidencia de endometritis clinica a los 21 dpp, esta
fue del 11,9 % siendo dicho valor similar a lo hallado por Knutti, Kipfer y
Busato (2001) quienes examinaron 3276 vacas durante 6598 lactancias,
obteniendo una incidencia de endometritis clinica del 14,4%. Por otro lado,
LeBlanc et al., (2002) obtuvo un valor promedio de 16,9% examinando 27
rodeos (1865 animales en total) empleando un criterio mas abarcativo para
considerar endometritis, incluyendo animales con presencia de una descarga
uterina o de un diametro cervical mayor de 7,5 cm luego de 20 dias postparto o
con descarga mucopurulenta luego de 26 dias post parto. Cuando se analiza
por tratamiento, el grupo con Fitoquimicos y grupo Control tendieron a
presentar una mayor incidencia (0% grupo Monensina vs 10% grupo
Fitoquimicos vs 25% grupo Control) (p=0,06). Esto coincide con que los
animales del grupo con Fitoquimicos tendieron a presentar una involucién
uterina mas lenta (p=0,06) lo cual podria estar asociado a los efectos
antiinflamatorios de algunos principios activos de los fitoquimicos, como el caso
de la piperina (Cardoso et al., 2009) lo que podria interferir con los mecanismos
reguladores de reparacion de tejidos y recuperacion de la actividad y funcion
reproductiva del endometrio para lo cual las defensas inmunitarias,
principalmente la infiltracion de células polimorfonucleares, son necesarias ya
que cumplen la funcion de limpiar el tejido placentario residual y los
microorganismos infecciosos (Butler, Lucy y Garverick, 2014).Como también
podria haber una asociacion con el elevado porcentaje de hipocalcemia
subclinica (100% de los animales), condicion con la cual se desconoce si existe
alguna interaccion negativa.

En este estudio se obtuvo una incidencia de cetosis subclinica del 19%, lo cual
se encuentra dentro de los valores mencionados por Sepulveda y Wittwer
(2017) y Suthar et al., (2013), y si bien era esperable encontrar una menor
cantidad de animales con cetosis en el tratamiento con Monensina respecto al
grupo Control debido al conocido efecto de este aditivo sobre el metabolismo
energético, no se encontraron diferencias entre tratamientos. En esta linea
McGuffey et al., (2001) en su articulo de revisiéon afirma que un hallazgo comun
y consistente en los estudios que evaluaron el uso de monensina para
caracterizar su impacto en cuanto a cetosis subclinica, es la disminucion en las
concentraciones sanguineas de NEFA’'s y/o BHB, los cuales son metabolitos
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normalmente utilizados como indicadores de un balance energético negativo y
de la severidad de la cetosis.
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10. CONCLUSIONES

Todos los animales del experimento presentaron una correcta adaptacion al
periodo de transicion evidenciado en la evolucion de la produccion lactea, la
salud reproductiva y la evolucion del estado corporal. A su vez, los animales de
los tres grupos evaluados (Monensina, Fitoquimicos y grupo Control)
presentaron una involucion uterina normal.

El bajo reinicio de ciclicidad ovarica registrado a los 40 dpp podria explicarse
por la gran demanda de energia asociada a la elevada produccién lactea como
también a la alta incidencia de hipocalcemia subclinica en este trabajo.

Considerando que no se encontraron diferencias significativas en ninguno de
los pardmetros reproductivos, productivos y de salud evaluados entre los
distintos grupos del experimento, no se puede descartar la mezcla de
Fitoquimicos evaluada como un posible sustituto de la Monensina. Es
necesario considerar las otras variables analizadas en su conjunto, mas alla de
este trabajo de tesis, para determinar si este producto tiene efectos benéficos
sobre la alimentacion, eficiencia alimenticia, mitigacion en la produccion de
gases de efecto invernadero, etc.
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12. ANEXOS
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Anexo 1. Planilla de evaluacion reproductiva a los 5-10 dpp.
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Score mucus vaginal (21 dpp): 0= transparente/clar; 1= Mucis con escasa pus; 2= 50% con plg 3= > 50% con pus blance famarlio o sangulnolento
(willksms et al. 2005).

Anexo 2. Planilla de evaluacion reproductiva a los 21 — 40 dpp.
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