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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue cuantificar la concentracién de acidos grasos no esterificados, -
hidroxibutirato, triacilglicerol y colesterol durante el balance energético negativo, en vacas Holstein. El
estudio se llevd a cabo mediante el muestreo y andlisis de 250 sueros sanguineos obtenidos de 50 vacas
Holstein. Después del parto, el primer muestreo se realizé alos 7 d, el segundo a los 15 d y los tres restantes
a los 30, 45 y 60 d. Valores medios para acidos grasos no esterificados, -hidroxibutirato, triacilglicerol y
colesterol fueron determinados. El conjunto de datos resultante se analizé mediante distribucion de Gauss
y estadistica descriptiva. Se establecieron intervalos de confianza del 95%. La comparacién entre grupos
se llevé a cabo por Andlisis de Varianza e histograma de frecuencia. Los acidos grasos no esterificados, el
B-hidroxibutirato y el triacilglicerol, son consistentes con los valores reportados internacionalmente. La
concentracion de colesterol mostré un valor ligeramente superior a las referencias. Los AGNE no
presentaron diferencias entre grupos, el B-hidroxibutirato registré su valor méas alto a los 15 d posparto, y
mas bajo a los 60 d posparto. El triacilglicerol y colesterol mostraron su concentracién mas alta a los 60 d
posparto, y la mas baja a los 15 d posparto. Los intervalos de confianza calculados se podrian utilizar a
nivel hato para detectar situaciones de alerta cuando al menos 5 % de las vacas en la muestra se sitden
fuera del intervalo de referencia.

Palabras clave: Perfiles metabdlicos, &cidos grasos no esterificados, B-hidroxibutirato, triacilglicerol,
colesterol, vacas lecheras.

ABSTRACT

The aim of this study was to quantify the concentration of non-esterified fatty acids, p-hydroxybutyrate,
triacylglycerol and cholesterol during the negative energy balance in Holstein cows. The study was carried
out by sampling and analyzing 250 blood serums obtained from 50 Holstein cows. After calving, the first
sample was performed at 7 d, the second at 15 d and the remaining three at 30, 45 and 60 d. Mean values
for non-esterified fatty acids, B-hydroxybutyrate, triacylglycerol, and cholesterol were calculated. The
resulting data set was analyzed by Gaussian distribution and descriptive statistics. Confidence intervals of
95% were established. The comparison between groups was assessed by Analysis of Variance and
frequency histogram. The non-esterified fatty acids, B-hydroxybutyrate, and triacylglycerol are consistent
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with values reported by international literature. Higher values were found for cholesterol. The AGNE did not
present differences between groups. The B-hydroxybutyrate showed its highest concentration at 15 d
postpartum and the lowest at 60 d postpartum. Triacylglycerol and cholesterol showed their highest
concentration at 60 d postpartum, and the lowest at 15 d postpartum. The calculated confidence intervals
could be used at herd level to detect alert situations when at least 5 % of the sampled cows would fall
outside of the calculated reference interval for a given parameter.

Keywords: Metabolic profiles, non-esterified fatty acids, p-hydroxybutyrate, triacylglycerol, cholesterol,
dairy cow.

INTRODUCCION

El balance energético negativo (BEN) comprende el déficit entre el consumo de energia
por parte del animal y la energia requerida para el mantenimiento, la prefiez en la vaca
gestante y la energia para la lactacion en la vaca lactante (van Hoeij et al., 2017). Durante
este periodo, los requerimientos energéticos se incrementan como respuesta al aumento
de la produccién de leche (PL) (Lucey et al., 2017) y alcanzan su maximo
aproximadamente seis semanas posparto (p.p.) (Contreras et al., 2018). Sin embargo, el
consumo de materia seca (MS) comienza a disminuir después del parto (Dorea et al.,
2017), y el mayor consumo de energia podria no alcanzarse hasta la semana dieciseis
p.p. (Sheehy et al.,, 2017). Por consiguiente, la vaca podria alcanzar un balance
energético positivo (BEP) alrededor de los 100 dias p.p. (van Hoeij et al., 2017).

El BEN, conduce a una disminucién de glucosa (GLU) e insulina en sangre (Ruoff et al.,
2016), y movilizacion de acidos grasos no esterificados (AGNE), estos acidos grasos se
utilizan como fuente de energia por la B-oxidacion (Abdelli et al., 2017), pero cuando la
movilizacion de ellos es excesiva, se reestructuran como triacilglicerol (TAG). Unido a
este proceso, se activan vias hepaticas alternativas, destacando la formacion de cuerpos
cetdnicos como B-hidroxibutirato (B-HBA) y la formacion y almacenamiento hepatico de
colesterol (COL) (Sun et al., 2016).

Por lo tanto, este proyecto de investigacion pretende cuantificar AGNE, p-HBA, TAG y
COL durante el BEN, en vacas Holstein de la granja SEDENA No 1. San Juan, Querétaro,
con el fin de identificar su comportamiento a través del tiempo, a partir de mediciones
hematoquimicas.

MATERIAL Y METODOS

Ubicacion y animales. El experimento sigui6 las directrices del Comité Institucional de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Colima. El estudio se llevo a cabo con
250 sueros sanguineos, pertenecientes a 50 vacas Holstein, clinicamente sanas, con 660
+ 20 kg de peso vivo (PV) y 26.4 + 1.65 L/d de leche con 2.88 + 0.21 g/100 ml de proteina
lacteay 3.37 £ 0.56 g/100 ml de grasa lactea. Todas las vacas se localizaron en la granja
SEDENA No 1.de San Juan, Querétaro, México, a una altitud de 1,856 m. s. n. m., con
clima semiérido calido (Képpen, BSh) (Peel et al., 2007); con una temperatura promedio
de 21 °C. Los requerimientos nutricionales de las vacas se estimaron de acuerdo al (NRC,
2001). Las vacas fueron alimentadas dos veces al dia con racion totalmente mezclada
(RTM) de ensilaje de maiz, heno de alfalfa y semilla de algodon (tabla 1). Recibieron
adicionalmente, jabones calcicos de acidos grasos destilados de aceite de palma (By Fat;
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NOREL MEXICO., El Marqués-Querétaro, México) a razén de 400 g/d, 0.3 kg de
bicarbonato de sodio (NaHCO3), suplemento mineral con carbonato de calcio, sulfato de
magnesio, ortofosfato de calcio, minerales traza (tabla 2) y agua fresca a libre acceso.

Tabla 1. Composicion nutricional de la racién totalmente mezclada para vacas
en lactancia, granja SEDENA No 1. San Juan, Querétaro

Componentes, Materia Seca (MS) Alimento Referencia*
Proteina Cruda (PC), % 16.7 14.1
Energia Neta de Lactancia (EN.), Mcal/kg 1.82 1.75
Fibra Neutro Detergente (FND), % 31.6 29.0
Fibra Acido Detergente (FAD), % 22.0 19.0
Calcio (Ca?"), % 1.34 0.62
Fésforo (P?*), % 0.39 0.32
Magnesio (Mg?*), % 0.30 0.20
Potasio (K*), % 1.75 1.00
Sodio (Na*), % 0.45 0.22
Zinc (Zn?"), mglkg 58.0 43.0
Cobre (Cu?"), mg/kg 8.30 11.0
Cobalto (Co?*), mg/kg 0.70 0.11

*Requerimientos del NRC para una vaca Holstein con 680 kg de PV y 25 L/d de produccién de leche.

Tabla 2. Composicion del suplemento mineral para vacas en lactancia,
granja SEDENA No 1. San Juan, Querétaro

Calcio (Ca?"), g 96.50
Faésforo (P?*), g 25.40
Magnesio (Mg?), g 14.50
Cloruro de sodio (NaCl), g 48.60
Zinc (Zn?"), mg/kg > 25,600
Cobre (Cu?), mg/kg > 8,800
Cobalto (Co?*), mg/kg > 1,900
Metionina (Met), mg/kg > 81,800
Lisina (Lis), mg/kg > 37,700

Muestreo sanguineo. Al considerar que el pico de PL y el punto maximo de movilizacion
lipidica se localizan de manera comun a los 60 d p.p. (Guyot et al., 2017; Contreras et al.,
2018). Después del parto, el primer muestreo se realiz6 a los 7 d, el segundo a los 15 d
y los tres restantes a los 30, 45 y 60 d. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante
puncion en la vena coccigea, utilizando tubos al vacio de 8.5 ml, con activador de
coagulacion y gel separador (BD Vacutainer 367988; Becton- Dickinson Co., Franklin
Lakes, United States), después del primer ordefio de la mafana y antes de la
alimentacion. Para la obtencion del suero, las muestras se centrifugaron directamente en
los establos, a 1,500 x g durante 10 min, mediante una centrifuga portatil (Porta-Spin
C828; UNICO., Dayton, United States). Posteriormente, los sueros se separaron
utilizando tubos de 5 ml con tapa (Tubes 933008; Eppendorf., Madrid, Espafia), fueron
congelados a -20 °C (Biomedical Freezer MDF-U5412H-PE; PHC Europe B.V.,
Amsterdam, Holanda) y transportados con gel refrigerante durante un periodo méaximo de
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2 h, en una hielera flexible de 18 L (Cooler Flex Go M5644-710; The Coleman Company,
Kansas, United States), donde el suero permanecio congelado hasta su anlisis.
Determinacion de analitos bioguimicos. La concentracion de AGNE, B-HBA, TAG y
COL se determind por espectrofotometria (Biochemistry Analyzer ES-218 UV-Vis;
KONTROLab., Guidonia, Italia). Los analitos bioquimicos, el método analitico de cada
parametro, las unidades en que se expresaron los resultados y los reactivos comerciales
correspondientes, se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Analitos bioquimicos, unidades, métodos y reactivos comerciales correspondientes

Analito Unidad Método Reactivo
Acidos grasos no esterificados (AGNE) mM Enzimatico? FA 115?
B-hidroxibutirato (3-HBA) mM Enzimético® RB 10072
Triacilglicerol (TAG) mM Colorimétrico. Liquido® 410321
Colesterol (COL) mM Colorimétrico® 41020*

aSintetasa-Oxidasa-Peroxidasa; °B-hidroxibutirato deshidrogenasa; °Glicerolfosfato deshidrogenasa-peroxidasa; “Colesterol

oxidasa-peroxidasa; *Spinreact., Gerona, Espafia; Randox Laboratories., Irlanda del Norte, Reino Unido.

El espectro electromagnético se escaned de acuerdo a la ley de Beer-Lambert, cuya
ecuacion es:

;_(: — e—klc
donde:
I; = rango de luz captado por el tubo de fotocolorimetria;
Iy = rango de luz que sale del tubo de fotocolorimetria;
k = coeficiente de extincién molar;
[ = longitud (cm) del tubo de fotocolorimetria; y
c = concentracion de la muestra ubicada en el tubo de fotocolorimetria.

La precision y la veracidad para la reproducibilidad de las técnicas, se control6 mediante
la utilizacion de suero de control liofilizado (SPINTROL NORMAL 1002100; Spinreact.,
Girona, Espaia) y (Assayed Bovine Multi-Sera AL 1027; Laboratorios Randox, Irlanda del
Norte, Reino Unido). La hemdlisis del suero se registré en una escala cualitativa de 0
(nada) a 3 (oscuro). Sueros con interferencia por hemalisis con puntuacion 2 o superior,
fueron rechazados.

Analisis estadistico. Para el tratamiento de los datos obtenidos se utilizo el programa
estadistico (SAS, System, v. 9.0.2, Cary, NC). Los intervalos de confianza del 95%,
siguieron la recomendacion de la Federacion Internacional de Quimica Clinica (Solberg,
1987). Se determino la presencia de datos atipicos para cada analito. Todos los valores
con * 3 desviaciones estandar (DE) de la media fueron descartados. El conjunto de datos
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resultante se analizé6 mediante distribucién de Gauss, y los percentiles: P1o-Pgo y P25-P75
fueron determinados por (PROC UNIVARIATE; SAS, 2010). La comparacion entre
grupos (7, 15, 30, 45y 60 d p.p.), se llevé a cabo por (PROC ANOVA; SAS, 2010) e
histograma de frecuencia. Cuando se encontré efecto significativo por grupo (P < 0.05),
se realiz6 la prueba de comparacion multiple de Tukey.

RESULTADOS

Los estadisticos descriptivos para: AGNE, B-HBA, TAG y COL, determinado a partir de
250 sueros sanguineos de vacas Holstein, y sus respectivos valores de referencia
internacionales se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Media (x), desviacion estandar (DE), valor de referencia, intervalo de confianza (IC) y
percentiles (P10-Pgo) Y (P2s-P7s) para diferentes analitos bioquimicos, n = 250 sueros sanguineos
de vacas Holstein?

Analito x + DE Referencia® ICc P10-Pgo P2s-P7s

Acidos grasos no esterificados (AGNE) 0.10 £ 0.04 0.40 £ 0.20 0.10-0.11 0.05-0.16 0.10-0.11
B-hidroxibutirato (mM) 0.49 +0.16 0.41 +0.03 0.47-0.51 0.28-0.73 0.39-0.59
Triacilglicerol (mM) 0.11 +0.03 0.10+0.10 0.10-0.11 0.06 — 0.16 0.09 -0.14
Colesterol (mM) 3.94+1.15 2.59+0.51 3.79-4.08 2.50 - 5.57 3.08-4.72

2660 + 20 kg de peso vivo (PV) y 26.4 + 1.65 L/d de leche, con 2.88 + 0.21 g/100 mL de proteina lactea y 3.37 + 0.56 g/100 mL de

grasa lactea; °(Kaneko et al., 2008); intervalo de confianza al 95%.

La concentracion de AGNE, B-HBA y TAG, es consistente con los valores reportados
internacionalmente. EI COL mostré un valor ligeramente superior a la referencia. Los
AGNE no presentaron diferencias entre grupos, el B-HBA registr6 su valor mas alto (0.74
+ 0.08 mM) a los 15 d p.p., (tabla 5); su concentracion mas baja (0.27 £ 0.06 mM), se
cuantificé a los 60 d p.p. EI TAG mostr6é su concentracion mas alta (0.16 + 0.01 mM) a
los 60 d p.p; su valor mas bajo (0.05 + 0.01 mM), se registr6 a los 15 d p.p. La
concentracion de COL, cuantificé su valor mas alto (5.58 £ 0.39 mM) a los 60 d p.p; su
concentracion mas baja (2.32 £ 0.51 mM), se registr6 a los 15 d p.p.

Tabla 5. Comparacion de diferentes analitos bioquimicos, durante diferentes dias posparto,
n =50 vacas Holstein/grupo

7 15 30 45 60
Analito Dias posparto
Acidos grasos no esterificados (mM) 0.13 £0.05? 0.14 = 0.062 0.12 £ 0.02% 0.12 £0.03? 0.12 £ 0.01*
B-hidroxibutirato (mM) 0.57 £0.022 0.74 + 0.08° 0.48 £ 0.02¢ 0.40 + 0.01¢ 0.27 £ 0.06°
Triacilglicerol (mM) 0.11 +0.012 0.05 +0.01° 0.09 £ 0.01° 0.12+0.012¢  0.16 +0.01°
Colesterol (mM) 3.94 +£0.182 2.32£0.51° 3.28 £0.22¢ 4.56 +0.20¢ 5.58 + 0.39°

"Dentro de renglones valores con diferente letra difieren significativamente entre si (P < 0.05). Todos los datos son presentados por
media + DE. (P<0.05).
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DISCUSION

Durante el BEP, las vacas lecheras de alto valor genético, tienen una baja movilizacién
lipidica y su concentracion de AGNE es aproximadamente 0.25 mM (da Fonseca et al.,
2004). Concentraciones superiores a 0.40 mM indican BEN y una elevada movilizacion
lipidica (Oetzel, 2004). De acuerdo con esta referencia, ninguna de las vacas
muestreadas presento evidencia de una elevada movilizacion de lipidos, porque sélo tres
vacas superaron los 0.25 mM para AGNE. En los ultimos afios para discriminar entre
vacas sanas y vacas afectadas por cetosis subclinica, se han utilizado diferentes puntos
de corte entre 1 y 1.4 mM, con respecto a las concentraciones séricas de B-HBA
(Contreras et al., 2018).

En el presente estudio, los AGNE no presentaron diferencias entre grupos, pero se
observo un incremento de B-HBA a los 15 d p.p. (figura 1), y después se cuantificé un
descenso progresivo conforme avanzo la lactancia.
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0.50 A
0.40
0.30 A
0.20 A
0.10 A
0.00 . T . T .
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Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos indicados con letras

diferentes (P < 0.05). Todos los datos son presentados por media + DE.

Figura 1. Comparacion de B-hidroxibutirato a través del tiempo, n = 50 vacas Holstein

Estos datos sugieren que la concentracion de AGNE podria ser un indicador de cetosis
subclinica, menos eficiente en comparacion con el B-HBA. Suposicion consistente con lo
reportado por Ruoff et al. (2016) y Abdelli et al. (2017), quienes indicaron que durante el
periodo seco, el uso de AGNE es un mejor indicador de BEN en comparacién con el (3-
HBA, pero que en vacas p.p., el B-HBA es mas util.

El BEN presenta una inadecuada biosintesis de GLU, acompafada de una menor
estimulacion de las células B del pancreas, comprometiendo la liberacion de insulina
(Abdelli et al., 2017). En consecuencia, durante las primeras semanas p.p., se presenta
una marcada hipoglucemia (Jump, 2011). El metabolismo de las vacas lecheras,
responde a esta situacion con la hidrdlisis de TAG almacenados en el tejido adiposo,
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obteniendo AGNE que pueden ser oxidados dentro de la matriz mitocondrial hepética
(Garcia et al., 2015), para la produccion de acetil-Coenzima A (Wakil y Abu-Elheiga,
2009). Durante la condensacion consecutiva de acetil-Coenzima A, se obtiene
acetoacetato (AcAc), como producto alterno (Ruoff et al., 2016), y una parte de él se
reduce por la B-hidroxibutirato deshidrogenasa a B-HBA (Garcia et al., 2015). Por lo tanto,
durante los primeros dias de lactancia su concentracion se eleva ligeramente en
respuesta a la movilizacion lipidica, y desciende cuando el balance energético se vuelve
positivo (Sun et al., 2016). Esta informacion es congruente, con los resultados aqui
obtenidos (figura 1), ya que se observo el incremento de este analito hasta los 15 d p.p.,
y después se cuantificd un descenso progresivo conforme avanzé la lactancia.

Durante el BEN propio de la lactancia temprana, las reservas de grasa corporal se
movilizan y los AGNE transportados por albumina (ALB) (Imhasly et al., 2015), llegan al
higado donde se oxidan o se esterifican en TAG (Jump, 2011). La acumulacion temporal
de TAG en el higado de vacas lecheras es un proceso fisiolégico normal (Arglieso et al.,
2011). Todas las vacas tienen un grado moderado de lipidosis hepatica después del
periodo seco, y acumulan TAG en el higado durante los primeros dias p.p. (Abdelli et al.,
2017). Por lo tanto, esta acumulacién es parcialmente responsable de la baja
concentracion de TAG a los 15y 30 d en el torrente sanguineo (figura 2).
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Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos indicados con letras

diferentes (P < 0.05). Todos los datos son presentados por media + DE.

Figura 2. Comparacion de triacilgliceroles a través del tiempo, n =50 vacas Holstein

Con respecto al COL y su concentracion ligeramente por encima de la referencia, vale la
pena considerar los aportes nutricionales, ya que los alimentos altos en grasa pueden
elevar la concentraciéon de COL. Es mas, Duske et al. (2009) y Zarate-Martinez et al.
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(2011) indicaron que las vacas lecheras suplementadas con grasas inertes en rumen,
presentaron un ligero incremento en la concentracion sérica de COL. Esta informacion es
consistente con nuestros resultados, ya que a las vacas del estudio se les proporcionaba
jabones calcicos de acidos grasos destilados de aceite de palma (By Fat; NOREL
MEXICO., El Marqués Querétaro, México) a razon de 400 g/d.

Por otro lado, es oportuno sefialar que solo una pequefia parte del COL contenido en la
leche se origina de novo en la glandula mamaria; mientras que la captacion de COL
sanguineo durante las primeras semanas p.p., es mucho mas acentuada (Folnozi¢ et al.,
2015). Al respecto, Mani et al. (2009) y Mani et al. (2011) sefalaron que los transcritos
de acido ribonucleico mensajero (ARNm) de los transportadores ABCAl y ABCG1,
encargados de regular el ingreso de fosfolipidos y COL al interior de los lactocitos,
exhiben patrones diferentes a través de la lactancia, cuantificando su mayor expresion
antes de los 20 d p.p. Por tal motivo, el descenso de COL en el torrente sanguineo a los
15 d p.p. (figura 3) podria ser explicado por un aumento del flujo de COL a la glandula
mamaria, producto de la mayor expresion de los transportadores ABCA1y ABCGL.
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Se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos indicados con letras

diferentes (P < 0.05). Todos los datos son presentados por media + DE.

Figura 3. Comparacion de colesterol a través del tiempo, n =50 vacas Holstein

CONCLUSIONES

La concentracion de AGNE, B-HBA y TAG, es consistente con los valores reportados
internacionalmente. La concentracion de COL (3.94 = 0.18 mM), mostré un valor
ligeramente superior a las referencias. Los AGNE no presentaron diferencias entre
grupos (7, 15, 30, 45y 60 d p.p.); el B-HBA registro su valor mas alto (0.74 + 0.08 mM) a
los 15 d p.p., y mas bajo (0.27 £ 0.06 mM) a los 60 d p.p. Los TAG y el COL mostraron
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su concentracién mas alta (0.16 £ 0.01 mM y 5.58 + 0.39 mM respectivamente) a los 60
d p.p., y la més baja (0.05 £ 0.01 mMy 2.32 + 0.51 mM respectivamente) a los 15 d p.p.
Los intervalos de confianza calculados se podrian utilizar a nivel hato para detectar
situaciones de alerta, cuando al menos 5 % de las vacas; en la muestra se situen fuera
del intervalo de referencia.
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