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Resumen del proyecto
Este proyecto buscé contribuir a identificar estrategias de intensificacién productiva para los sistemas de lecheros en

Uruguay, de manera que sean sostenibles, en términos de productividad, eficiencia y medio ambiente, y generen un
producto diferenciado en calidad. Es asi que se trabajé en dos plataformas experimentales con metodologia de “farmlets” -
de Facultad de Agronomia (EEMAC) e INIA-La Estanzuela, evaluando el impacto de la nutricién, el genotipo lechero, y el
ambiente productivo en las adaptaciones en el metabolismo energético hepdtico a lo largo de la lactancia y la calidad
nutricional de los productos ldcteos, haciendo foco en ambos casos en el metabolismo lipidico. Confirmamos, que el
deterioro de la funcién mitocondrial hepatica de las vacas lecheras durante la lactancia temprana se agrava mds en
estrategias de alimentacién con mayores proporciones en la dieta de pasto cosechado directamente (inclusién del
pastoreo vs. dietas totalmente mezcladas) asociado a un menor estatus metabdlico general. Por otra parte, en
comparacién con las vacas Holando norteamericanas, las neozelandesas adaptaron mejor, durante la lactancia, su
metabolismo hepdtico a estrategias de alimentacién con mayores proporciones de pasto cosechado directamente en la
dieta y las condiciones del ambiente productivo -infraestructura durante la suplementaciéon de vacas a pastoreo— tuvieron
un impacto mayor cuando las condiciones ambientales —temperatura y humedad- fueron menos favorables (olas de calor
en verano), observandose un metabolismo energético hepdtico mds comprometido en vacas a pastoreo suplementadas a
cielo abierto que en compost barn. Finalmente, mostramos que la leche contiene concentraciones micromolares de dcido
linoleico conjugado nitrado (NO2-cLA) enddgeno y que varia con el genotipo lechero y el momento de la lactancia; siendo los
NO2-cLA capaz de modular a nivel fisiolégico las respuestas metabdlicas, lo posiciona como un nutriente de alto interés
fisioldgico y nutracéutico, de importancia para la salud humana.

Ciencias Agricolas / Produccién Animal y Lecheria / Ciencia Animal y Lecheria (la biotecnologia animal va
en "Biotecnologia Agropecuaria®) / Produccién lechera

Palabras clave: higado graso / estrés oxidativo / nitrolipidos /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacidn.
Uruguay es un pais netamente exportador, se exporta mds del 70% de la leche producida y el volumen de las exportaciones

posiciona a Uruguay como el séptimo pais exportador mundial de leche (INALE, 2017), representando el mayor ingreso de
exportaciones por hectdrea en el sector agropecuario. Este perfil de nuestro pais, exportador y tomador de precios frente
a un mercado internacional competitivo y fluctuante, determina que tanto el control de los costos de producciéon como la
calidad del producto sean clave para la competitividad de los sistemas de produccién y del sector en su conjunto. Los
sistemas productivos nacionales se caracterizan por ser explotaciones a cielo abierto de ganado Holstein de origen
americano (aprox. 80%), con alimentacién basada en pastoreo directo suplementado con forraje conservado y
concentrados (sistemas mixtos) (INALE, 2017). El re-disefio de sistemas de produccion de leche sostenidamente
competitivos requiere de una investigacion integrada donde estrategias de alimentacién, ambiente productivo y genotipos
lecheros, componentes centrales en la definicion de los sistemas lecheros (Garcia, 2002), interrelacionen con la
performance animal, preservando el medio ambiente, generando un producto de calidad y siendo econdmicamente
competitivos y rentable.

Si bien los sistemas pastoriles tienen ventajas en términos de la cantidad y tipo de solidos producidos, salud y bienestar
animal, y disminucién de los costos de produccidn (Dillon, 2006), los sistemas con mayor inclusién de pastura directamente
cosechada directamente por el animal tienen mds dificultades en asegurar un flujo estable de nutrientes a los animales a
lo largo del tiempo, debido a las importantes variaciones temporales tanto en cantidad como calidad del forraje, respecto
a sistemas estabulados. El consumo de materia seca (MS) en sistemas pastoriles es usualmente mds bajo que en
sistemas de confinamiento y podria ser insuficiente para sostener la alta produccién de leche que podria lograrse con el
potencial genético (Kolver y Muller 1998; Chilibroste et al. 2012). En investigaciones nacionales, el andlisis de las curvas de
lactancia (Chilibroste et. al. 2011) sugiere que los animales no logran expresar su potencial productivo, seguramente en
respuesta al desacople entre requerimientos-oferta de nutrientes y ambiente productivo. Ademads, en sistemas donde el
pastoreo directo tiene un rol preponderante existen costos adicionales de energia para el animal, asociados a la caminata
y la cosecha del forraje, que no existen en sistemas estabulados y que reducen la disponibilidad de nutrientes que pueden
destinarse a producir leche (Fajardo et al., 2015; Astessiano et al., 2017). Es asi que, la produccidén lechera en nuestro pais
estd basada en sistemas mixtos (Chilibroste, 2015) ya que son una manera de dar respuesta al desbalance estructural
entre la oferta y demanda de nutrientes (pasturas vs. requerimientos del rodeo) y mantener las ventajas de la produccién
pastoril (Dillon, 2006).

El establecimiento exitoso de la lactancia — en términos productivos y reproductivos - implica que la vaca lechera transite
adecuadamente el pasaje de gestante no lactante a lactante no gestante. Esta transicion constituye el momento mds
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desafiante en términos metabédlicos para la vaca lechera ya que los excesivos requerimientos energéticos de la
lactogénesis no pueden alcanzarse con el consumo de materia seca y se desarrolla el balance energético negativo (BEN)
(Drackley et al., 1999). Para responder esta demanda, el metabolismo de la vaca lechera se adapta a los requerimientos
de la lactogénesis movilizando sus reservas corporales. Estas adaptaciones requieren un incremento y adecuado
funcionamiento del metabolismo hepdtico, ya que el higado es la central metabélica del animal y el principal regulador e
integrador del estatus metabdlico (McCarthy et al., 2010; Drackley et al., 1999). Este érgano muy activo, juega un rol critico
en el metabolismo de los glicidos, proteinas y lipidos (Wei et al., 2008). En la lactancia temprana, el higado por medio de la
gluconeogénesis produce una gran cantidad de glucosa, que se utiliza en gran parte para la sintesis de lactosa para la
produccion de leche a la vez que transforma los dcidos grasos de reserva (movilizacidn tejido adiposo) en una fuente de
energia - mediante la oxidacidn y la cetogénesis - que puede ser utilizada por todos los tejidos de la vaca. En un contexto
donde la entrada de dcido grasos no esterificados al higado es muy alta, aumenta la acumulacién de triglicéridos y la vaca
lechera puede desarrollar esteatosis hepdtica que a su vez puede volverse patogénico cuando sufre disfunciéon
mitocondrial (Kendrick et al., 2011, Cimen et al., 2010), aumento en los niveles de citoquinas y adipoquinas y/o estrés del
reticulo endopldsmico (Nassir y Ibdah, 2014). Este estado alterado de la funcidon hepdtica amenaza tanto a la salud del
animal como su bienestar y en consecuencia el rendimiento productivo (Ingvarsten y Moyes, 2013).

El rol de la mitocondria es central en la produccién de energia, la sintesis y catabolismo de metabolitos, regulacién de la
concentracién de ion calcio citosélica y algunas formas de apoptosis; también tienen un rol protagénico en la formacién de
especies reactivas del oxigeno (ROS), ya que son responsables del 90% de los ROS producidos a nivel celular (Brand y
Nicholls, 2011; Nassir e Ibdah, 2014). Una alta tasa de oxidacion de dcidos grasos puede generar un flujo excesivo de
electrones tanto en la beta-oxidacidn (Cardoso et al., 2013; Tahara et al., 2007) como hacia la cadena respiratoria y esto
podria resultar en una produccién mayor de ROS. Dicha produccién excesiva de ROS podria exceder la capacidad
antioxidante de la célula y llevar a la oxidacidn de componentes de la célula como proteinas, lipidos y dcidos nucleicos
(Nassir e Ibdah, 2014), disfuncién en la cadena respiratoria mitocondrial (Wei et al., 2008, Nassir e Ibdah, 2014) y
finalmente ocasionando apoptosis. Esta situacion fisioldgica, en la medida que la dieta cuenta con una base pastoril,
interacciona con un sistema de produccion a cielo abierto, donde se suman los efectos del ambiente (i.e. temperaturas y
humedad) y de manejo (i.e. pastoreo, caminatas), afectando el metabolismo y los requerimientos de energia y, por lo tanto,
la expresion del potencial productivo, los riesgos de salud y la eficiencia de produccion, aspectos centrales en la
competitividad de los sistemas lecheros.

El equipo de trabajo ha desarrollado numerosos trabajos que han demostrado que el manejo de pasturas con buena
disponibilidad y altura de forraje al momento del ingreso al pastoreo con asignaciones no limitantes permitirdn buena
eficiencia de cosecha y promoverdn altas tasas de consumo de los animales pero cuando la cantidad de forraje en el
sistema es limitante, se debe priorizar sesiones cortas de pastoreo en la tarde determinardn un pastoreo mds eficiente. A
su vez, para la inclusién de una segunda sesién corta de pastoreo se deberia considerar la distancia a la pastura ya que
los requerimientos de energia para mantenimiento de los animales aumentan (caminata y actividad de cosecha) lo que
podria determinar respuestas productivas y reproductivas menores a las esperadas (Aguerre et al., 2017). Se ha
demostrado que es posible combinar dietas totalmente mezcladas (DTM) con pasturas y tener resultados productivos
similares a los de animales alimentados Unicamente con DTM. Los efectos sobre el estatus enddcrino/metabélico, la
producciéon y la reproduccidn cuando se incluyen pasturas de alta calidad en dietas de animales consumiendo DTM es
resultado de efectos sobre el consumo y la demanda de energia asociada a una mayor caminata y actividad de pastoreo y
no de efectos sobre la digestidn o utilizacidn de los nutrientes por parte del animal. Asi, bajar la asignacién de forraje, el
tiempo de acceso a la pastura o aumentar la distancia de traslado al pastoreo pueden condicionar la respuesta animal
(Aguerre et al., 2017). Ademds, hemos reportado que, durante la lactancia temprana, la funcién mitocondrial de vacas
lecheras altamente productoras se vio comprometida y que la respuesta durante la lactancia estaba fuertemente
modulada por la estrategia de alimentacion (DTM vs. pastura + suplemento (Garcia-Roche et al., 2021). Una menor funcidon
de la mitocondria podria significar menos eficiencia energética disminuyendo la eficiencia productiva a nivel individual y
del sistema. Asimismo, encontramos que la acetilacién (modificacidn post-traduccionales de proteinas) se asocié a la
caida en la funcidn mitocondrial durante la lactancia temprana; estando la acetilacién correlacionada con altos niveles de
cuerpos cetdnicos en sangre y triglicéridos en tejido hepatico. A su vez, vacas lecheras alimentadas con DTM ad libitum en
lactacion temprana mostraron un menor estrés oxidativo a nivel sanguineo y lipoperoxidacién hepdtica y que la dieta
influia sobre los niveles de la Sirtuina 3 una desacetilasa dependiente de NAD presente en la mitocondria.

Por otra parte, el genotipo Holando predominante (aprox. 80%) en nuestro pais es de origen americano (EEUU y Canadg;
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Holando americano; NAH) seleccionada en sistemas estabulados basados en el uso de DTM y caracterizada por tener un
alto PV y capacidad de producir mds litros de leche por la mayor particién de nutrientes consumidos hacia la gldndula
mamaria (Kolver et al., 2002; Fulkerson et al., 2008). En contraste, la literatura (Lucy et al., 2009; Kolver et al., 2000, 2002;
Fulkerson et al., 2008) sugiere que las vacas Holstein de origen neozelandés (NZH) se adaptan mejor en base pastoril que
las vacas NAH ya que si bien no tuvieron diferencias en rendimiento de sélidos, contenido proteico de la leche y
persistencia de la lactancia, las de genotipo NAH no lograron mantener un indice de BCS y PV aceptables, mientras que las
NZH si (Lucy et al., 2009; Kolver et al., 2002; Fulkerson et al., 2008). A su vez, Lucy et al. (2009) explican que estas
diferencias se deben al desacople del eje somatotrdpico que conduce la particién de nutrientes, demostrando que las vacas
HEU tienen un alto desacople del eje mientras que las HNZ mantuvieron un eje somatotrépico acoplado. En Uruguay son
escasos los trabajos que incluyan la evaluacidn del desempeno de distintos genotipos bovinos en distintas condiciones
ambientales y trabajos del equipo han evaluado vacas NAH vs. cruzas (NAH x NZH) en sistemas pastoriles (Pereira et al.,
2010aq; b) en términos de la produccién y reproduccidn.

La combinacién de genotipo animal, estrategia alimenticia y ambiente productivo puede afectar también la calidad de la
leche, en particular, en el perfil de dcidos grasos. En los ultimos anos se ha caracterizado el perfil de dcidos grasos de
leche en distintas estrategias alimenticias o situaciones productivas (Artegoitia et al., 2012; Barca et al. 2017; Mendoza et
al., 2016), demostrando en acuerdo con la literatura internacional (Dhiman et al., 1999) que el aumento en el consumo de
pastura fresca resulta en un aumento de dcidos grasos poliinsaturados (PUFA) omega-3 y de CLA en la leche. Sin
embargo, no se ha explorado a nivel nacional ni internacional el contenido de dcidos grasos nitrados (NO2-FA) en la leche.
Los NO2-FA constituyen nuevas moléculas recientemente descubiertas de potente accién anti-inflamatoria, formados
endégenamente en diversos tipos celulares animales y vegetales. Entre los dcidos grasos PUFA que presentan mayor
relevancia en su capacidad protectora cuando sufren procesos de nitracién se encuentra el CLA. Una de las principales
fuentes de consumo por parte de los humanos de CLA son la leche y sus derivados ya que el proceso de biohidrogenacién
de los PUFA se da en el rumen de la vaca. En el rumen del animal en presencia de nitrito mds el pH dcido del ambiente se
puede dar la formacién de CLA nitrado (NO2-CLA), el cual podria en caso de aumentar su cantidad en los productos ldcteos
ser una fuente natural de NO2-FA. Por tanto, cambios en la composicidn de la leche pueden afectar la cantidad de NO2-FA
gue se puedan formar, agregdndole un nuevo valor al producto. En proyectos previos se determind la presencia y
propiedades anti-inflamatorias de los NO2-FA en modelos animales y humanos y los resultados obtenidos en conjunto
sugieren que los AGN podrian actuar como moduladores enddgenos de la respuesta inflamatoria (Trostchansky et al 2007,
Bonacci et al. 2011; Ferreira et al. 2009; Gonzalez-Perilli L. et al., 2013).

El desafio radicé en la comprension de los procesos biolégicos que interaccionan en la respuesta animal al modificar
alternativas de intensificacion - combinando nutricién, ambiente y genotipo animal - que permitan maximizar la
productividad y eficiencia de los sistemas de lecheros, explotando el potencial genético de los animales, sin comprometer
la salud, reproducciéon y longevidad de las vacas lecheras y valorando el producto de comercializacién pareceria ser
relevante para la economia nacional. Este proyecto se propuso hacerlo de forma completa, integral, e interdisciplinaria
integrando investigadores de diferentes especializaciones e instituciones, generando informacidn novedosa en nuestro

pais y a nivel internacional
Metodologia/Disefio del estudio
Este proyecto planted el trabajo en dos plataformas de experimentacion llevadas adelante en la Estacion Experimental

Mario A. Cassinoni (EEMAC, Paysandu) de la Facultad de Agronomia y en INIA- La Estanzuela (Colonia). Estas plataformas
trabajaron en condiciones de campo y a escala de sistema completo con metodologia de “farmlets” durante 2 o 3 anos
consecutivos. El disefo del trabajo de “farmlets” se considera un modelo de investigacién superior al modelo que trabaja
por componentes individuales en experimentos de corto plazo para abordar la problemdtica de la intensificacion
productiva sustentable. Estas dos plataformas permiten evaluar las respuestas a estos sistemas sobre variables
especificas del componente animal, del componente pastura y de sus interacciones.

1) Plataforma INIA-LE. Esta plataforma integré el proyecto de INIA-Lecheria 10-MIL y evalué 4 sistemas disefados para
lograr una alta cosecha de forraje producido en el propio predio (>10 ton MS/ha) y alcanzar una produccién de 1000 kg/ha
de sélidos ldcteos, que surgian de combinar dos estrategias de alimentacién: estrategia donde se maximizé la inclusién de
pastura en la dieta cosechada directamente (MaxP) o estrategia donde la cantidad de pastura cosechada en la dieta fue
restringida (30% del consumo total; FixP), y 2 genotipos Holando: vacas de origen norteamericano (NAH) o neozelandés
(NZH) (n=30 vacas por sistema). Las vacas NAH tenian mds de 75% de ascendencia de genética EEUU, con un peso
promedio de 580 y un potencial de produccién estimado en 7500 kg/lactancia a 305 dias y las NZH mds 75% de
ascendencia de genética de Nueva Zelandda, con un peso promedio de 510 y un potencial de produccién estimado en 5500
kg/lactancia a 305 dias. En MaxP, la cantidad de pastura cosechada directamente por cada animal, a lo largo de todo el
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ano, fue la mdxima posible en funcidn del crecimiento de pastura en la plataforma de pastoreo mientras que en FixP la
cantidad de pastura cosechada directamente por cada animal, dentro de cada estacion del ano, fue fija e independiente de
la tasa de crecimiento de pastura en la plataforma de pastoreo. Esta Gltima estrategia simulé la situacién de productores
que por diversas restricciones no pueden aumentar la cosecha de forraje por encima de un determinado nivel a largo del
ano.

2) Plataforma EEMAC. Esta plataforma integré el proyecto de la Red Tecnolégica Sectorial en Lecheria-Latitud y evalué 3
sistemas (20 vacas por sistema) disefados en un arreglo factorial incompleto de dos estrategias de alimentacidn
diferente: alimentacién con 100% dieta totalmente mezclada (DTM) en confinamiento en un compost barn (PAS-CB) o
alimentacién basada en la combinacidn de pastoreo intensivo y dieta parcialmente mezclada y dos niveles de control del
ambiente: ambiente controlado, establo techado con sistema de cama caliente-compost (PAS-CB) y ambiente “a cielo
abierto”, en el cual los animales enfrenan condiciones climdticas extremos (exceso/déficit hidricos, estrés calérico, etc.
(PAS-0OP).

En ambas plataformas, previo al parto, las vacas prenadas fueron manejadas en forma conjunta de manera de cubrir los
requerimientos de mantenimiento y gestacién. Durante la lactancia las vacas fueron ordefadas dos veces por dias y la
produccidn de leche se registré diariamente. Se tomaron muestras de leche semanales (durante periodos de medicidn) o
quincenales a lo largo de la lactancia para la determinacion de composicidn de leche (lactosa, grasa, proteina y urea) por
el método de infra-rojo medio. A su vez, en lactancia temprana (+35 dias) y media (+150dias) se colectaron muestras de
leche que se dividieron en frascos de 10 mL y se congelaron a -20°C para la determinacién de los NO2-CLA. El peso vivo
(PV) y la condicién corporal (BCS, escala 1-5; Edmonson et al. 1989) de las vacas se registré quincenalmente.

Ademads, en la plataforma de INIA-LE se colectaron en cuatro momentos de un ciclo de produccién de vacas paridas en
otono (correspondiente también con diferentes estaciones del afio): periodo seco (-45 dias posparto), lactancia temprana
(+21 dias), media (+120 dias) y tardia (+240 dias) muestras de sangre de la vena coccigea y de higado mediante biopsias
(Carriquiry et al., 2009). Asimismo, se colectaron durante tres afios consecutivos muestras de sangre e higado en
lactancia En la plataforma de la EEMAC, las muestras de sangre e higado se colectaron durante la lactancia temprana
(+35 dias) y media (+150 dias) de vacas paridas en dos épocas del afo (otofio y primavera), correspondiendo también los 4
muestreos a las diferentes estaciones del aio. Las muestras de higado se congelaron en N liquido y/o criopreservaron
(Garcia-Roche et al., 2018) para su conservacion a -80°C y posterior andlisis.

En las muestras de sangre, se determinaron las concentraciones de metabolitos (glucosa, NEFA, BHB, urea, colesterol,
proteinas totales, albimina) y funcionalidad hepdtica (AST y GGT) mediante técnicas de espectrofotocolorimetria utilizando
kits comerciales (Biosystems S.A) como se ha descrito previamente (Astessiano et al., 2015), de 3?metilhistidina (3MH)
después de la derivatizacién con fluorescamina segin Houweling et al. (2012) utilizando espectrometria de masas en
tdndem con cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC?MS/MS) y de hormonas (insulina y glucagén) mediante
radioinmunoandlisis o ensayos inmunoradiométricos usando kits previamente utilizados en rumiantes (Aguerre et al.,
2015).

A su vez, en las muestras de sangre de la plataforma de INIA-LE se evaluaron biomarcadores de oxidacion de lipidos y
proteinas determinando las concentraciones plasmaticas de especies reactivas del dcido tiobarbitarico (TBARS) segun
Wernicki et al. (2006) y carbonilos de proteinas de acuerdo a Ceci et al., (2015) , respectivamente. El sistema antioxidante
se evalué mediante la actividad enzimdtica de la superdxido dismutasa (SOD) y la glutatiéon peroxidasa (GPx) en plasma,
asi como la concentracién plasmdtica de alfa-tocoferol (vitamina E). La actividad de SOD y GPx se midié
espectrofotométricamente mediante ensayos cinéticos utilizando kits comerciales (Randox Laboratories Ltda). La
concentracién plasmatica de ?-tocoferol se determiné mediante un método de HPLC de fase inversa (Schweigert et al.,
2003).

En las muestras de higado se caracterizé y cuantificé la movilizacidn de reservas y la formacién de higado graso
determinando en homogeneizados la concentracion de triglicéridos utilizando un kit comercial (Biosystems S.A), la
concentracion de proteina (Bradford et al., 1976), y la concentracién de glucosa libre y glucégeno (previa digestion;
Bancroft y Fry, 1933) utilizando el kit de deteccidn de glucosa comercial (Biosystems S.A). El andlisis de la funcion
mitocondrial- respiracién en higado se realizé por medio de respirometria de alta-resolucién (Oroboros 2k o Oxytherm de
Hansatech Instruments Ltd) de acuerdo a Garcia-Roche et al. (2018). Las tasas de consumo de oxigeno se evaluaron
utilizando glutamato / malato (G/M), succinato (succ), palmitoil-CoA / carnitina (p-CoA /car) y palmitoil-carnitina (p-car)
como sustratos.

En las muestras hepdticas se determiné también la abundancia de mRNA de genes relacionados con la funcién
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mitocondrial, el metabolismo de la glucosa y/o de los dcidos grasos asi como de factores de transcripcion o de regulacidn
relacionados con estas vias metabdlicas por medio de PCR en real time de acuerdo a la metodologia previamente
descripta (Carriquiry et al., 2009; Astessiano et al., 2017) usando primers especificamente disefiados y validados. Los
niveles de proteina en higado se evaluaron mediante la técnica de Western blot utilizando anticuerpos especificos (Koo et
al., 2004). También se evaluardn por western blot modificaciones post-traduccionales como los niveles de acetilacion de
lisinas proteicas y de fosforilacion de la quinasa activada por AMP (Garcia-Roche et al., 2021). La actividad enzimdtica
(citrato sintasa, succinato deshidrogenasa y/o la carnitinapalmitoil-transferasa se midié espectrofotométricamente
mediante ensayos cinéticos (Bieber et al., 1972; Casal et al., 2019).

Las muestras de leche colectadas con este fin fueron procesadas para extraer, analizar y cuantificar dcidos grasos
nitrados se aplicaron técnicas analiticas basadas en diferentes y sucesivos métodos de extraccion lipidica y
espectrometria de masas y se utilizaron 15N0O2-cLA y NO2-SA como estdndares internos. El andlisis cuantitativo se
realiz6 en un espectrémetro de masa QTRAP 4500 y los softwares Analyst 1.6.1, MultiQuant, LipidViewer y GraphPad 8.0.
Para confirmar que el NO2-cLA detectado en la leche correspondia a un dcido graso nitrado electrofilico, se realizé un
ensayo de reactividad con el nucleéfilo ?-mercaptoetanol (BME).

Para el andlisis estadistico de estos datos, los animales fueron considerados como la unidad experimental para todas las
variables medidas en ellos, del mismo modo que en el pasado donde los animales son manejados en grupo de forma de
simular sistemas lecheros de forma realistica (Fulkerson et al.,, 2008). Los datos fueron analizados con un modelo lineal
mixto (para variables continuas) o lineal generalizado (para variables discretas) para analizar cada base de datos, que
incluyé la estrategia de alimentacion, el genotipo animal o ambiente productivo (segln corresponda), el momento de
lactancia y la interaccidén entre factores como efectos fijos, el animal individual como efecto aleatorio y la fecha de parto
como covariable. Las medias se compararon con el test de Tukey. Las relaciones entre las variables se estudiaron
mediante andlisis de correlaciones.

Por ultimo, se realizé el metaboloma hepdtico en un subconjunto de vacas deFixP de origen genético NAH (n = 7) y vacas
MaxP de origen genético NAH (n = 5) a 180 DIM (plataforma INIA-LE) o de vacas de paricién primavera en PAS-CB (n= 6) o
PAS-0P (n= 6) en lactancia media (plataforma EEMAC). El andlisis metabolémico se realizé utilizando cromatografia de
gases y espectrometria de masas de tiempo de vuelo (GCToF/MS) como anteriormente descrito por Fiehn et al. (2008) en el
Core Facility West Metabolomics Center (UC Davis Genome Center, Davis, CA, EE. UU.). El andlisis de los datos
metabolémicos se realizé con MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/, consultado el 4 de enero de 2022). Los
datos se normalizaron mediante transformaciones logaritmicas y la calidad de los datos se evalué comparando muestras
agrupadas con muestras individuales en un andlisis multivariado. Para los andlisis estadisticos, se calcularon los valores
de p (tasa de descubrimiento falso (FDR), nivel ? = 0,10) y los cambios en veces para las comparaciones entre grupos para
cada caracteristica molecular. Se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) en el conjunto de datos
metaboldmicos para analizar la varianza general entre las vacas. Se realizé el andlisis discriminante de minimos
cuadrados parciales (PLS-DA) y se obtuvieron puntuaciones de importancia de las variables en la proyeccion (VIP). Se
considerd que los metabolitos diferian cuando VIP> 1,0 y el andlisis de enriquecimiento de la via se realizd con la base de
datos de la via de la Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto. El enriquecimiento significativo de la via metabdlica se
establecié en FDR <0,10. La evaluacion estadistica de las diferencias de grupo mediante la prueba t se realizé y se

visualizé con grdficos de volcdan que fijaron el FDR en <0,10.
Resultados, andlisis y discusién
Nuestro trabajo ha demostrado que existe un efecto de la interaccidn genotipo x ambiente no solo en la produccidn sino

también en la adaptaciéon metabélica al comparar vacas de genotipos NAH vs. NZH bajo diferentes estrategias de
alimentacién (MaxP vs. FixP). En comparacidn con las vacas NAH, las vacas NZH desarrollaron mejores respuestas
metabdlicas para hacer frente a condiciones de pastoreo sugeridas por su mejor estado energético (glucosa, insuling,
colesterol) y menor riesgo de desarrollar trastornos metabdlicos como lo sugiere su indice de desbalance fisioldgico mds
bajo, especialmente cuando son comparadas en mdxima inclusién de pastura en la dieta (MaxP) (Jorge Smelding et al.,
2022).

Durante lactancia temprana, en higado, los niveles de glucégeno — reservas de glucosa - disminuyeron mientras que los
niveles de triglicéridos aumentaron, a la vez que la funcién mitocondrial — potencial de sintesis de ATP —y la actividad de
la carnitinapalmitoil-transferasa (CPT) - enzima que determina la tasa de oxidacidn de dcidos grasos — para las vacas de
ambos origenes genéticos (NAH y NZH). Confirmando reportes anteriores de nuestro equipo de investigacion (Garcia-Roche
et al., 2019; 2021), observamos que esto se vié agravado en vacas sometidas a una dieta con mdxima inclusién de pasturas
(MaxP) (Garcia-Roche et al., 2023a). En acuerdo con estos resultados, al estudiar la acetilacién -una modificacion post-
traduccional relevante en las vias metabédlicas relacionadas con la sintesis de ATP y que proviene de la movilizacion
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exacerbada de reservas lipidicas y por lo general inhibe la actividad de enzimas mitocondriales - vimos que estaba
especialmente aumentada en vacas NAH sometidas a la estrategia MaxP; explicando la disminucién en la funcién
mitocondrial. Por otra parte, observamos que en lactancia media, las vacas NZH tuvieron mayor expresién génica
hepdtica de genes asociados a la oxidacién de los dcidos grasos (acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga, y acetil-
CoA acetiltransferasa junto con reguladores transcripcionales: receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa,
receptor de dcido retinoico alfa y receptor X retinoico beta) en comparacidn con vacas NAH; resaltando la adaptacidn
diferencial del metabolismo energético hepdtico en vacas de distinto origen genético (Garcia-Roche et al., 2023). Ademds,
las diferencias adaptativas metabélicas entre las vacas NAH y NZH en pastoreo parecerian no solo estar relacionadas
con el metabolismo energético sino también con el metabolismo proteico y el metabolismo redox. La mayor inclusién del
pastoreo en la dieta condujo a un mayor catabolismo muscular, pero a una mayor sensibilidad redox que conduce para
reducir el dano oxidativo de las proteinas y mejorar el estado antioxidante. A pesar de que fue evaluado por un enfoque
semicuantitativo, nuestros resultados sugieren que las vacas NZH tuvo una mayor recuperacién metabélica después del
parto en comparaciéon con NAH, particularmente cuando se maximizé la actividad de pastoreo (MaxP) (Jorge-Smelding et
al,, 2022)

Comparando el metaboloma hepdtico de vacas NAH en los dos sistemas de alimentacidn durante la lactancia media-
tardia, encontramos que las vacas FixP priorizaron vias metabdlicas anabélicas favoreciendo por ejemplo la sintesis
proteica mientras que las vacas MaxP priorizaron el ciclo de la urea -una via metabédlica costosa pero necesaria para la
detoxificacion del nitrégeno- vinculada con el mayor consumo de pasturas (Garcia-Roche, 2022). En este sentido, el estudio
del metabolismo hepdtico en lactancia media de vacas NZH y NAH en MdxP durante tres anos, demostré que las vacas
NZH presentaban una funcién mitocondrial ya que los pardmetros de respiracidn relacionados con la sintesis de ATP se
incrementaron mientras mantenian una similar produccién de sélidos en leche. Asimismo, las vacas NAH tuvieron una
mayor expresion hepdtica de genes de la neoglucogénesis (piruvato carboxilasa y fosfenolpiruvato carboxiquinasa), lo que
probablemente se traduzca una menor disponibilidad de equivalentes reducidos para la fosforilacidn oxidativa ya que ni
piruvato ni oxalacetato (sustratos de estas enzimas) son combustibles del ciclo de Krebs (Garcia Roche et al., 2022).
Ademds de una funcidn mitocondrial mejorada, las vacas NZH tuvieron una mayor masa mitocondrial lo que podria ser el
mecanismo que les permita incrementar su capacidad respiratoria y mejora en la eficiencia alimenticia (Talmon et al.,
2020)

Por otra parte, con los datos generados en estos trabajos, utilizamos en forma exploratoria un enfoque matemdtico para
evaluar la trayectoria metabélica de una manera integrada que también podria usarse para caracterizar la resiliencia
metabdlica individual a través de los patrones de respuesta y recuperaciéon a una perturbacion. Exploramos el uso del
llamado vector de Perturbacion (Pv) para determinar la trayectoria metabdlica integrando variables metabélicas a través
de un vector calculado en diferentes puntos de tiempo utilizando el conjunto de datos de vacas NAH y NZH manejadas con
dos estrategias de alimentacidn (FixP y MdxP) muestreadas a -45, 21, 100 y 180 dias en leche. Nuestros resultados
demostraron que Pv se puede utilizar para evaluar la trayectoria metabélica de las vacas lecheras y derivar adn mds la
resiliencia individual a través del modelado dindmico de Pv (Jorge-Smelding et al.2021).

Al evaluar la estrategia de alimentacién (TMR vs. sistemas mixtos: pastoreo + TMR) en relacién con la
infraestructura/ambiente de produccién durante la suplementacion (PAS-CB y PAS-0P) en dos épocas de paricion (otofio
vs. primavera) observamos que la produccidn de leche corregida por energia (ECM, kg/d) fue mayor para las vacas
alimentadas en TMR en comparacidn los sistemas mixtos que incluyeron el pastoreo en la dieta (PAS-CB y PAS-0OP) para
ambas épocas de parto (otofio y primavera), si bien en términos promedio, la produccién de ECM fue menor en otofio que en
primavera. Esta mayor produccién de leche de las vacas en TMR se asocié con consumo de energia mayor y una
movilizacidn de reservas menor como se refleja en el perfil metabdlico en sangre (menores concentraciones de NEFA,
triglicéridos, y urea y mayores concentraciones de insulina y relacién de insulina: glucagdn). Si bien los niveles de
triglicéridos hepaticos fueron bajos, compatibles con un higado graso leve, no se detectaron diferencias entre estrategias
de alimentacidn, pero la relacidn glucdgeno:triglicéridos en higado fue mds favorable paras las vacas en TMR, aumentando
de lactancia temprana a media, particularmente en vacas en esta estrategia de alimentacion paridas en otono (Cahibe et
al., 2021a). Asimismo, confirmamos resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Garcia-Roche et al., 2019; 2021;
2023) que la funcién mitocondrial hepdtica se vio disminuida durante la lactancia temprana, reflejado en una menor
eficiencia de acople de la fosforilacidn oxidativa — oxigeno consumido destinado a la sintesis de ATP en relacién al total de
oxigeno consumido - y una mayor respiracién no mitocondrial — oxigeno consumido no dependiente del funcionamiento de la
cadena respiratoria -, tanto para el complejo I (con glutamato/malato como sustrato) como para el complejo II (con
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succinato como sustrato) en lactancia temprana que media (Cafibe et al., 2020; 2021b; 2022).

Sin embargo, la estacién de parto afectd las diferencias entre las estrategias de alimentacién en el perfil metabélico-
endocrino y en la funcién mitocondrial a lo largo de la lactancia. Cuando las vacas parieron en primavera, las
concentraciones de glucosa en sangre disminuyeron en lactancia media mientras que las concentraciones de urea en
sangre aumentaron en lactancia media solo para las vacas que pastoreaban (PAS-CB y PAS-0P) y las concentraciones de
NEFA y TAG en sangre aumentaron mientras que la relacidn glucégeno:triglicéridos hepatica tendié a disminuir solo para
las vacas PAS-0P. Asimismo, si bien la funcidn mitocondrial no fue afectada por la estrategia de alimentacidn el
ambiente/infraestructura donde los animales recibian la suplementacién (Cafibe et al., 2022), la eficiencia de acople del
complejo I aumentd en lactancia media solamente cuando las vacas parieron en otono y no en primavera. Estas
respuestas diferenciales entre épocas de pariciones en el perfil metabélico y funcién mitocondrial a lo largo de la
lactancia probablemente se encuentran asociadas al stress térmico que ocurre en la lactancia media de vacas paridas en
primavera, asociado a las altas temperaturas de verano, ya que los cambios reflejan el uso de la glucosa como fuente de
energia como ha sido reportado en vacas bajo estrés térmico (Wheelock et al., 2010)

Estos resultados motivaron profundizar la adaptacién metabdlica de las vacas en los sistemas de alimentacidn con
inclusion de pastoreo recibiendo la suplementacién en un ambiente controlado (PAS-CB) o a cielo abierto (PAS-OP) durante
el verano (lactancia media, 135 y 185 DPP). La temperatura corporal fue mayor en las vacas PAS-OP en comparacion con
las vacas PAS-CB, siendo las diferencias mds marcadas durante la suplementacion cuando la exposicidn a las condiciones
ambientales diferia entre las vacas PAS-CB y PAS-OP. La mayor exposicidn al ambiente, determind que diferencias en el
metabolismo de los dcidos grasos ya que las vacas PAS-0OP presentaron mayores NEFA y TAG asociados a una menor
relacién insulina:glucagén en sangre, sin modificacién de la expresién de ARNm de CPT1 ni actividad de la CPT en higado
pero con una menor expresion ARNm de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga y una menor eficiencia de acople
de la fosforilacidon oxidativa cuando se usaba el palmitato como sustrato. Asimismo, al comparar el metaboloma (Cafibe
et al., 2023) hepdtico hallamos que adaptaron el metabolismo de la glucosa de forma diferencial ya que las vacas PAS-OP
sostuvieron la gluconeogénesis utilizando precursores como lactato y aminodcidos (no glicidos), resultados en acuerdo
con la menor relacion entre la expresion de ARNm del piruvato carboxilasa y fosfenolpiruvato carboxiquinasa en higado.
Estos resultados indican que la oxidaciéon de los dcidos grasos mitocondrial se encuentra mds comprometida y las
demandas de en la sintesis enddgena de glucosa incrementadas en las vacas PAS-0OP que PAS-CB en acuerdo con las
referencias previas del efecto de estrés caldrico sobre el metabolismo energético (Wheelock et al., 2010; Skibiel, 2023).

Finalmente, al estudiar la estrategia de alimentacion y el genotipo sobre hasta la ejecucién de este proyecto, se
desconocia si la leche bovina, fuente alimenticia relevante de dcidos grasos poliinsaturados, también contiene
enddgenamente dcidos grasos nitrados (NO2-FAs). En particular, la leche bovina y sus derivados son la fuente principal del
dcido graso linoleico conjugado (cLA) en la dieta para humanos, dcido graso que presenta efectos beneficiosos para la
salud humana y cuya nitracién podria incrementar y diversificar esas actividades biolégicas. Los NO2-FAs son productos
de oxidacién formados de la reaccién entre los dcidos grasos (FA) insaturados y especies reactivas del nitrégeno, por
ejemplo didxido de nitrdgeno (¢NO2), derivados del metabolismo celular o de procesos como la inflamacién. Los NO2-FAs,
principalmente los nitroalquenos, son compuestos electrofilicos que median acciones de senalizaciéon complejas con
efectos fisioldgicos citoprotectores, antiinflamatorios y metabélicos. En los mamiferos, los niveles enddgenos de NO2-FAs
se encuentran en sangre y tejidos a concentraciones nanomolares. Dada la presencia de una alta concentracidn relativa
cLA en la leche vacunag, el cual es reconocido como uno de los principales dcidos grasos enddgenos susceptibles de
reaccionar con especies reactivas del nitrégeno, tanto in vitro como in vivo, generando NO2-cLA. Los resultados obtenidos
permitieron detectar NO2-cLA en la leche de los bovinos analizados, en el rango de 0.013-1.6 mg/L correspondiente a 0.4-
4.8 7M. El andlisis comparativo de cLA y de NO2-cLA en muestras individuales de leche permiti¢ establecer que hasta el
2.7% del cLA lacteo se encuentra nitrado. Sin embargo, mientras que mds del 97% de cLA estaba esterificado en forma de
triglicéridos y fosfolipidos, la gran mayoria del NO2-cLA se encontré como dcidos grasos libres no esterificados. Este
resultado sugiere que la incorporacidn enzimdtica de NO2-cLA a triglicéridos y fosfolipidos no es édptima y apoya la
hipétesis de que el NO2-cLA ldacteo se podria estar formando en el tracto digestivo, en particular en los compartimentos
dcidos y se demostré que el NO2-cLA es un nitroalqueno (dcido graso nitrado con el grupo nitro unido a un doble enlace). En
condiciones gdstricas dcidas en presencia de nitrito (NO2-), se produjo un aumento significativo en los niveles de NO2-cLA,
lo que sugiere que el consumo de leche puede significar una fuente de cLA para la formacidn de NO2-cLA en el tracto
digestivo durante su ingesta en humanos. Los niveles de NO2-cLA en la leche bovina variaron significativamente con el
periodo de lactancia y el genotipo Holando siendo mayores en lactancia temprana que media y para vacas HNZ que HNA
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(Barbeito, 2023).
Conclusiones y recomendaciones
En este trabajo confirmamos, en ambas plataformas de investigacidn, que el deterioro de la funcién mitocondrial hepdtica

de las vacas lecheras durante la lactancia temprana se agrava mds en estrategias de alimentacién con mayores
proporciones en la dieta de pasto cosechado directamente (inclusidn del pastoreo vs. TMR) asociado a un menor estatus
metabdlico general.

Nuestros resultados muestran que aunque las vacas de ambos genotipos Holando movilizan reservas de lipidos (medidas
por los niveles de triglicéridos hepaticos) y tienen una menor funcién mitocondrial y actividad CPT durante la lactancia
temprana, las vacas NZH adaptan mejor su metabolismo hepdtico a estrategias de alimentacién con mayores
proporciones de pasto cosechado directamente en la dieta (MaxP) como se ve a partir de niveles mds bajos de acetilacién
mitocondrial y una regulacidn positiva del metabolismo oxidativo en el higado. Si bien este trabajo mostré diferencias
dramadticas en el metabolismo energético celular hepdtico entre los dos genotipos, mds investigacidn se necesita para
elucidar la regulacién mecanistica que explica este fendmeno. Mas adn, la informacién relacionada con el metabolismo
energético celular presentada en este trabajo puede ser util para la seleccion de genotipo Holando que mejor se adapta al
sistema de produccién con alta inclusién de pasturas cosechadas directamente (pastoreo) en la dieta.

Por otra parte, el impacto positivo del uso de una mejora infraestructura durante la suplementacion dependié de la época
de parto, posiblemente asociado a las condiciones ambientales ya que en vacas paridas en otofio la respuesta productiva
y metabdlica de vacas suplementadas en compost barn (CB) o a cielo abierto (OP) no presenté diferencias claras en vacas
mientras paridas en primavera, el metabolismo energético a nivel del higado se vio mds comprometido en vacas PAS-OP
durante lactancia media (verano). En particular, demostramos, por primera vez, que la oxidacién de los dcidos grasos
mitocondrial hepdtica para la sintesis de ATP se vio comprometida, asociada a un aumento de demanda en la sintesis
enddgena de glucosa, durante el estrés térmico en lactancia media, situacién en que la infraestructura durante la
suplementaciéon puede tener un impacto positivo. El impacto de la exposicion a las condiciones ambientales durante la
suplementacion en vacas en pastoreo sobre el metabolismo energético dependerd de las condiciones ambientales, asi
como de las condiciones de infraestructura a cielo abierto. En el afno del trabajo, probablemente las precipitaciones
durante el otofo-invierno, asi como el buen disefio y manejo de las dreas de comida y descanso en la infraestructura a
cielo ambiente limitd el impacto de la exposicién al ambiente en vacas paridas en otono. Sin embargo, en condiciones
ambientales menos favorables, sucesion de olas de calor durante el verano (diciembre-febrero) por altas temperaturas y
humedad, determinaron un mayor impacto de la exposicién al ambiente en vacas paridas en primavera. El impacto
negativo sobre el metabolismo energético de vacas suplementadas a cielo abierto, podria determinar diferencias, mds
alld de la respuesta en produccidn de leche, en la respuestas reproductivas y del sistema inmune (salud) asi como en el
bienestar animal. Estos resultados indican la importancia de continuar estudiando el impacto de la infraestructura durante
la suplementacién en distintos afios (condiciones ambientales diferentes) considerando la produccion, reproduccién, salud
y bienestar animal y a diferentes niveles. — animal y metabolismo y en particular, explorar mecanisticamente el efecto del
estrés térmico sobre la regulacién del metabolismo energético de manera de comprender el impacto de diferentes
medidas de manejo que apunten a su minimizacion.

Finalmente , mostramos por primera vez que la leche contiene concentraciones micromolares de NO2-cLA endégeno.
Teniendo en cuenta que en concentraciones micromolares el NO2-cLA es capaz de modular a nivel fisiolégico la expresion
génica antiinflamatoria y las respuestas metabélicas, nuestro hallazgo de NO2-cLA presente endégenamente en la leche
vacuna convierte a este dcido graso en un nutriente funcional de potencial importancia para la salud humana. A su vez, el
NO2-cLA presente endégenamente en la leche vacuna puede variar con el genotipo Holando asi como el momento de
lactancia. Futuros experimentos y proyectos deben dirigirse a estudiar si el NO2-cLA ldcteo aporta beneficios para la
salud luego de su ingesta, lo cual podria posicionar al NO2-cLA como un nutriente de alto interés fisioldgico y nutracéutico.
Las técnicas analiticas desarrolladas en este trabajo podrian ser aplicadas para la seleccién de genotipos, formas de
alimentacion y periodo de lactancia que aportan altos niveles de NO2-cLA. Eventualmente, también se podria utilizar para
estandarizar los niveles de NO2-cLA en productos o subproductos ldcteos comerciales
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