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RESUMEN
El objetivo de este estudio fue caracterizar el comportamiento bioquimico sanguineo durante
el periodo de transicion del ganado lechero y su relacion con las enfermedades metabolicas.
El estudio se realizé en una explotacion de sistema intensivo y se seleccionaron 64 vacas
Holstein Friesian. La sangre fue obtenida a los -21, -10, 0, +10 y +21 dias (d) en relacién con
el parto para medir las concentraciones séricas de acidos grasos no esterificados (AGNE),
beta-hidroxibutirato (BHB), glucosa, calcio (Ca), colesterol, triglicéridos, lipidos totales,
albumina, proteinas totales, creatinina, nitrogeno ureico (BUN), fosfatasa alcalina (ALP),
aspartato aminotransferasa (AST), alanin aminotransferasa (ALT) y g-glutamil transferasa
(GGT) utilizando un espectrofotometro de quimica himeda de la marca Bio Systems BTS-
350. La concentracion de glucosa (2.9256 + 0.0837 mmol/L) present6 una fuerte disminucion
al +10 d correlacionandose negativamente con un incremento de BHB (0.9161 + 0.1108
mmol/L) y AGNE (0.3776 + 0.0391 mmol/L) (P>0.05). La concentraciéon de colesterol y
lipidos totales aumento después del parto, presentando los valores mas altos al +21 d (2.5756
+ 0.0960 mmol/L y 308.9175 + 15.5517 mg/dL, respectivamente). Por su parte, la
concentracion de calcio registr6 una disminucion progresiva desde -10 dias (2.8019 £ 0.0801
mmol/L) para alcanzar los valores mas bajos en la lactancia temprana (P>0.05) y reportar al
+10 d la concentracion mas baja (2.3161 £ 0.0779 mmol/L). La AST presentd los valores
mas bajos en el preparto, registrando un incremento hasta alcanzar al +10 d el valor mas alto
(123.2419 + 7.1857 UI/L) (P>0.05). En el caso de la GGT (P<0.05), ésta aumentd después
del parto, presentando su valor mas alto al +21 d (20.3500 £+ 1.2666 UI/L). La concentracion
de proteinas totales registré un incremento a partir del +10 d para alcanzar el valor mas alto
al +21 d (66.2333 £ 1.0768 g/L) (P>0.05). Los valores de Urea fueron obtenidos por los
resultados del valor de nitrégeno ureico y fueron transformados por el factor 0.357 para
obtener las concentraciones de Urea. Los valores de urea si mostraron diferencia significativa
(P<0.05) siendo mayor en el postparto y alcanzando su valor mas alto al +10 d (5.3191 +
0.2737 mmol/L). Los primeros 10 dias postparto son la etapa donde se refleja la mayor
exigencia metabdlica de los componentes bioquimicos energéticos y proteicos en la vaca
lechera, poniendo en evidencia la complicacion para combatir la demanda de energia en el

postparto temprano en la vaca lechera.

Palabras clave: Periodo de transicion, vaca lechera, metabolismo energético, glucosa.



INTRODUCCION

En México, la importancia del sector primario dedicado a la produccion de leche radica en
que ocupa la cuarta parte en la produccion pecuaria y dentro de la industrializacion de los
alimentos ocupa el tercer lugar de importancia en el pais (FIRA, 2001). Existen cuatro
sistemas de producciéon que se diferencian por el grado de tecnificacion y condiciones
agroecologicas en especializado, semiespecializado, doble propdsito y familiar o traspatio.
El uso de tecnologias y la implementacién de manejos cada vez mas eficientes ha tenido
efecto en un incremento de la produccion de leche; durante la década del 2000 al 2010 la

produccion de leche ha tenido un crecimiento anual del 1.74% (SAGARPA, 2010).

En Aguascalientes, la produccion de leche se encuentra en una de las cuencas de produccion
con mayor importancia del pais (Cervantes y col., 2001) y el sistema de produccion intensivo
con el que se cuenta, asi como la eficiencia en el manejo de los animales con alto mérito
genético ha hecho posible que se haya registrado un incremento anual del 9.0% en el periodo
de 1980 a 2003 (Rodrigo y col., 2007). En términos generales el nimero de vacas se ha
mantenido, pero la produccion de leche ha incrementado debido a la eficiencia de produccion

en cada lactancia (SIAP, 2018).

A pesar de la investigacion cientifica con la que se cuenta en areas de nutriciéon y manejo de
la vaca lechera moderna, el periodo de transicién contintia siendo un area de oportunidad
para los investigadores y un problema en diversas explotaciones lecheras (Overton y

Waldron, 2004).

El periodo de transicion comprende las ultimas 3 semanas antes y las 3 semanas después del
parto (Samanc y col., 2015) y representa el periodo de mayor exigencia metabolica y el mas
critico en todo el ciclo de su lactancia debido a una mayor incidencia de enfermedades de
origen metabolico (Alvarenga y col., 2015). Durante este periodo, ocurren diversos cambios
en el metabolismo lipidico impactados por la demanda energética del feto y la lactogénesis
correlacionandose con el riesgo de enfermedades en el postparto (Newman y col., 2016). Las
principales enfermedades con mayor incidencia en el postparto temprano son la
hipocalcemia, retencion de placenta, cetosis e higado graso y son las responsables de grandes

pérdidas econdémicas al empresario ganadero, McArt y col. (2015), mencionan un costo



promedio por caso de cetosis en 289 dolares. El higado graso es conocido como el mayor
desorden metabolico en vacas lecheras (Beitz, 2014) y se asocia con problemas de salud en
la lactancia temprana (Tharwat y col., 2012) debido a que experimentan un estado metabolico
de alta intensidad energética, teniendo la concentracion de BHB una correlacion positiva con
estrés oxidativo y apoptosis hepatica lo cual lleva a la oxidacion y al desequilibrio

antioxidante y lesiones hepaticas (Song y col., 2016).

Es por eso que se vio la necesidad de realizar este estudio para caracterizar el comportamiento
de los parametros bioquimicos en el periodo de transicion y como éstos interactuan para hacer
susceptible la salud de la vaca a sufrir trastornos de origen metabdlico en la lactancia

temprana.

Aunque existe informacion acerca de las alteraciones producidas en las vacas lecheras en el
periodo de transicion, es importante tomar en cuenta que la caracterizacion de los pardmetros
bioquimicos es esencial para el control del estado de salud de los hatos lecheros y es por eso
que este estudio se realiz6 para evaluar la condicién interna del cuerpo, la funcién hepatica
en vacas en sistemas intensivos y el curso de los cambios metabdlicos. Asi mismo algunos
trastornos metabolicos se presentan de forma subclinica y son desapercibidos para la mayoria
de los ganaderos, generando grandes pérdidas econdmicas al disminuir la produccion de
leche, predisponer la salud de la vaca a sufrir alteraciones y afectar el comportamiento

reproductivo.



1. ANTECEDENTES

1.1. Importancia del ganado lechero en el Mundo y en México

La produccion de leche como actividad primaria, su industrializacion y comercializacion de
cada uno de los productos lacteos constituyen un tema de relevancia econdmica nacional
(Loera y Banda, 2017). La produccion de leche ocupa la cuarta parte en la produccion
primaria, ademas de que dentro de la industrializacion de los alimentos ocupa el tercer lugar
de importancia econdmica en el pais (FIRA, 2001). A través de los afios, la produccion de
leche se ha visto afectada por la crisis econémica mundial, teniendo efectos en los precios de
este alimento y perjudicando el precio a nivel nacional (SAGARPA, 2010). Por lo anterior,
la eficiencia dentro de cada una de las unidades ganaderas y por ende el incremento en su
produccion es uno de los desafios dentro de un mundo globalizado y con mercados cada vez

mas competitivos (Loera y Banda, 2017).

En México, existen cuatro sistemas de produccion que se diferencian por el grado de
tecnificacion y condiciones agroecologicas, reflejando diferentes niveles de productividad,
estos son: especializado, semiespecializado, doble proposito y familiar o traspatio. La
deficiencia en la produccion nacional y la demanda en el consumo de leche, es una de las
principales razones por las que México ocupa el primer lugar como importador de leche en
polvo y como medida para compensar la insuficiencia en la produccion, se importan 2,000
millones de litros anuales lo que representa el 20% de la produccion nacional (Loera y Banda,

2017).
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Figura 1. Produccion nacional de leche de bovino 1991-2018 (Fuente: SIAP, 2018).

Especificamente, la produccion de leche en el estado de Aguascalientes representa el 4.1%
de la produccion nacional (INEGI, 2005), ademas de que Aguascalientes esta posicionado en
una de las cuencas lecheras con mayor importancia en el pais (Cervantes y col., 2001). El
sistema de produccidn intensivo con el que se cuenta y la eficiencia en el manejo de los
animales con alto mérito genético ha hecho posible que se haya registrado un incremento

anual del 9.0% en el periodo de 1980 a 2003 (Rodrigo y col., 2007).

A pesar de que en general el numero de vacas se ha mantenido, la produccion de leche ha
incrementado debido a la eficiencia en cada lactancia (SIAP, 2018). Sin embargo, en los
ultimos afios la eficiencia de conversion de energia a leche a tenido un aumento en la
incidencia de problemas de salud que originan pérdidas en la produccién de leche y una

ineficiencia en la reproduccion (Hayirli y col., 2002).

La nutricion del ganado lechero continua siendo un area importante para el logro de estos
indices de produccidn, orientando las estrategias nutricionales a la disminucién y prevencion
de los problemas de salud. Para poder entender las estrategias nutricionales y los diferentes
manejos aplicados en el periodo de transicion, es fundamental el conocimiento de la
fisiologia de la vaca moderna alta productora para poder brindar confort, bienestar y salud y

que esto se vea reflejado en un impacto econdmico positivo para el ganadero.
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1.2. Periodo de transicion en la vaca lechera moderna

A pesar de que se cuenta con mucha informacion cientifica sobre la fisiologia y nutricion de
vacas en transicion, €sta etapa de produccién continua generando mucha incertidumbre
debido a que sigue siendo un problema en diversas explotaciones lecheras, abriendo la puerta
a constantes investigaciones (Overton y Waldron, 2004). De acuerdo a una investigacion de
la Universidad de Minnesota, los mismos autores mencionan que aproximadamente el 25%
de las vacas de desecho en el periodo comprendido de 1996 al 2001 ocurrié durante los
primeros 60 dias de lactancia, con una proporcion adicional pero incierta que abandon¢ al

final de la lactancia y relacionado a problemas durante el periodo de transicion.

El sistema nacional de monitoreo en salud animal del ganado lechero (National Animal
Health Monitoring System) en el 2008 menciona que las principales causas de desecho en
ganado lechero son mastitis clinica, infertilidad, laminitis, retencion de placenta, problemas
reproductivos, fiebre de leche y desplazamiento de abomaso y el 16.2% de las vacas lecheras
son desechadas del hato antes de los 50 dias en produccion, relaciondndose con desordenes
directamente asociados con el exceso de la condicion corporal (Beitz, 2014) . El exceso en
la condicién corporal al parto o aquellas vacas que pierden peso excesivamente, se relacionan
con una disminucion en la capacidad reproductiva y con un incremento en la incidencia de
problemas metabolicos como cetosis e higado graso, asi como de distocias, retencion de

placenta, metritis, fiebre de leche, laminitis, ovarios quisticos y mastitis (Beitz, 2014).

Es por ello que la importancia del periodo seco (parte del periodo de transicion) radica en
que interviene en la produccion, equilibrio energético y la salud de la vaca en su siguiente
lactancia (van Knegsel y col., 2013) ademas de que su duracién influye en el metabolismo de
la vaca lechera. Para ello, Weber y col. (2015) mencionan que la duracion del periodo seco
tiene impacto en la condicion corporal y movilizacion de grasa antes del parto que ocasionan

una mayor incidencia de desérdenes metabolicos en la transicion.

El periodo de transicion comprende las Gltimas 3 semanas antes y las 3 semanas después del
parto (Samanc y col., 2015) y representa el periodo de mayor exigencia metabdlica y por lo
tanto, el mas critico en todo el ciclo de su lactancia debido a una mayor incidencia de
enfermedades de origen metabolico (Alvarenga y col., 2015). Durante este periodo, ocurren
diversos cambios en el metabolismo lipidico impactados por la demanda energética del feto

y la lactogénesis correlacionandose con el riesgo de enfermedades en el postparto (Newman
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y col., 2016) como mastitis, desplazamiento de abomaso, metritis y cetosis, enfermedades
que son consideradas con mayor impacto econdomico en el hato lechero (Sordillo, 2016). En
este periodo, la salud y la productividad se deben mantener y son uno de los retos mas
complicados dentro de la produccion de leche (Zarate y col., 2016). Una de las consecuencias
de los desoérdenes metabolicos es el sacrificio de vacas con alto valor genético que repercute
en la economia del hato, por lo tanto, entender la fisiologia del periodo de transicion es
necesario para poder implementar esquemas de manejo que resulten en la optimizacion y

rentabilidad de los hatos lecheros (Overton y Waldron, 2004).

1.3. Fisiologia de la vaca moderna alta productora durante el periodo de transicion

Para que las vacas inicien su lactancia con éxito, éstas se deben de adaptar a los cambios
metabolicos asegurando el incremento de la sintesis de glucosa y movilizacion de reservas
de grasa corporal y con esto cumplir la demanda energética, asi como la movilizacion de
calcio para garantizar la homeostasis al inicio de la lactancia. Considerando el metabolismo
energético, la necesidad de glucosa para la sintesis de lactosa en la glandula mamaria se
convierte en la demanda metabolica principal durante las primeras semanas de la lactancia

(Overton y Waldron, 2004).

Los mejores sustratos para la gluconeogénesis hepética en rumiantes son el propionato con
su origen en la fermentacion ruminal, acido lactico desde el ciclo de Cori, los aminoécidos
gluconeogénicos, el glicerol y acidos grasos libres (AGL) liberados durante la lipolisis del
tejido adiposo. Especificamente, la alanina es el principal aminodcido gluconeogénico pues
su concentracion incrementa de 2.3% al dia nueve preparto a 5.5% al dia 11 postparto
(Overton y Waldron, 2004). A pesar de que los aminoacidos no son importantes en términos
para la cantidad de leche, éstos si serviran de soporte como sustratos para la gluconeogénesis

inmediatamente después del parto (Overton y Waldron, 2004).

El mismo autor explica que una de las adaptaciones metabolicas clave es la movilizacion de
reservas corporales y basicamente de tejido adiposo (lipolisis), mecanismo que aporta energia
cuando el insumo de la misma es insuficiente por parte de la dieta. Esta movilizacion
ocasiona la liberacion de acidos grasos no esterificados (AGNE) al torrente sanguineo que
seran usados como fuente de energia, sin embargo, el higado no tiene la suficiente capacidad
para metabolizar una alta liberacion de AGNE y es asi como las vacas en transicion estan

predispuestas a la acumulacion de triglicéridos en el tejido hepatico.
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Los avances en nutriciéon y manejo en ganado lechero han tenido un gran impacto en la salud
y han minimizado los desequilibrios internos en la vaca lechera que pueden originar el

desarrollo de enfermedades clinicas (Neves y col., 2017).

1.4. Nutricion de la vaca lechera

En la actualidad, las altas producciones de leche han ocasionado un incremento en los
requerimientos energéticos para mantenimiento y la sintesis de leche, y estos se ven influidos
por el consumo de materia seca (CMS) que en la lactancia temprana se encuentra disminuido
(Zarrin y col., 2017). La importancia del estado nutricional de las vacas lecheras radica en el
sentido de que es el encargado del funcionamiento y mantenimiento del sistema inmune
(Sordillo, 2016) por lo que las estrategias nutricionales deben ser encaminadas a mantener el
estado de salud, minimizando la lipomovilizacion y acelerando la eliminacion de AGNE para

reducir los efectos adversos que estos ocasionan (Yu y col., 2016).

Estudios realizados en el periodo de transicion muestran que la composicion energética de
la dieta en preparto tiene efectos sobre el metabolismo lipidico, funcionamiento hepatico y

en la salud de la vaca en la lactancia temprana (Davis y col., 2013).

1.4.1. Requerimientos energéticos y proteicos de la vaca lechera moderna.

Los esquemas nutricionales implementados por la industria lechera en Estados Unidos para
vacas lecheras durante el periodo seco son dos. El primero empleado para el grupo de vacas
recién secas que va desde el momento del secado hasta los 21 dias antes del parto y el segundo
enfocado en vacas en periodo preparto comprendido por los tltimos 21 dias antes del parto.
EINRC (2001) recomienda para la dieta del grupo de vacas recién secas que la dieta contenga
1.25 Mcal de energia neta de lactancia (ENL)/kg de materia seca (MS) (8.2 MJ de energia
metabolizable (EM)/kg MS) y para el grupo de vacas en preparto 1.54 a 1.62 Mcal ENL/ kg
MS (10.3 MJ de EM/kg de MS). La razon por la que se maneja una dieta baja en energia en
el secado temprano, es con la finalidad de evitar, o en su caso minimizar, la ganancia de
condicion corporal. Caso contrario sucede en el periodo preparto, donde se busca incrementar
la densidad energética para la preparacion de la vaca al parto e inicio de la lactancia (Overton
y Waldron, 2004). Asi mismo, los mismos autores mencionan que al alimentar las vacas
durante todo el periodo seco con dietas altas en energia o con un promedio de 37 dias de

estancia en preparto, se relaciona con efectos negativos de salud y produccion.
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1.4.2. Estrategia de alimentacion con Carbohidratos.

Diversas investigaciones han relacionado el contenido energético con la presencia de
carbohidratos no fibrosos (CNF) en la dieta. Overton y Waldron y col. (2004) refiere la
importancia de dietas altas en CNF en el periodo seco para un adecuado desarrollo de papilas
ruminales y asi favorecer la absorcion de AGV. Independientemente del efecto sobre el
epitelio ruminal, es importante que las dietas contengan altas proporciones de CNF para
proveer una exitosa adaptacion de los microbios ruminales a las dietas de lactacion y un
aumento en la produccion de propionato que sirva de apoyo a la gluconeogénesis hepatica

(Ingvartsen y Andersen, 2000).

En estudios hechos por Overton y Waldron y col. (2004) reportan que al incrementar la
fermentacion de los CNF durante el periodo preparto con ayuda de maiz rolado (390 g/kg
contenido total de CNF) se vio un aumento en el consumo de materia seca y disminucion de
AGNE en preparto debido al aumento en el consumo de carbohidratos fermentables, asi como
un aumento de la produccion de leche y de la concentracion de insulina en el postparto. Con
esto, Hayirli y col. (2002) y Overton y Waldron y col. (2004) reportan que el consumo de
materia seca (CMS) esta positivamente correlacionado con el contenido de CNF en la dieta

de preparto.

1.5. Herramientas diagnosticas para el monitoreo de los analitos: Perfil metabolico

Existen herramientas diagnosticas que nos ayudan a monitorear el estado de salud de los
animales de una manera temprana y poder incidir de forma precoz en la toma de decisiones.
Una de ellas es el analisis de los metabolitos séricos debido a que proporcionan realmente el
estado de salud a corto plazo (Chapinal y col., 2012). El analisis del perfil metabolico nos
muestra la situacion proteica, energética y mineral, para poder hacer ajustes o en su caso
cambios que nos permitan evitar o minimizar la incidencia de problemas en el periodo de

transicion (Zarate y col., 2016).

Zarate y col. (2016) define al perfil metabdlico como “una serie de pruebas analiticas
especificas, ejecutadas en combinacién y utilizadas como una herramienta diagndstica
orientada a evaluar la salud del rebafio; es un examen complementario utilizado en la

evaluacion y diagnostico de las enfermedades de la produccion” (Zarate, 2016, p.36).
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1.6. Transcurso hacia la aparicion de las enfermedades metaboélicas

1.6.1. La vaca lechera y sus trastornos metabdlicos.

Las diferentes variaciones metabodlicas que se presentan en el ganado lechero durante el
periodo de transicion se encuentran coordinados por cambios en las concentraciones
plasmaticas de hormonas y metabolitos, de tal forma que buscan asegurar los requerimientos

nutricionales durante ese periodo (Rhoads y col., 2004).

Al inicio de la lactancia, la vaca se encuentra inmunodeprimida y con una disminucion severa
en el CMS aunado a los efectos de origen hormonal que son influenciados en el transcurso
del parto y que son contrastados con la alta produccién de leche de las vacas modernas
(Roberts y col., 1981). Por otra parte, los autores Goff y Horst (1997) mencionan que la
disminucion en el consumo de alimento es debido a los péptidos opioides enddgenos que se
encuentran presentes durante toda la gestacion a muy bajas concentraciones, por lo que
acercandose al parto, la B-endorfina y la encefalina se incrementan y debido a que son
agonistas de los receptores opioides actian aminorando la motilidad gastrointestinal

afectando el CMS.

La disminucion en el CMS antes del parto y debido a que los requerimientos energéticos
actuales para la sintesis de leche no son cubiertos, la vaca se ve afectada por un estado de
balance energético negativo (BEN) que se ve influenciado por la alta produccion de leche
(Zarrin y col., 2017). Este BEN es caracterizado por diversos cambios en los metabolitos
sanguineos y en el perfil hormonal (Piccione y col., 2012) y es asociado con efectos negativos
sobre la produccion y la salud animal (Hammon y col., 2006). E1 BEN que se produce en la
lactancia temprana es relativamente normal, sin embargo, un exceso de BEN resulta en un
detrimento de la salud y produccion de leche en su lactancia y su duracion y severidad esta
dada por la disminucion en la concentracion de glucosa y el incremento en la concentracion

de AGNE y Beta Hidroxi-Butirato (BHB) en el plasma sanguineo (Barberio y col., 2017).

Parte del incremento de la concentracion de AGNE es debido a la alta concentracion de la
hormona del crecimiento (HC) que se encuentra presente en la lactancia temprana,
ocasionando lipolisis para inducir la movilizacién de AGNE hacia el higado para obtener
energia (Rhoads y col., 2004). En el higado los AGNE cuentan con tres rutas metabolicas

que son, la generacion de moléculas de adenosin trifosfato (ATP) en las mitocondrias

16



hepaticas a través de su completa oxidacion, la produccion de cuerpos cetdnicos
(principalmente BHB) por su incompleta oxidacion y la re-esterificacion a triglicéridos (Yu
vy col., 2016) que pueden ser acumulados en el higado o ser transportados al torrente
sanguineo como lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Gross y col., 2013). Durante
el periodo de transicion se han reportado bajas concentraciones de lipoproteinas y se ha
relacionado con un incremento de esteatosis hepatica que provoca una incapacidad de
transportar triglicéridos y colesterol en forma de VLDL (Mazur y col., 1992). Yu y col. (2016)
reportan que la colina y metionina son nutrientes que estan involucrados en el transporte de
lipidos hepaticos debido a que son necesarios para la sintesis de fosfatidilcolina lo que facilita
el transporte de los VLDL fuera del higado. En el estudio realizado por Yu y col. (2016)
reportan que la suplementacion con Colina protegida, Metionina protegida o con ambas
suplementaciones (Colina y Metionina en la misma dieta) disminuy6 la concentracion de
colesterol y LDL, pero incremento la concentracion de VLDL y Apo B. En otros estudios,
han demostrado que la deficiencia de colina y metionina ocasionan un incremento en la
incidencia de infiltracién de grasa en el higado (Ardalan y col., 2011) por lo que estos
nutrientes son considerados esenciales en la alimentacion del ganado lechero (Yu y col.,
2016) disminuyendo el acimulo de triglicéridos, de produccion de BHB y AGNE, lo que
mejora el balance energético y la salud hepatica de las vacas en periodo de transicion (Cooke

v col., 2007).

Por otro lado, la incapacidad en el metabolismo de la glucosa y el calcio en el periodo
preparto, tiene como consecuencia en un incremento en la incidencia de enfermedades
metabolicas, que puede ser debido a una disminucion en el aporte de glucosa y calcio para
un correcto funcionamiento del sistema inmune (Martinez y col., 2012) debido a que la
glucosa es la principal fuente de energia para todos los leucocitos y su disponibilidad es
esencial para la activacion y funcionamiento del sistema inmune (Sordillo, 2016). Con lo
anterior se hace referencia a una etapa decisiva y de vital importancia para la vaca en su

siguiente lactacion con efectos directos sobre la salud, produccion de leche y reproduccion.

1.6.2. Consumo de materia seca en el periodo de transicion.
La disminucién en el CMS y el incremento del BEN hace susceptible a la vaca a
enfermedades debido al detrimento de la capacidad funcional del sistema inmune (Sordillo,

2016). Hayirli y col. (2002) reportan que en el periodo preparto el CMS disminuye alrededor
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del 32.2% y de ese porcentaje el 88.9% ocurrid en la tltima semana de gestacion, siendo mas
notorio en las vacas primiparas que en las multiparas, caso contrario a lo que reportaron
Megahed y col. (2017) donde fue mas bajo en multiparas. Huzzey y col. (2005) mencionan
que el tiempo invertido en la alimentacion es variable en el periodo de transicion, reportando
mayor tiempo de alimentacion en preparto con un promedio de 86.8 £ 2.95 min/dia en
comparacion con el postparto con un promedio de 61.7 = 2.95 min/dia, aunque en este ultimo

hubo un incremento diariamente de 3.3 min/dia.

En el trabajo realizado por Zarrin y col. (2017) refieren que el CMS fue mas bajo en preparto
con 15.7 £ 0.9 kg MS/dia en comparacién con el postparto temprano con un consumo de 18.6
+ 0.4 kg MS/dia. En otro estudio, con la adicion de dietas acidogénicas, Megahed y col.
(2017) reportaron un CMS promedio en preparto de 10.7 £ 2.9 y de 7.9 £ 1.5 kg/dia en vacas
multiparas y primiparas respectivamente, con una disminucion en vacas multiparas de 9.8 =
4 kg un dia antes del parto. En el estudio realizado por Leno y col. (2017) reportaron una
correlacion negativa entre la diferencia de aniones y cationes en la dieta (DCAD) y el CMS,
mencionan que a pesar de que no hubo una gran diferencia entre tratamientos, si fue
estadisticamente significativo (P=0.01), registrando un CMS en preparto de 14.0 y 13.2 kg/d
para los grupos de mediano y bajo nivel DCAD respectivamente, sin embargo, el CMS en el

postparto incremento linealmente con la disminucion del DCAD, siendo para el grupo

mediano de 20.2 y para el grupo bajo de 21.3 kg/d (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comportamiento del consumo de materia seca (CMS) comprendido desde el preparto y

hasta las nueve semanas de lactancia, influenciados por el nivel de DCAD en la dieta.

Mediano Bajo
Control DCAD  DCAD
CMS preparto (kg/d) 13.60 14.00 13.20
CMS postparto (1-3 semana 20.20 20.90 21.30
postparto) (kg/d)
CMS postparto (1-9 semana 23.50 24.40 24.00
postparto) (kg/d)
Recuperado de Leno y col. (2017).
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Por todo lo anterior se pone en evidencia la disminucion del CMS que se presenta en preparto
con respecto al postparto relacionandose con diferentes factores, entre ellos la densidad
energética (Newman y col., 2016) y el manejo de la diferencia de aniones y cationes de la

dieta (Leno y col., 2017).
1.7. Principales enfermedades metabdlicas en la vaca lechera moderna

1.7.1. Hipocalcemia.

Las adaptaciones hormonales y metabdlicas que se involucran en el periodo seco y al inicio
de la lactancia pueden predisponer a la vaca a desbalances en la homeostasis macromineral
que ocasionan trastornos subclinicos con impacto en la salud y en el rendimiento del ganado
lechero (Neves y col., 2017). En la vaca lechera, ocurren adaptaciones fisioldgicas que
mantienen el estado de calcio normal, sin embargo, la vaca esta predispuesta a que fallen las
adaptaciones debido a la alta demanda de Ca al inicio de la lactancia por la sintesis de calostro
e incremento en la produccion de leche que contrasta con la baja demanda por el feto en el
preparto y comprometiendo sistémicamente la calcemia y predisponiendo a la vaca a la

presencia de hipocalcemia clinica o subclinica (Leno y col., 2018).

La hipocalcemia subclinica es definida como una disminucion en la concentracion de Ca
sanguineo <2.1 mmol/L (8.4 mg/dL) (Chapinal y col., 2012; Neves y col., 2017) donde no
hay evidencia de signos asociados con paresia postparto y es asociado con problemas de
salud en las vacas parturientas, disminucion de la produccion lactea, desordenes
reproductivos (Neves y col., 2018), disminucion de la motilidad intestinal y CMS (Martinez
v col.,2014), concentraciones elevadas de marcadores del BEN y comprometiendo al sistema
inmune (Martinez y col., 2012). Por lo anterior, es considerada como una de las principales
enfermedades que afectan a las vacas lecheras en el postparto temprano (Neves y col., 2018)
que afectan el bienestar, debido al aumento en la incidencia de enfermedades metabolicas e
infecciosas y el riesgo de desecho en la lactancia temprana (Chapinal y col., 2012; Martinez

ycol., 2012).

Dias antes del parto e inicio de la lactancia, la vaca esta expuesta a un incremento en la
demanda de calcio debido a la sintesis y secrecion del calostro, siendo mas notable en vacas
multiparas (Megahed y col., 2017). La homeostasis del calcio se mantiene debido a la accion

de la hormona paratiroidea (PTH) y del calcitriol (Vit. D3) (Ramberg y col., 2017)
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produciendo resorcion oOsea y absorcion gastrointestinal de calcio (Martin-Tereso y
Verstegen, 2011) y disminucion en la excrecion urinaria (Griinberg y col., 2011). La
hipocalcemia subclinica es una condicion comun en el ganado lechero especialmente en los
primeros dias postparto (Reinhardt y col., 2011) y es debido a un desorden metabolico en la
movilizacion de calcio 6seo para mantener la concentracion adecuada en sangre (Jesse P.
Goft, 2008). Sin embargo, Megahed y col. (2017) mencionan que desde el preparto la

concentracion tiende a disminuir en vacas multiparas, pero no en primiparas.

Martinez y col. (2012) en su estudio reportaron un punto de corte (<8.59 mg/dL) con respecto
a la concentracion de calcio en el organismo observado entre el dia uno y tres postparto,
relacionandose con la disminuciéon de neutréfilos y de la capacidad fagocitaria,
predisponiendo a la vaca a enfermedades uterinas, asi como al incremento de la
lipomovilizacion debido al aumento de la concentracion de AGNE y BHB que se ve reflejada
en los primeros 12 dias postparto. La intensa lipomovilizacion que se presenta en el posparto
temprano y un aumento en la concentracion de AGNE comprometen la disponibilidad de

nutrientes y la capacidad funcional del sistema inmune (Sordillo, 2016).

La disminucion en la concentracion de calcio esta relacionada con disminucion en el CMS,
situacion que se presenta en vacas que pierden condicion corporal en el periodo de transicion
(Sheehy y col., 2017) y que esta fuertemente asociado con la edad (Megahed y col., 2017).
En el mismo estudio, Megahed y col. (2017) mencionan que la concentracion de calcio
plasmatico a las 24 h después del parto no presenta asociacion lineal con el CMS, con la
produccion de leche al primer ordefio y con la proyeccion de leche a 305 dias (Megahed y
col., 2017) debido al tiempo en que es analizada la sangre respecto al parto, siendo este un
factor a tomar en cuenta cuando se determinara la asociacion entre la hipocalcemia subclinica
y sus efectos posteriores (Neves y col., 2017). Respecto al mismo estudio clasificaron como
concentracion normal de calcio, cuando la concentracion a una semana antes del parto, dentro

de las primeras cuatro horas y dos dias postparto fue >2.1 mmol/L (Neves y col., 2017).

La incidencia de hipocalcemia subclinica en Estados Unidos al momento del parto en vacas
de primera, segunda y mas de tres lactancias fue del 25%, 41% y >54% (Reinhardt y col.,
2011; Martinez y col., 2016a) y la utilizacion de dietas acidogénicas durante las tltimas tres
semanas antes del parto es una de las alternativas para disminuir la incidencia de este

trastorno (Megahed y col., 2017) asi como la suplementacioén con bolos de Ca debido a que
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proporcionan una moderada pero sostenible concentracion de calcio en sangre (Blanc y col.,

2014).

La prevencion de la hipocalcemia se basa principalmente por medio de la alimentacion, en
donde se restringen los cationes, principalmente sodio y potasio (NRC, 2001). La
alimentacion con DCAD negativo disminuye la severidad y duraciéon de bajos niveles de Ca
sanguineos alrededor del parto debido a la acidosis metabdlica que se genera (Leno y col.,
2017). La fisiologia de las dietas con bajo DCAD es reestablecer la sensibilidad de los tejidos
a la hormona paratiroidea (PTH) que en estados alcalinos se encuentra deprimida,
activandose a un pH urinario menor a 6 (Goff y col., 2014) y ocasionando un incremento en
la reabsorcion 6sea o en la eficiencia de absorcion de Ca intestinal o ambos alrededor del
parto (Leno y col., 2017). Sin embargo, en estudios reportan que al disminuir el DCAD el
CMS disminuy6 linealmente (Charbonneau y col., 2010), por lo que Weiss y col. (2016)

reportaron que la reduccion del pH urinario menor a 6.5 no afecté el CMS.

En el estudio realizado por Leno y col. (2017) reportaron con el uso de dietas bajas en DCAD
una disminucion en la prevalencia de hipocalcemia subclinica en vacas adultas tomando en
cuenta el punto de corte (<2.125 mmol/L) a 1 DEL, asi como un incremento en la produccion
de leche a la primera y tercera semana de lactaciéon (P=0.03) pero sin ninguna diferencia
significativa en la produccion de leche acumulada hasta la semana nueve (P=0.18) y
afectando la calidad de leche en cuanto al porcentaje de proteina. A pesar del nimero de
lactancias, vacas con concentraciones de Ca en preparto de <2.4 mmol/L fueron 40% mas
propensos a presentar hipocalcemia subclinica, que los animales con mayor concentracion
(Neves y col., 2017) y consideran como factor de riesgo de presentar hipocalcemia subclinica

a los 2 DEL la presencia de cojeras (Neves y col., 2017).

En otro estudio, Neves y col. (2018) encontraron que la concentracion de Ca a 1 DEL en
primiparas y multiparas se asoci6 con la produccion de leche durante las primeras 15 semanas
de lactacion (P= 0.01), pero no a los 2, 3 y 4 DEL (P=0.32, 0.65 y 0.94 respectivamente),
incrementando 2.9 kg & 0.8 kg con concentracion de Ca <2.15 mmol/L (40% de la poblacion,
55/137) en contraste con las que tuvieron concentraciéon >2.15 mmol y mencionan como
variable con efecto estadistico a la semana de lactancia (P<0.001) y sin ningun efecto a la

presencia de enfermedades clinicas (P=0.20), pero si en multiparas (P<0.001). En el mismo
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estudio, la concentracion de Ca desde el dia 1 en multiparas se asocié con la produccion de

leche durante las primeras 15 semanas de lactancia.

1.7.2. Cetosis.

Después del parto la glucosa es utilizada por la glandula mamaria para la sintesis de leche
por lo que su concentracion disminuye después del parto independientemente de la duracion
del periodo seco (Weber y col., 2015). Esto es debido a que en la lactancia temprana existe
resistencia a la insulina y el uso de glucosa por parte de los tejidos que son dependientes de
insulina no son provistos adecuadamente de glucosa por lo que ésta se dirige hacia tejidos no
dependientes de insulina como lo es la glandula mamaria (Barberio y col., 2017). Durante los
primeros cuatro dias postparto la demanda de glucosa incrementa hasta 5 veces sus

requerimientos mas en comparacion con los requerimientos en el periodo preparto (Bell,

1995).

El incremento en la produccion de leche demanda grandes cantidades de energia obligando
a la vaca a entrar en BEN, situacion que activa la lipolisis del tejido adiposo y liberacion de
AGNE al torrente sanguineo; por lo que su concentracion refleja la magnitud de movilizacion
de lipidos hacia el higado (Zarate y col., 2016), con consecuencias a nivel de produccion de
leche, reproduccion y de salud, misma que puede estar influida por la pérdida de condicion
corporal en el periodo de transicion (Sheehy y col., 2017). Los AGNE pueden ser utilizados
por la glandula mamaria para la sintesis de grasa o ser transportados al higado para su

metabolismo.

Estudios reportan que existe una correlacion negativa entre el incremento en la concentracion
de AGNE vy la disminucion de la capacidad funcional de los neutrdfilos en el periodo
postparto (Cai y col., 1994) y de BHB sobre la producciéon de leche a los 3 DEL en vacas
primiparas (P<0.001) (Neves y col., 2018).

La incompleta oxidaciéon de los AGNE por el higado resulta en un incremento en la
concentracion de BHB siendo esta un marcador de respuesta rapida de la sintesis de cuerpos
cetonicos y que es asociada con la movilizacion de lipidos, producto del BEN (Zarate y col.,
2016). La habilidad para usar BHB es limitada por el higado lo que resulta en una

acumulacion excesiva de BHB en higado y sangre (Grummer, 2008), pudiendo causar dafio
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hepatico y estar relacionado con el estrés oxidativo en vacas en periodo de transicion (Song

ycol., 2016).

Algunos desordenes metabolicos como cetosis € higado graso tienen como consecuencia la
produccion excesiva de BHB en vacas lecheras con balance energético negativo (BEN) (Song
v col., 2016). Leblanc (2010), menciona que existen dos tipos de cetosis clinica, la cetosis
tipo 1 que ocurre de la tercera a sexta semana postparto y es asociada con baja concentracion
de glucosa sanguinea y no con higado graso, mientras que la cetosis tipo 2 ocurre en las

primeras dos semanas de lactancia y es acompafiada con higado graso antes del parto.

En preparto, especialmente las vacas con cetosis, experimentan un estado metabodlico de alta
intensidad energética, y la concentracion de BHB tiene una correlacion positiva con estrés
oxidativo y apoptosis hepatica lo cual lleva a la oxidacion y al desequilibrio antioxidante y
lesiones hepaticas, mostrando altas concentraciones de AST, ALT y fosfatasa alcalina (ALP)
en contraste con vacas sanas (Song y col., 2016). La cetosis subclinica se presenta cuando la
concentracion de BHB es entre 1.0 y <1.4 mmol/L (Overton y col., 2010) o0 >1.2 mmol/L con
efectos adversos en la saluda del animal (Ospina y col., 2010). Por su parte, Chapinal y col.
(2012) refieren en su estudio que una concentracion de 1.4 mmol en la primer semana y 1.2
en la segunda semana de lactacion esta asociado con una pérdida en la produccion de leche
de 1.5-2.4 kg/dia, respectivamente, asi mismo, McArt y col. (2015), reportaron en su
investigacion un costo promedio por caso de cetosis en 289 ddlares, siendo en primiparas
50% mayor los costos debido al aumento en la pérdida por muerte, produccion de leche futura

y fallas reproductivas.

1.7.3. Higado graso.

El higado graso es conocido como el mayor desorden metabolico en vacas lecheras (Beitz,
2014) y se presenta por el exceso de triglicéridos en el higado a consecuencia de un
incremento en la movilizacion de AGNE del tejido adiposo que sobrepasa la capacidad del
higado para oxidar y secretar los lipidos (Gross y col., 2013). En seres humanos las
enfermedades de higado graso no alcoholico se caracterizan por la resistencia a la insulina y
el aumento de AGNE que es acompaiado de apoptosis a causa de los AGNE (Tharwat y col.,
2012). En el estudio realizado por Tharwat y col. (2012) reportaron higados agrandados,
neutrofilia, hipocloremia, disminucién de la concentracion de bilirrubina total y

concentraciones elevadas de BHBA, AGNE, triglicéridos e insulina, asi como incremento de
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las actividades enzimaticas de AST, GGT, ALP y LDH (Lactato deshidrogenasa) y dafio en
el ADN de los hepatocitos en vacas con higado graso. Sin embargo, los demds valores

hematologicos y séricos con respecto a las sanas no mostraron diferencias significativas.

1.7.4. Retencion de placenta.

Otro de los problemas que se presentan con mayor frecuencia en el periodo de transicion es
la retencion de placenta y es asociado con la incidencia de metritis. La retencion de placenta
es definida como la ausencia de la expulsion de las membranas fetales después de las 12
horas posteriores al parto y metritis como la descarga uterina fétida y oscura, seguida de
signos sistémicos de enfermedad como fiebre, temperatura rectal >39.5°C dentro de los
primeros 14 DEL (Neves y col., 2018). En el estudio realizado por Moretti y col. (2015)
donde comparan vacas sanas con vacas con retencion de placenta, reportaron un incremento
en la actividad enzimatica de la AST, disminucidon de Zinc y un impacto negativo en la
produccion de leche de 307 kg por lactancia en este ultimo grupo, sin embargo, no reportaron
diferencia significativa en AGNE, BHB y calcio. Por su parte, Leno y col. (2017) mencionan
que la incidencia de retencion de placenta se relaciona con la concentracion de los valores de
DCAD en la dieta. En el estudio realizado por Neves y col. (2018) reportan que la
concentracion de calcio a dos, tres y cuatro dias en leche (DEL) es asociado con el riesgo de
metritis en vacas primiparas, pero no en multiparas y reportan un punto de corte para el riesgo

de metritis y desplazamiento de abomaso a los cuatro DEL siendo de <2.20 mmol/L de calcio.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Las variaciones en los componentes bioquimicos sanguineos durante el periodo de transicion

estan relacionadas con las enfermedades metabolicas del ganado lechero.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo general

2.2.1.1 Caracterizar el comportamiento bioquimico sanguineo durante el periodo de

transicion del ganado lechero y su relacion con las enfermedades metabolicas.

2.2.2 Objetivos especificos.

2.2.2.1 Analizar en diferentes tiempos del periodo de transicion del ganado lechero el

comportamiento de los componentes bioquimicos sanguineos.

2.2.2.2 Correlacionar las variaciones de los analitos bioquimicos sanguineos y que sean
factores de riesgo para la presencia de las enfermedades metabdlicas en el periodo de

transicion del ganado lechero.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio

La unidad de estudio se localizé en la delegacion Betulia con coordenadas geograficas 21°
47°17 latitud Norte y 102°0°13 longitud Oeste perteneciente al municipio de Lagos de
Moreno estado de Jalisco con una altitud de 1995 metros sobre el nivel del mar (msnm). Las
condiciones climatologicas son de caracter semiarido templado con un promedio de
precipitacion anual de 665 mm y de temperatura de 15°C, teniendo como maximo 28.5°C y

minimo de 5.4°C (Instituto de Informacion Estadistica y Geografica, 2018).

Figura 2. Ubicacion del lugar de estudio, localizado en la delegacion Betulia, Lagos de Moreno, Jalisco (Fuente:

Google Earth, 2018).

3.2. Descripcion de la unidad de explotacion

El estudio se realiz6 en una explotacion de sistema intensivo y que fue seleccionado en base
al método de conveniencia de Thrusfield (2007) con los siguientes criterios de inclusion; que
sea un establo de mas de 500 vacas en produccion, con dos ordefios al dia y promedio de
produccion de 33.00 + 5.00 L, historia clinica negativa en lactancias anteriores, vacas
clinicamente sanas al inicio del periodo de estudio y alimentadas con raciones totalmente

mezcladas (RTM).

26



3.3. Animales en el estudio

Se utilizaron vacas de la raza Holstein Friesian que se encontraron en periodo de transicion
(-21 antes del parto a +21 dias después del parto), con un peso promedio de 600.00 = 50.00
kg y con una condicion corporal de 3.25-4 (escala del 1: delgada y 5: gorda; Ferguson y col.,
1994), con méas de dos lactancias (3-4 afios de edad) y altas productoras de leche a 305 dias

superior a los 10,000 kg de leche.

Figura 3. Evaluacion de la condicion corporal en bovinos en una escala de 1 (delgada) a 5 (gorda).

3.4. Manejo y medicion de las vacas

El estudio se realizé de marzo a julio del 2018, las vacas fueron mantenidas en corrales
abiertos y fueron analizadas en cinco periodos (-21 dias (d), -10 d antes del parto, 0 d (parto),
+10 d y +21 d después del parto).

Las dietas utilizadas en el periodo de estudio son de preparto y frescas y las vacas fueron
alimentadas ad libitum a las 0600 y 1700 horas procurando mantener un 5% de sobrante en
ambos corrales. Las vacas fueron cambiadas inmediatamente después del parto al corral de
vacas frescas para recibir su nueva alimentacion. La dieta de preparto estd integrada por vacas
con 258+5 dias de gestacion y compuesta por ensilado y rastrojo de maiz, concentrado
preparto y suplementada con Bioenergy (propilenglicol y 4cido propidnico). El programa de
vacunacion en este periodo se inicia a momento del secado y estd integrado por Virashield 6
+ L 5 HB (Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), Diarrea Viral Bovina tipos 1 y 2 (DVB),
Parainfluenza 3 (PI3), Virus Respiratorio Sincitial Bovino (VRSB) y Leptospiras (Canicola,
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Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona)), Scour guard (Rotavirus,
Coronavirus, E. coli enterotoxigénica, Clostridium perfringens tipo C), Clostri 10
(Clostridium chauvoei, septicum, sordelli, novyi serotipo B, tetani, haemolyticum,
perfringens tipo A, B, C y D) y Star vac (E. coli cepa J5, Staphylococcus aureus cepa SP

140) y aplicando un refuerzo al momento de ingresar a preparto.

El grupo de vacas frescas esta formado por vacas desde el momento del parto hasta los 2145
dias en leche (DEL) y la dieta esta integrada por ensilado de maiz, alfalfa henificada,

concentrado para vacas en produccion y suplementada con Bioenergy.

Cuadro 2. Ingredientes y composicion quimica de las dietas utilizadas en el periodo de transicion

durante el estudio (preparto y postparto).

Ingredientes Preparto Postparto
Ensilado de maiz (kg) 35.00 26.00
Alfalfa henificada (kg) 0.00 4.00
Maiz rolado (kg) 0.00 3.20
Nucleo proteico (kg) 0.00 4.20
Rastrojo de maiz (kg) 2.20 0.00
Concentrado preparto (kg) 3.50 0.00

Composicion quimica

Materia seca (MS) (%) 36.64 43.7
Proteina cruda (PC) (%) 11.87 16.7
Fibra detergente 4cido (FDA) (%) 19.86 21.6
Fibra detergente neutro (FDN) (%) 32.94 27.8
Carbohidratos no fibrosos (CNF) (%) 44.01 45

Energia neta de lactancia (ENI) (Mcal/kg) 1.64 1.66

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

Los manejos implementados inmediatamente después del parto son la administracion via
intravenosa de 500 mL de calcio al 13% de nombre comercial Caltonic (130 g de Gluconato
de calcio) y 500 mL de suero glucosado al 50%, por via oral durante tres dias 200 gr de
probioticos de nombre comercial Bio-Mos (Saccharomyces cerevisiae) y 500 gr de Mipro-

Energizer. Todos los animales fueron clinicamente sanos y su estado de salud fue evaluado
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continuamente por el médico veterinario verificando diariamente durante los primeros 10

dias postparto la temperatura rectal, apetito y consistencia fecal.

Las muestras correspondientes al dia del parto se obtuvieron justo antes de la administracién
de los tratamientos mencionados, con la finalidad de evitar interferencias por los

medicamentos.
3.5. Descripcion de los métodos espectrofotométricos

3.5.1 Determinacion de Aspartato aminotransferasa (AST).

Para la medicion de AST se realiz6é con un método espectrofotométrico con el kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método utilizado en este kit es el expuesto por la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) pero con una modificacion ya que no
contiene piridoxal-5-fosfato (P-5-P) (IFCC, 1978). Este analito es estable en suero por cuatro
dias a 15-30°C, por diez dias a 2-8°C o por dos semanas en congelacion. El resultado esta

dado con la disminucién de la absorbancia en correspondencia a la actividad de la AST.

Las reacciones que se efectian para la cuantificacion de este analito se visualizan en el

siguiente cuadro.

AST
L-aspartato + a-Cetoglutarato ——> Oxalacetato + L-Glutamato
MDH
Oxalacetato + NADH + H + —> L-Malato + NAD* + H,0O

3.5.2. Determinacion de Alanino aminotransferasa (ALT).

La determinacion de ALT se realizd con un método espectrofotométrico con el kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método empleado para determinar ALT en este
procedimiento fue el utilizado por la IFCC (IFCC, 1980). Para la estabilidad de ALT en
suero, se debe de mantener la muestra a 15-30°C por tres dias, a 2-8°C por siete dias o a -
20°C por treinta dias. El resultado estd dado con la disminucion de la absorbancia en

correspondencia a la actividad de la ALT.
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Las reacciones que se efectlian para la cuantificacién de este analito se visualizan en el

siguiente cuadro.

ALT
L-alanina + a-Cetoglutarato — > Piruvato + L-glutamato

L DH
Piruvato + NADH + H* L-lactato + NAD* + H,O

3.5.3. Determinacion de G-Glutamil transferasa (GGT).

Para la medicion de GGT se realiz6 con un método espectrofotométrico con el kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método en el que se basa este procedimiento cinético fue
el propuesto por Szasz (1969). Para que la GGT en suero sea estable y esté en condiciones

Optimas para su medicion, se puede mantener en congelacion por un periodo de dos meses.

3.5.4. Determinacion de Lipidos totales.

Los lipidos totales se determinaron con el kit SPINREACT por el método Sulfo-fosfo vainilla
(Cottet y col., 1965). El fundamento de este método colorimétrico se basa en la reaccion de
los lipidos insaturados con el acido sulfurico originando la formacién de iones carbonio. De
este modo hay una relacion directa entre la concentracion de lipidos y el color. La estabilidad
de los lipidos se mantiene cuando la muestra se mantiene a 15-25°C durante 24 horas y a 2-

8°C durante 3 dias.

3.5.5. Determinacion de Fosfatasa alcalina (ALP).

La estimacion de fosfatasa alcalina en suero por el método espectrofotométrico se realizd con
el kit comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC. El cual se basa en la velocidad de hidrolisis
de distintos ésteres de fosfato. El método que se utiliza en este procedimiento esté respaldado
por la American Association for Clinical Chemistry (AACC) (Tietz, 1983). Para la
determinacion de este analito las muestras se deben de mantener a 2-8°C y se deben analizar

las primeras 48 horas.
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3.5.6. Determinacion de Nitrogeno ureico (BUN).

La determinacion de urea se realizd con un método espectrofotométrico con el kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método utilizado en este procedimiento es el que
introdujeron Talke y Schubert en 1965 pero con una modificacion (POINT SCIENTIFIC).
Dicho analito es estable en suero a 2-8°C por setenta y dos horas. El resultado estd dado con
la disminucion de la absorbancia en correspondencia a la concentracion de nitrégeno de urea.
Las reacciones que se efectlian para la cuantificacion de este analito se visualizan en el

siguiente cuadro.

Ureasa

Urea + H.O 2 NHs+ CO»

GD
NHs + a-Cetoglutarato + NADH + H* ——> L-glutamato + NAD* + H,O

3.5.7. Determinacion de Creatinina.

La medicion de creatinina se realizé con un método espectrofotométrico con el Kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método utilizado en este procedimiento es el descrito por
Jaffe en 1986 pero con una modificacion (POINT SCIENTIFIC, INC). Esta reaccion se da
por la reaccion de creatinina con el 4cido picrico y su concentracion es proporcional a la
velocidad de constitucion de color. La creatinina es estable a 2-8°C por 24 horas y por mucho

tiempo en congelamiento

3.5.8. Determinacion de Proteinas totales.

Para la cuantificacion de proteinas totales en suero se utilizo el kit comercial de POINTE
SCIENTIFIC, INC. por el método de Biuret el cual se basa en una reaccion colorimétrica
entre el Cu? y los grupos NH de los enlaces peptidicos generando una coloracion azul. El
método empleado en este procedimiento es el mencionado anteriormente, pero con una
modificacion (Kingsley, 1942). La concentracion de proteinas es proporcional a la intensidad

de color. Dicho analito es estable por una semana a 18-25°C y por un mes a 2-8°C.
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3.5.9. Determinacion de Albumina.

La determinacion de albumina se efectu6 con el método espectrofotométrico con el Kit
comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC. Se emple6 el método Verde de Bromocresol
(BCQG) el cual se basa en el enlace que se forma de la albumina con el BCG, asi mismo esto
encuentra su concentracion en el color. El método que se menciona en el inserto y utilizado
por el Kit presenta algunas modificaciones con respecto al original (POINTE SCIENTIFIC,

INC). La albumina en suero es estable a 18-30°C por una semana y a 2-8°C por un mes.

3.5.10. Determinacion de Glucosa oxidasa.

La determinacion de glucosa se efectué con el método espectrofotométrico con el Kit
comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método de nombre hexoquinasa utilizado en
este procedimiento es el referido por Slein (1963). Dicho analito es estable a 15-30°C por 8
horas y a 2-8°C por 24 horas y su concentracion tiene correspondencia con la absorbancia.
Las reacciones que se efectuan para la cuantificacion de este analito se visualizan en el

siguiente cuadro.

Glucosa oxidasa
D-Glucosa + H20 + O3 > H,0, + D-Gluconato

POD
H>O, + 4-AAP + Fenol Quinoneimina + H,O

3.5.11. Determinacion de Colesterol.

La determinacién de Colesterol se realizé con el método espectrofotométrico con el kit
comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC (Trinder, 1969). Dicho analito es estable a 18-
25°C por siete dias y a -20°C por seis meses y su concentracion tiene correspondencia a la
fuerza del color. Las reacciones que se efect@ian para la cuantificacion de este analito se

visualizan en el siguiente cuadro.

Col. esterasa

Esteres de colesterol colesterol + acidos grasos

Col. oxidasa
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3.5.12. Determinacion cuantitativa de Calcio.

La determinacion de Calcio se realizo con método espectrofotométrico con el kit comercial
de POINTE SCIENTIFIC, INC. El método implementado en este kit es el de la o-
cresolftaleina complexona desarrollado por Connerly y Biggs en 1966 pero con ciertas
modificaciones (POINT SCIENTIFIC, INC). El principio de este método se basa en la
reaccion que se efectta entre el calcio y el Arsenazo 11l para generar un aspecto purpura. La

colorimetria de la reaccion depende de la concentracion de este analito en la muestra.

3.5.13. Determinacion de Triglicéridos.

La determinacion de Triglicéridos se efectiio con el método espectrofotométrico con el kit
comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC establecido por Fossati (1982). Dicho analito es
estable a 2-8°C por una semana y a -20°C por tres meses. La reaccion colorimétrica es

correspondiente a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra.

Las reacciones que se efectian para la cuantificacion de este analito se visualizan en el

siguiente cuadro.

Lipasa
Triglicéridos Glicerol + Acidos
Grasos
GK
33
Glicerol + ATP Glicerol-1-fosfato +
ADP GPO



3.5.14. Determinacion de Beta hidroxi-butirato.

La determinacion de BHB se realizé6 mediante tiras reactivas utilizando un dispositivo de

mano de la marca Free Style midiendose inmediatamente a la llegada al laboratorio.

3.5.15. Determinacién de Acidos grasos no esterificados.

La determinacion de AGNE se realizo con el kit comercial de POINTE SCIENTIFIC, INC
(kit RX MONZA FA 115) mediante el método colorimétrico establecido por Matsubara y
col, (1983).

3.6. Disefio de la investigacion

El presente estudio es de tipo descriptivo no experimental longitudinal. Se seleccionaron 64
vacas con ayuda del software de manejo para ganado lechero con nombre DairyFlex. Este
programa incluye datos acerca de la reproduccion, produccion y el estado de salud. El periodo
de estudio fue de 21 dias antes de la fecha esperada de parto y hasta 21 dias después del parto
y todo el manejo fue igual para todas las vacas. Se sometieron a una evaluacion de la
condicion corporal y se registr6 la informacion pertinente en formatos previamente
disenados. Las muestras fueron colectadas entre las 0900 y 1000 horas y de cada vaca se
obtuvieron muestras de sangre de 5 mL de la vena coccigea media en tubos Vacutainer con
activador de coagulacion y gel separador (BD Vacutainer® SST™), con agujas de calibre
21G x 1.5” (BD Vacutainer®). A cada uno de los tubos se les colocod una etiqueta de
identificacion de la muestra de cada uno de los animales y se coloco en una gradilla. Las
muestras se dejaron a temperatura ambiente en un lugar fresco durante una hora para su

coagulacion y posteriormente fueron colocadas en una hielera a 4°C para ser transportadas
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al laboratorio de patologia diagnostica del centro de ciencias agropecuarias de la Universidad

Autonoma de Aguascalientes.

Todas las muestras obtenidas se centrifugaron a 3,000 revoluciones por minuto (rpm),
durante 15 minutos para separar el suero inmediatamente al llegar al laboratorio en una
centrifuga (LW-Cientifica, modelo ultra-8D). Para retirar el suero se utilizé una micro pipeta
de la marca eco-pipette el cual se depositdé en tubos Eppendorf (I mL) previamente
identificados. Posteriormente los tubos Eppendorf se conservaron a -20°C hasta su analisis.
Como criterios de seleccion y calidad de las muestras se excluyeron aquellas que se
mostraron lipémicas y hemolizadas. La estandarizacion de cada una de las técnicas de todos
y cada uno de los analitos que se determinaron en este estudio, se realizaron de acuerdo a
cada uno de los insertos y recomendaciones de los proveedores de los kits respectivos. Para
el analisis de los diferentes analitos se utilizé un método espectrofotométrico donde se utilizd

un espectrofotometro de quimica hiimeda de la marca Bio Systems modelo BTS-350.

3.7. Analisis estadistico

Los resultados y la informacion obtenida en los muestreos, se capturd y ordend en una hoja

electronica de Microsoft Excel® para facilitar su analisis.

Los diferentes analitos se analizaron por medio de estadistica descriptiva, evaluando
desviacion estandar, media, rango y algunos otros parametros a cada uno de los grupos. Los
datos obtenidos se sometieron a una prueba de normalidad bajo el modelo estadistico de
Shapiro Wilk, asi como de homogeneidad de varianzas con el método de Levene y Bartlett.
Debido a que algunos de los datos no cumplieron con normalidad, se utilizd6 una
transformacion de potencia Box Cox. Posteriormente los datos se sometieron a un analisis de
varianza (ANDEV A) mediante el procedimiento para modelos lineales generales (GLM). Se
realizé una comparacion de medias de cada grupo mediante la prueba de Tukey con un nivel
de significancia de P<0.05 utilizando el paquete estadistico Statistical Analisys System

version 9 (SAS, 1999) con un nivel de confianza del 95%.

Los valores de los analitos medidos en el estudio estan expresados por las medias + el error

estandar y fueron utilizados como variables dependientes
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4. RESULTADOS

La importancia de la estandarizacion de las técnicas y la calibracion de los analitos radica en

obtener la mayor confiabilidad de los resultados de cada una de las técnicas que se

implementaron. Con la estandarizacion se permitié la creacion de un patron segun las

caracteristicas con las que deben de cumplir los kits, introduciendo cada una las

especificaciones que en el inserto de cada uno viene adjunto. La calibracion nos permitio en

base a la estandarizacion que los calibradores de cada uno de los analitos o en su caso el uso

de los multicalibradores estuvieran dentro del rango permitido segin los intervalos

establecidos por el laboratorio.

Cuadro 3. Estandarizacion de las técnicas de laboratorio por el método espectrofotométrico.

Analito Meétodo Kit Unidades Longitud Temperatura
de de onda
medicion
AST Espectrofotométrico  Point U/L 340 nm 37°C
—IFCC Scientific
ALT Espectrofotométrico  Point U/L 340 nm 37°C
—IFCC Scientific
GGT Espectrofotométrico- Point U/L 405 nm 37°C
Point Scientific Scientific
Bilirrubina ~ Espectrofotométrico- Point mg/dL 555 nm 37§
Total Point Scientific Scientific
Bilirrubina  Espectrofotométrico- Point mg/dL 555nm 374
Directa DMSO Scientific
ALP Espectrofotométrico ~ Point U/L 405nm  37°C
Scientific
BUN Espectrofotométrico-  Point mg/dL 340nm  37°C
Point Scientific Scientific
Creatinina Espectrofotométrico- Point mg/dL 510nm  37°C
Point Scientific Scientific
Proteinas Espectrofotométrico-  Point g/dL 540nm  37°C
Totales Biuret Scientific
Albumina Espectrofotométrico-  Point g/dL 630 nm 15-25°C
Verde de Scientific
Bromocresol
Glucosa Espectrofotométrico-  Point mg/dL 505 nm 37°C
Hexoquinasa Scientific
Colesterol Espectrofotométrico  Point mg/dL 500 nm 37°C
Scientific
Triglicéridos Espectrofotométrico- Point mg/dL 500 nm -
Scientific
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Lipidos Espectrofotométrico-  Point mg/dL 520nm  37°C

Totales Sulfo-fosfo vainillina  Scientific

BHB FreesTyle mmol/L - -

Calcio Espectrofotométria-  Point mg/dL 650 nm 37°C
o-cresolftaleina Scientific

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro 4. Descripcion de la calibracion de algunos analitos.

Analito Limite  Limite Factor Cl Duplicado C2 Duplicado

Control  Control Cl1 C2
1 2
Glucosa 76-94 254-307 349 .4 85 89 268 274
Colesterol 130-160 274-366 3110 147 147 301 314
Calcio 8.2-10.2 11.7- 17.4 9.16 8.62 12.07 12.94
13.7
Albumina 2.1-2.5 4.0-5.0 13.03 2.2 2.1 4.4 4.3
Creatinina 0.83- 4.6-6.22 121.3 1.16 1.15 5.26 5.29
1.43

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

4.1. Perfil energético
En este perfil estan englobados los principales metabolitos energéticos dentro del periodo de
transicion de la vaca lechera, los cuales son: glucosa, BHB, AGNE, colesterol, triglicéridos

y lipidos totales.

4.1.1. Determinacion de la concentracion de glucosa.

La concentracion de glucosa mostro diferencia significativa (P<0.05), presento los valores
mas bajos del periodo preparto a los -21 dias (d) antes del parto (3.4655 £+ 0.0796 mmol/L)
para posteriormente mostrarse un incremento progresivo hasta el dia del parto (0 d; 3.8660 *
0.1244 mmol/L). Inmediatamente después del parto se observo una disminuciéon en su
concentracion, registrandose los valores més bajos en el postparto a los +10 d (2.9256 +
0.0837 mmol/L) e incrementando ligeramente en el siguiente muestreo (2.9790 + 0.0735

mmol/L), como se puede observar en la figura 4.
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Figura 4. Caracterizacion de la concentracion de Glucosa (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21 d
antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estindar de cada grupo.
Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.1.2. Determinacion de la concentracion de BHB.

En la figura 5 se muestran las concentraciones de BHB, los resultados si fueron
estadisticamente significativos (P<0.05) por efecto de tiempo (preparto y postparto), donde
se puede observar que a los -21 d antes del parto se encontrd el valor més bajo (0.4759 +
0.0205 mmol/L) para luego mostrar un incremento notorio a partir de los -10 d preparto y
prolongandose hasta los +10 d postparto en donde registro el valor mas alto 0.9161 £ 0.1108
mmol/L).
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Figura 5. Caracterizacion de la concentracion de BHB (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21 d antes
del parto a+21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores

con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

En la figura 6 se presenta la correlacion entre Glucosa y Beta Hidroxibutirato con respecto
al total de moléculas energéticas (sumatoria entre Glucosa y BHB= 5.5-6.0 mmol/L). Las
vacas cetosicas presentaron valores en mmol/L >1.2 arrojando un punto de corte como factor
de riesgo para la presencia de cetdsis >30% del total de energia aportada por parte de BHB.
Esto explica que Glucosa y BHB no son moléculas excluyentes, sino que son

complementarias.
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Figura 6. Correlacion de Glucosa con Beta Hidroxi-Butirato respecto al total de moléculas energéticas

(mmol/L).

4.1.3. Determinacion de la concentracion de AGNE.

Las concentraciones de AGNE resultaron estadisticamente significativos (P<0.05),
mostraron un comportamiento similar a la que evidenciaron los valores de BHB. Mostraron
el valor més bajo a los -21 d preparto (0.0966 £ 0.0133 mmol/L) y fue aumentando conforme
se acercaba el momento del parto para alcanzar el valor mas alto de AGNE (0 d; 0.4006 +
0.0391 mmol/L), posteriormente se mostr6é una disminucion que se continuo hasta los +21 d

postparto (0.2832 £+ 0.0428 mmol/L), como se puede observar en la figura 7.
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Figura 7. Caracterizacion de la concentracion de AGNE (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21 d antes
del parto a+21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores

con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.1.4. Determinacion de la concentracion de colesterol.

Los resultados observados para colesterol fueron estadisticamente significativos (P<0.05). en
la figura 8 se puede observar que la mayor concentracion fue obtenida a los -21 d preparto
(2.0748 £ 0.0885 mmol/L), para posteriormente comportarse por una disminucion progresiva
hasta el momento del parto (0 d; 1.3358 £ 0.0439 mmol/L) y registrar el punto mas bajo
dentro del periodo de estudio. Posteriormente la concentracion aumento progresivamente

hasta los +21 d postparto (2.5756 + 0.0960 mmol/L) y obteniendo los valores mas altos.
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Figura 8. Caracterizacion de los valores de Colesterol (mmol/L) durante el periodo de transicion. Resultados
expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice son
estadisticamente significantes (P<0.05).

4.1.5. Determinacion de la concentracion de lipidos totales.

Las concentraciones de los lipidos totales que se observaron en los muestreos realizados si
evidenciaron diferencia significativa (P<0.05), mostrando su valor mas alto en el periodo
preparto a los -21 d (230.9551 + 14.8917 mg/dL) para posteriormente presentar una
disminucion progresiva hasta el momento del parto (0 d; 174.9377 £+ 9.6348 mg/dL), con un
incremento lineal hasta los +21 d postparto (308.9175 + 15.5517 mg/dL) donde en este

tiempo se registro el valor mas alto durante el periodo postparto, como se muestra en la figura

9.
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Figura 9. Caracterizacion de los valores de Lipidos totales (mg/dL) durante el periodo de transicion. Resultados
expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice son

estadisticamente significantes (P<0.05).

4.1.6. Determinacion de la concentracion de triglicéridos.

Las concentraciones de los triglicéridos no mostraron diferencias significativas (P>0.05),
mostraron valores muy similares durante todo el periodo de estudio (-21 d, -10d,0d, +10d
y +21 d; 0.2855 £ 0.0107, 0.2909 + 0.0123, 0.2597 £ 0.0132, 0.2541 £ 0.0153 y 0.2606 +
0.0162 mmol/L, respectivamente). Sin embargo, las medias de las concentraciones
presentaron un decremento de sus valores en el postparto con respecto al preparto, como se

puede observar en la figura 10.
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Figura 10. Caracterizacion de la concentracion de Triglicéridos (mmol/L) durante el periodo de transicion.
Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice

son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.2. Perfil mineral

4.2.1. Determinacion de la concentracion de calcio

El tnico metabolito evaluado en este perfil pero con alto valor fisiologico, de salud y
productivo en el periodo de transicion fue calcio y su caracterizacion asi como la de los
metabolitos energéticos son de vital importancia para entender los diferentes cambios

metabdlicos que atraviesa la vaca lechera en esta etapa fisiologica.

En la figura 11 se muestran los valores de las concentraciones del calcio obtenidos durante
el periodo de estudio. Los valores si fueron estadisticamente significativos (P<0.05) por
efecto de tiempo (preparto y postparto), donde es claro observar que el valor de la
concentracion de calcio fue mayor a los -21 d preparto (2.8548 + 0.1018 mmol/L) y fue
disminuyendo progresivamente hasta alcanzar el punto mas bajo a los +10 d postparto
(2.3161 £ 0.0779 mmol/L) seguido de un ligero incremento a los +21 d (2.4016 £ 0.0792
mmol/L).
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Figura 11. Caracterizacion de la concentracion de Calcio (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21 d
antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo.
Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.3. Perfil hepético

4.3.1. Evaluacion de la actividad enzimatica de la AST.

Los resultados de las actividades enzimaticas de la AST fueron estadisticamente
significativos (P<0.05) en el preparto (-21 y -10 d) con respecto al postparto (+10 y +21 d).
Las actividades de la AST se caracterizan por presentar un incremento sostenido desde los -
21 d antes del parto (63.3617 + 2.4896 UI/L) hasta los +10 d después del parto (123.2419 +
7.1857 UI/L) donde se registr6 el valor més alto durante el periodo de estudio y fue seguido
por una disminucion de la actividad a los +21 d postparto (83.3000 + 3.6570 UI/L), como se

muestra en la figura 12.
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Figura 12. Caracterizacion de la actividad enzimatica de AST (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21
d antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo.
Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.3.2. Evaluacion de la actividad enzimatica de la ALP.

Los resultados obtenidos para ALP mostraron diferencia significativa (P<0.05) en el preparto
con respecto al parto. La actividad enzimatica de la ALP presentd un comportamiento
irregular ya que primeramente presenta un decremento de la actividad a los -10 d antes del
parto (63.0161 £ 2.8237 UI/L) con respecto a los -21 d (68.1702 + 4.0142 UI/L) donde la
actividad enzimatica de la ALP era mayor. Sin embargo, después de este decremento,
presentd un aumento de esta actividad enzimatica al dia del parto (0 d; 82.3466 £ 3.0501
UI/L) y fue seguido de una disminucion progresiva hasta los +21 d postparto (53.4000 +
2.5439 UI/L) registrando el valor mas bajo (figura 13).
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Figura 13. Caracterizacion de la actividad enzimatica de ALP (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21
d antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estdndar de cada grupo.

Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.3.3. Evaluacion de la actividad enzimatica de la GGT.

Los resultados obtenidos para GGT no evidenciaron diferencia significativa (P>0.05) en
ninguno de los tiempos evaluados. En la figura 14 se observa una disminucion de la actividad
a los -10 d preparto (16.8064 * 0.7968 UI/L) para posteriormente incrementarse
progresivamente hasta los +21 d postparto (20.3500 = 1.2666 UI/L).
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Figura 14. Caracterizacion de la actividad enzimatica de GGT (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21
d antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estdndar de cada grupo.

Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.3.4. Evaluacion de la actividad enzimatica de la ALT.

La actividad enzimatica de la ALT no result6 estadisticamente significativa (P>0.05), tuvo
un comportamiento similar en los primeros dos muestres realizados en el preparto (-21d y -
10 d; 21.7446 + 0.7624 UI/L y 21.8709 £ 0.7156 UI/L, respectivamente), posteriormente
presentd una disminucion al momento del parto (20.3733 + 0.6838 UI/L), para luego
presentar un comportamiento irregular en los siguientes muestreos, como se muestra en la

figura 15.
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Figura 15. Caracterizacion del comportamiento de la actividad enzimatica de ALT (mmol/L) durante el periodo
de transicion (-21 d antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error

estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.4. Perfil proteico

Los metabolitos medidos en este estudio para este perfil fueron proteinas totales y albumina.

4.4.1. Determinacion de la concentracion de proteinas totales.

El comportamiento de las concentraciones de las proteinas totales si resultaron
estadisticamente significativas (P<0.05) para los tiempos -21 d y al momento del parto (0 d),
asi como a los +10 d y +21 d postparto. Este comportamiento se caracterizo por presentar
una disminucidn a partir de los -21 d preparto (65.6595 £ 1.3114 g/L) y hasta al momento
del parto (0 d; 61.6800 £ 0.6666 g/L) y +10 d postparto (62.0161 £ 0.9913 g/L) donde la
concentracion fue muy similar, posteriormente se observo un incremento notorio a los +21 d

postparto (66.2333 + 1.0768 g/L) y registrando el punto mas alto en ese periodo (figura 16).
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Figura 16. Caracterizacion del comportamiento de Proteinas totales (mmol/L) durante el periodo de transicion
(-21 d antes del parto a +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada

grupo. Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.4.2. Determinacion de la concentracion de albumina.

Las concentraciones de albiimina que logramos obtener de los grupos de animales que se
muestrearon durante este periodo de evaluacion no resultaron estadisticamente significativos
(P>0.05). El comportamiento se caracteriz6 por presentar valores muy similares en todos los
puntos de evaluacion (-21 d, -10d, 0 d, +10 d y +21 d; 33.9361 £ 0.9715 g/L, 33.5000 +
0.7911 g/L, 353200 £ 0.6959 g/L, 32.4032 + 0.7029 g/L y 33.3666 = 0.8887 g/L,

respectivamente), como se puede ver en la figura 17.
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Figura 17. Caracterizacion de la concentracion de Albiimina (mmol/L) durante el periodo de transicion (-21 d
antes del parto - +21 d después del parto). Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo.

Valores con diferentes letras en superindice son estadisticamente significantes (P<0.05).

4.4.3. Determinacion de la concentracion de urea.
Las mediciones de la urea fueron obtenidas en base a la concentracion de BUN de cada uno

de los muestreos realizados y multiplicados por su factor de conversion (0.357).

Las concentraciones de urea de los muestreos realizados en este estudio si presentaron
diferencia estadistica significativa (P<0.05) por efecto de tiempo (preparto y postparto). Los
valores en el periodo preparto fueron similares (-21 d = 3.8874 £ 0.1605 mmol/L; -10 d =
3.7438 + 0.1241 mmol/L) para luego continuar con un aumento progresivo en su
concentracion hasta los +10 d postparto (5.3191 £ 0.2737 mmol/L) y registrando una leve

disminucion en el siguiente muestreo (+21 d; 4.6768 + 0.2653 mmol/L), como se observa en

la figura 18.
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Figura 18. Caracterizacion de la concentracion de Urea (mmol/L) durante el periodo de transicion. Resultados
expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice son

estadisticamente significantes (P<0.05).

4.4.4. Determinacion de la concentracion de creatinina.

El comportamiento obtenido de las concentraciones de la creatinina durante el periodo de
evaluacion, especificamente a los -10 d preparto, al parto (0 d), +10 d y +21 d postparto si
resultaron estadisticamente significativos (P<0.05). El comportamiento se caracterizé por
presentar un incremento durante el periodo preparto (-10 d; 97.1685 £ 2.4369 UI/L) hasta al
momento del parto (0 d; 105.9624 + 2.4804 umol/L) donde se registr6 el valor mas alto.
Posteriormente se presentd una disminucion lineal hasta los +21 d postparto (74.7118 +

1.7780 pmol/L) donde se registro el valor mas bajo, como se puede observar en la figura 19.
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Figura 19. Caracterizacién de la concentracion de Creatinina (mmol/L) durante el periodo de transicion.
Resultados expresados con la media + error estandar de cada grupo. Valores con diferentes letras en superindice

son estadisticamente significantes (P<0.05).
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5. DISCUSION

El estudio comprendio la caracterizacion del periodo de transicion mediante el analisis de los
principales analitos bioquimicos sanguineos. Las vacas evaluadas en este estudio fueron
mantenidas bajo las mismas condiciones ambientales, de manejo y de nutriciéon, con RTM
ad libitum para cada etapa fisiologica. Se evaluaron 64 vacas que fueron analizadas y
distribuidas en cinco grupos de evaluacion e integrados de la siguiente manera: Grupo 1 (G1)
integrado por 47 vacas de -21 d con respecto a la fecha esperada de parto, Grupo 2 (G2) por
62 vacas de -10 d preparto, Grupo 3 (G3) por 75 vacas al momento del parto, Grupo 4 (G4)
por 62 vacas de +10 d después del parto y por el Grupo 5 (G5) que estuvo integrado por 60

vacas con +21 d después del parto.

El comportamiento de las concentraciones medias de glucosa resultd estadisticamente
significativo (P<0.05), observandose un aumento gradual de la concentracion hasta el parto
(valor mas alto) y con una disminucién inmediatamente para registrar los valores mas bajos
en el postparto. Rhoads y col., (2004), reportan en su estudio una disminucion progresiva de
la insulina entre los -10 y -7 dias preparto con un aumento de la concentracion de la hormona
de crecimiento (HC). En la lactancia temprana existe resistencia a la insulina en tejidos que
son dependientes como el higado, musculo y tejido adiposo, por lo que el uso de glucosa se
dirige a tejidos no dependientes de insulina como lo es la glandula mamaria (Barberio y col.,
2017) para la sintesis de leche, ocasionando una disminucion en su concentracion (Weber y
col., 2015) y predisponiendo a la vaca lechera a la aparicion de cetosis subclinica y clinica
(Song y col., 2016). Los resultados de este estudio coinciden con el comportamiento
reportado por Weber y col. (2015) con concentraciones de 3.70, 4.20 y 3.20 mmol/L en
preparto, parto y postparto, respectivamente, asi como en los reportados por Jonsson y col.
(2013) donde la glucosa disminuy6 después del parto y se restablecio hasta los 56 dias en
produccion. Yu y col. (2016) reportan que la suplementacion con colina y metionina
protegida ayudan a mantener los niveles de glucosa por encima de los animales que no son
suplementados al parto y en la lactancia temprana, por lo que es una alternativa para mantener
su concentracion. El comportamiento de glucosa en el periodo de estudio evidencia el riesgo
de sufrir balance energético negativo después del parto, sin embargo, los valores del presente

estudio no reflejan valores criticos que pongan en riesgo la salud del animal.
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Por otro lado, los resultados de BHB registrados en el periodo evaluado si mostraron
diferencias significativas (P<0.05) por efecto de tiempo (preparto y postparto), siendo mayor
en el postparto. Observamos un incremento desde el inicio del periodo de estudio (-21 d)
hasta los +10 d postparto (valor mas alto) con una disminucion ligera a los +21 d postparto.
El BHB es un indicador de respuesta rapida de la produccion de cuerpos cetonicos y es
asociada por el BEN que induce la movilizacion lipidica (Zarate y col., 2016) y el aumento
en la concentracion, estd relacionada con la excesiva pérdida de condicion corporal (Sheehy
ycol.,2017). Weber y col. (2013), reportan un incremento de BHB después del parto en vacas
con alta concentracion de grasa hepatica (CGH). Asi mismo, nuestros resultados concuerdan
con los reportados por Sheehy y col. (2017) y Barletta y col. (2017) donde no reportan
diferencia significativa en preparto, pero si en postparto debido a la pérdida de la condicion
corporal. Por su parte Zarate y col. (2016), reportaron concentraciones para preparto de <0.5
mmol/L y postparto de <1.0 mmol/L, coincidiendo con los resultados del presente estudio.
En el estudio realizado por Neves y col. (2018) y Chapinal y col. (2012) relacionan las
concentraciones de BHB con una disminucion en la produccion de leche, Chapinal y col.
(2012) mencionan un impacto negativo en la produccion de leche de 2.4 + 0.6 kg/d cuando
la concentracion de BHB fue > 1.4 mmol/L a la primer semana y de 1.5 + 0.6 kg/d cuando
fue >1.2 mmol/L en la segunda semana de lactacion y asocian concentraciones de BHB >0.80
mmol/L con el riesgo de desplazamiento de abomaso. Por otro lado, Martinez y col. (2012)
mencionan que las concentraciones altas de BHB, AGNE y muy bajas concentraciones de
calcio se correlacionaron negativamente con los neutrofilos, incrementando el riesgo de
trastornos metabodlicos. Las concentraciones medias de BHB reportadas en el presente
estudio a pesar de que encontramos diferencias significativas en el postparto, no reflejan un
fuerte balance energético negativo debido a que las concentraciones de BHB se encontraron

por debajo de las reportadas por Chapinal y col. (2012).

El comportamiento de las concentraciones séricas de AGNE fue muy similar a las reportadas
por BHB resultando significativo (P<0.05). Observamos un aumento de los valores poco
antes del parto para registrarse el punto mas alto al momento del parto, seguido de una leve
disminucion en el postparto. La concentracion de AGNE refleja la magnitud de movilizacion
de lipidos hacia el higado (Zarate y col., 2016) como resultado de la accion de la HC que en
la lactancia temprana se encuentra elevada (Rhoads y col., 2004), asi como a la densidad

energética de la dieta (Newman y col., 2016) y su incompleta oxidacioén resulta en un
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incremento en la concentracion de BHB (Zarate y col., 2016). Los resultados del presente
estudio coinciden con lo reportado por Yu y col. (2016), donde no encontraron diferencia
significativa en el preparto y las concentraciones medias incrementaron progresivamente
hasta el parto (valor mas alto) y fue disminuyendo progresivamente en el periodo postparto.
En el mismo estudio observaron que la suplementacion con colina y metionina protegida
induce a una mayor disminucion de AGNE en el postparto. Por su parte, Shin y col, (2015),
mencionan que las vacas cetdsicas presentan una concentracion de AGNE superior desde las
dos semanas preparto y hasta las ocho semanas de lactacion en contraste con las vacas sanas,
siendo mayor en vacas multiparas. En el estudio realizado por Chapinal y col. (2012),
mencionan a los AGNE como el tnico metabolito asociado con retencion de placenta,
metritis (asociado por la accion de AGNE sobre la disminucion del sistema inmunologico) y
desplazamiento de abomaso (por el dafno hepatico a consecuencia de AGNE, derivando en

una disminucioén del CMS).

En el caso del colesterol, en el presente estudio observamos diferencias significativas por
efecto de grupo, estos valores se encuentran dentro del IR reportados por Wittwer (2016)
(preparto = 1.7 — 4.3 mmol/L; postparto = 2.7 — 5.3 mmol/L). De la misma manera se pudo
observar una disminucion al momento del parto y un incremento notorio hasta alcanzar el
valor mas alto al +21 d postparto. La baja concentracion en este estudio coincidié con lo
reportado por Weber y col. (2013), donde encontré una disminucidon de la actividad de
Hidroximetilglutaril-CoA sintasa citosolica (HMGCS1) al parto. La concentracion de
colesterol sérico refleja el consumo de la racidn, por lo que la disminucion antes del parto y
el incremento en la concentracion, refleja el comportamiento del consumo de materia seca
por parte de la vaca (Zarate y col., 2016; Newman y col., 2016); asi mismo su concentracion
tiene relacion con la densidad energética de las dietas, debido a que valores altos de colesterol
fueron encontrados en vacas que fueron alimentadas con dietas densas en energia (Newman
y col., 2016). Piccione y col. (2012) mencionan que la concentracion de colesterol estad
asociada con la produccion de leche. Los resultados de este estudio se encuentran ligeramente
elevados en comparacion con los reportados por Jonsson y col. (2013) (preparto = 2.2
mmol/L; parto = 1.8 mmol/; postparto = 2.5 mmol/L) y Zarate y col. (2016) (preparto = 2.1
+ 0.4 mmol/L; postparto = 3.3 £ 1.2 mmol/L). El comportamiento de los valores de los
estudios anteriores si coinciden con los reportados en este estudio, donde la concentracion en

postparto fue mayor con respecto al preparto. Sin embargo, no coinciden con los valores
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reportados por Newman y col. (2016) (preparto = 3.23 mmol/L; parto = 2.06 mmol/L;
postparto 2.84 mmol/L) donde mencionan una disminucién en la concentracion en el
postparto con respecto al preparto, analizando ambos puntos. La colesterolemia en este
estudio estd dentro del IR, lo que revela aparentemente un adecuado balance de energia y un

comportamiento fisiologico normal en este periodo de este metabolito.

Observamos diferencias significativas (P<0.05) entre los valores promedios de lipidos totales
por efecto de grupo desde el momento del parto y hasta los +21 d postparto. De la misma
manera se pudo observar una disminucion notoria al parto en comparacion con el valor
reportado al -21 d preparto. Sin embargo, la concentracion de lipidos totales aumento
importantemente al +21 d postparto, alcanzando el valor mas alto durante el periodo de

estudio.

Los comportamientos observados de los triglicéridos en el presente estudio no presentaron
diferencias significativas (P>0.05) entre las medias de las concentraciones durante el periodo
evaluado. Sin embargo, observamos una disminuciéon en su concentracion al parto,
manteniéndose hasta el final del periodo de evaluacion y presentando la menor concentracion
de triglicéridos en el postparto. Los valores promedio de las concentraciones de triglicéridos
del presente estudio coinciden con los reportados por Newman y col. (2016) quienes reportan
disminucién de la concentracion antes del parto y manteniéndose baja hasta cinco semanas
postparto (0.11 mmol/L) siendo mas pronunciado en vacas alimentadas con dietas altas en

energia.

Las concentraciones de calcio en el periodo evaluado si resultaron significativas (P<0.05) en
el preparto con respecto al postparto. Las concentraciones medias presentaron una
disminucion progresiva hasta los +10 d postparto (valor més bajo) para posteriormente
registrar un ligero aumento, sin embargo, los valores se encontraron dentro del IR establecido
por Wittwer (2016) que va de 2.0 — 2.6 mmol/L. Al inicio de la lactancia la vaca esta propensa
a que fallen las adaptaciones metabolicas debido a la alta demanda de calcio por la sintesis
de calostro e incremento en la produccion de leche en comparacion con la baja demanda por
el feto en el preparto (Leno y col., 2018). El desorden metabdlico a causa de la movilizacién
de calcio Oseo para soportar la concentracion de calcio para la sintesis de calostro y
produccion de leche (Jesse P. Goff, 2008), se asocia con la caida en la concentracion

alrededor del parto y su valor es considerado como indicador de hipocalcemia subclinica y
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clinica (Wittwer, 2016) asi mismo, la concentracion se encuentra fuertemente relacionado
con la edad y con el area de la cisterna de la glandula (indice de volumen calostral) (Megahed
v col., 2017). Martinez y col. (2012) mencionan que la hipocalcemia subclinica se encuentra

asociada con concentraciones elevadas de marcadores del BEN.

En el estudio realizado por Martinez y col. (2012) reportan vacas con hipocalcemia subclinica
aquellas con concentraciones de Ca <2.14 mmol/L en los primeros tres dias postparto y esta
concentracion se asocia con un incremento de padecer metritis, disminucion de neutroéfilos e
incremento en la concentracion de AGNE y BHB a los 12 dias en leche (DEL), aunque en el
estudio realizado por Moretti y col. (2015) donde evalud vacas con retencion de placenta y
vacas sanas, reporta no haber encontrado diferencias significativas en las concentraciones de
Ca (vacas control = 1.9461 mmol/L; vacas con retencion de placenta = 1.9710 mmol/L).
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Zarate y col. (2016) quienes reportan mayor
concentracion en preparto (2.9 £ 0.4 mmol/L) con respecto al postparto (2.6 = 0.3 mmol/L);
y las concentraciones del presente estudio se encuentran por encima a las reportadas por
Martinez y col. (2012) (parto = 2.2954 mmol/L; postparto = 2.3702 mmol/L) y Jonsson y col.
(2013) (preparto = 2.19 mmol/L; parto = 2.02 mmol/L; postparto = 2.05 mmol/L). El aspecto
mineral y energético sostiene relacion en la homeostasis del organismo para mantener el
estado de salud, por lo que una falla en el control del calcio sanguineo inducira en la vaca la
aparicion de enfermedades infecciosas y metabodlicas. Ante esto, Martinez y col. (2012)
recomiendan mantener la concentracion de Ca en los primeros tres dias postparto >2.14

mmol/L.

Las actividades enzimaticas de AST en este periodo de estudio si resultaron significativas
(P<0.05). Las medias de las actividades mostraron un incremento progresivo desde -21 d
antes del parto hasta +10 d postparto con una disminucion en el siguiente punto de evaluacion
(+21 d). En el punto de evaluacion de +10 d postparto los valores se encontraron por encima
del IR reportado por Wittwer (2016) (<110 UI/L). La AST es un indicador inespecifico de
dano hepatico debido a que no se encuentra unicamente en tejido hepatico (Noro y col.,
2013). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Zarate y col. (2016) donde reportan
un aumento importante en el valor promedio de la actividad enzimatica de la AST después
del parto (preparto = 49 £ 25 UI/L; postparto 77 £ 17 UI/L). Sin embargo, nuestros resultados

obtenidos no son similares a los reportados por Jonsson y col. (2013) quienes reportan haber
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observado en el postparto una disminucion de la actividad enzimatica de la AST (preparto =
60.5 UI/L; parto = 77.5 UI/L; postparto = 72.5 UI/L). El aumento en la actividad enzimatica
de la AST en el postparto temprano es debido a la movilizacion lipidica y no a la presencia
de alguna enfermedad hepatica, debido a que el incremento de la actividad enzimatica
observada no fue muy marcada a la reportada en los IR y se reestablecié en el muestreo

posterior.

En estudios donde evaluaron alteraciones metabolicas e infecciosas, encontraron elevadas
actividades enzimaticas de la AST. Moretti y col. (2015) encontr6 actividades elevadas en
vacas con retencion de placenta, mientras que Song y col. (2016) encontrd incremento en
vacas con cetosis subclinica y clinica, lo que pone en evidencia que vacas con estas

enfermedades cursan con ligeras lesiones hepaticas.

Durante el periodo evaluado en este estudio, las actividades enzimaticas de la ALP en suero
no mostraron diferencia (P>0.05) en preparto con respecto al postparto. Sin embargo, si hubo
efecto de grupo al momento del parto donde se registrd la concentracion mas elevada. La
concentracion de ALP registro una disminucion importante posterior al parto y se mantuvo
baja durante el resto del estudio. Estudios previos reportan que la edad del animal es un factor
que refleja la concentracion sérica de ALP debido a que en ¢l se refleja el efecto de la edad
y crecimiento, también reporta un dato interesante donde mencionan que este metabolito no
puede ser tomado en cuenta como indicador de susceptibilidad para la hipocalcemia clinica
en el postparto, debido a que no existe diferencia significativa en vacas secas sanas, vacas en
postparto sanas y vacas con hipocalcemia clinica (Jonsson y col., 2013), asi como en vacas
que cursaron con cetosis subclinica y clinica (sanas = 30.7 £ 5.7 UI/L; cetosis subclinica =
45.7 £ 6.6 UI/L; cetosis clinica = 46.8 + 7.2 UI/L) (Song y col., 2016). Las actividades
enzimaticas de la ALP en este estudio fueron mayores que las reportadas por Jonsson et al.
(2013) (preparto = 38 UI/L; parto = 54.8 UI/L; postparto = 32.1 UI/L), pero el
comportamiento en el periodo de transicion en ambos estudios fueron similares. La fosfatasa
alcalina es un indicador de formacién dsea por lo que las concentraciones mayores de este

estudio se pueden asociar al nimero de lactancias (>1) de las vacas que se utilizaron.

En este estudio no observamos diferencias significativas (P>0.05) entre las medias de las
actividades enzimaticas de la GGT durante el tiempo de estudio (preparto y postparto), estos

valores se encuentran dentro del IR reportados por Wittwer (2016) (<40 UI/L). Sin embargo,
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se pudo observar una disminucion importante de la actividad enzimatica de la GGT en el
periodo que corresponde al -10 d preparto y un aumento en los periodos posteriores
reflejando una mayor actividad de esta enzima al parto y postparto. Actividades enzimaticas
elevadas de la GGT y AST son observadas en vacas que presentan alguna lesion hepatica
(hepatocelular o canalicular) (Noro y col., 2013) y son utilizadas como indicador especifico
de lesion hepatica (Jozwik y col., 2012). Las actividades enzimaticas en el presente estudio
coinciden con las reportadas por Bertoni y col. (2008) en el aspecto de que las actividades de
la GGT no mostraron diferencias significativas entre los grupos evaluados, pero los valores
reportados fueron mayores (7, 14 y 28 postparto; 27.5 UI/L, 28.1 UI/L, 29.3 UI/L,
respectivamente). Debido a que las actividades de la enzima GGT se mantuvieron en bajas
concentraciones y dentro del IR los resultados no indican dafio hepéatico. Sin embargo, no
observamos diferencias entre los valores promedios de las actividades enzimaticas de la ALT
en el periodo de evaluacion. Sin embargo, se observd una disminucion de su actividad al
momento del parto y un incremento posterior correspondiente al +10 d postparto, con una

disminucion posterior a este punto de muestreo.

No observamos diferencias significativas (P>0.05) entre las medias de las concentraciones
de proteinas totales por efecto de tiempo (preparto y postparto) pero si por efecto de tiempo
en los grupos correspondientes de +10 d y +21 d postparto, donde se registré un aumento
notorio en su concentracion al +21 d postparto con respecto al parto y +10 d postparto.
Concentraciones bajas de proteinas totales es asociado a carencias en la dieta (Zarate y col.
2016). Los resultados de las concentraciones de proteinas totales de este estudio, se
encuentran ligeramente por debajo de las reportadas por Bertoni y col. (2008) quienes
reportan concentraciones a los 7, 14, y 28 dias postparto de 70 UI/L, 73.4 UI/L y 74.2 UI/L,
respectivamente. En el caso de la albiumina no observamos diferencias significativas
(P>0.05) entre las medias de las concentraciones de albimina por efecto de tiempo,
encontrando los valores dentro del IR reportados por Wittwer (2016) (30-41 g/L).
Observamos un ligero incremento al parto, con una disminucién en la concentracion al +10
d postparto que fue seguido de un ligero incremento, pero sin diferencia significativa en el
siguiente muestreo. La albuminemia es un marcador de respuesta lenta y se presenta debido
a una baja en la produccion hepatica que puede ser originado por ausencia en la dieta e
incremento en la produccion lactea (Wittwer, 2016) e incluso indicador de falla hepatica

(Moretti y col. 2015). Las concentraciones encontradas en este estudio coinciden con las
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reportadas en los estudios realizados por Jonsson y col. (2013) (preparto =31 g/L; parto =31
g/L; postparto = 30.7 g/L) y Zarate y col. (2016) (preparto = 38 + 7.1 g/L; postparto =27 +
8.9 g/L). Debido a que la concentracion de albimina se mantuvo siempre dentro del IR es

indicativo del buen estado funcional del higado y aporte proteico en la dieta.

En lo que respecta a la urea observamos diferencias significativas (P<0.05) de las
concentraciones por efecto de tiempo (preparto y postparto). La menor concentracion se
registro en el periodo preparto, seguido de un incremento notorio hasta los +10 d postparto y
con una ligera disminucion de los valores en el siguiente punto de evaluacion. Los valores
reportados en todo el periodo de estudio se mantuvieron dentro del IR establecido por
Wittwer (2016) (2.5 - 7 mmol/L) y los reportados por Zarate y col. (2016). El monitoreo de
la urea sérica juega un papel importante en la salud de ubre, reproduccion e integridad del
higado (Zarate y col., 2016). En este estudio, el incremento en la concentracion de urea sérica
alrededor del parto, se puede asociar a un aumento en la degradaciéon de aminoacidos
(gluconeogénesis) debido al incremento en la demanda energética al inicio de la lactancia
(Weber y col., 2015). Los resultados de Zarate y col. (2016) y Jonsson y col. (2013) muestran
valores muy por encima de los reportados en el presente estudio, sin embargo, coinciden en
el comportamiento que tuvo este metabolito durante el periodo de transicion evidenciando
mayor concentracion en el postparto. La concentracion sérica de urea es un indicador de la
correcta proporcion en la dieta de hidratos de carbono, proteina y su adecuada degradacion
por las bacterias ruminales. Para los valores de creatinina observamos diferencia significativa
(P<0.05) entre las medias de las concentraciones a partir de -10 d preparto y hasta +21 d
postparto. A medida de que se acercd el momento del parto los valores incrementaron para
registrar el valor mas alto durante el periodo de evaluacion, seguido de una disminucion lineal
para registrar la menor concentracion a +21 d postparto. Los resultados observados en este
estudio coinciden con los reportados por Jonsson y col. (2013) asi como en su
comportamiento (preparto= 111 pmol/L, parto= 102 pmol/L y postparto= 85.5 pmol/L) y
similares a las reportadas por Bertoni y col. (2008) a los 7, 14 y 28 dias postparto (99.7
umol/L, 93.6 pmol/L y 86.9 umol/L, respectivamente).

6. CONCLUSIONES
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Las vacas en periodo de transicion experimentan valores limites séricos que ponen en riesgo

su estado de salud.

Los primeros 10 dias postparto son la etapa donde se refleja la mayor exigencia metabdlica
de los componentes bioquimicos energéticos y proteicos, y ponen en evidencia la
complicacién para combatir la demanda de energia en el postparto temprano en la vaca

lechera.
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ANEXOS

Determinacion de AST.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente.

1.

2
3.
4

Preparar el reactivo.

Ajustar el espectrofotometro a cero con agua destilada.

Pipetear 500 pL de reactivo en los tubos

Agregar 50 pL de muestra al reactivo, mezclar e incubar a temperatura ambiente
durante un minuto.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS 350 con una longitud de
onda de 340 nm.

Leer, anotar el resultado.

Determinacion de ALT.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

> »w D

Preparar el reactivo.

Ajustar el espectrofotdmetro a cero con agua destilada.

Pipetear 500 pL de reactivo en los tubos.

Agregar 50 pL de muestra al reactivo, mezclar e incubar a temperatura ambiente
durante un minuto.

Analizar en el espectrofotémetro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 340 nm.

Leer, anotar el resultado.
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Determinacion de GGT.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

> » D

Preparar el reactivo.

Ajustar el espectrofotometro a cero con agua destilada.

Pipetear 500 pL de reactivo en los tubos.

Agregar 50 pL de muestra al reactivo, mezclar e incubar a temperatura ambiente
durante un minuto.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 405 nm.

Leer y anotar el resultado.

Determinacion de Lipidos Totales.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

SANER AR o

Este reactivo esta listo para usarse.

Ajustar el espectrofotdmetro a cero con agua destilada.

Pipetear en tubo de ensayo 2500 pL de acido sulfurico y 100 pL de la muestra
Mezclar con ayuda de un agitador mecanico.

Incubar durante 10 minutos en una estufa automética a 100°C.

Enfriar en agua fria y dosificar en las cubetas agregando 1000 pL del reactivo de
lipidos y 50 pL del hidrolizado de la muestra.

Incubar durante 15 minutos a 37°C.

Leer y anotar la absorbancia con ayuda del espectrofotometro Bayer modelo RA-50

con una longitud de onda de 520 nm.

Determinacion de Fosfatasa Alcalina.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

l.
2.

Preparar el reactivo.

Ajusta a cero el espectrofotdmetro con agua destilada.

3. Pipetear 500 puL de reactivo y 12.5 pL de muestra en un tubo de ensaye.
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Mezclar e incubar a temperatura ambiente por un minuto.
Leer y anotar la absorbancia con ayuda del espectrofotometro ByoSystems modelo
BTS-350 con una longitud de onda de 405 nm.

Obtener el valor.

Determinacion de BUN.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

1.
2.

Preparar el reactivo.

Ajustar el espectrofotdmetro a cero con agua destilada.

Pipetear 500 uL de reactivo y 5 uLL de muestra en un tubo de ensayo e inmediatamente
colocar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 340 nm.

Leer y obtener el resultado.

Determinacion de Creatinina.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

Preparar el reactivo.

Pipetear 500 pL de reactivo y 25 uL. de muestra en un tubo de ensaye, mezclar e
inmediatamente ponerlo en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con
una longitud de onda de 510 nm.

Leer y oobtener el resultado.

Determinacion de Proteinas Totales.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

bl

Este reactivo esta listo para usarse.

Pipetear 500 pL de reactivo y 10 pL de muestra en tubo de ensaye.

Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de

onda de 540 nm.

. Leer, anotar el resultado.
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Determinacion de Albimina.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

A o

Este reactivo estd listo para usarse.

Pipetear 500 pL de reactivo y transferir 5 uL. de muestra en un tubo de ensaye.
Incubar a temperatura ambiente por un minuto.

Ajustar a cero el espectrofotdémetro con blanco.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 630 nm.

Leer y anotar el resultado.

Determinacion de Glucosa.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

El reactivo estd listo para usarse.

Pipetear 500 puL de reactivo y 5 pLL de muestra en un tubo de ensaye.

Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante diez minutos.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 505 nm.

Leer y anotar el resultado.

Determinacion de Colesterol.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

1.
2.

Reactivo listo para usarse.

Pipetear 500 pL de reactivo y 5 pLL de muestra en un tubo de ensaye, mezclar e incubar
a temperatura ambiente durante cinco minutos.

Ajustar el espectrofotometro a cero.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 500 nm.

Leer y obtener el resultado.
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Determinacion de Calcio.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

1.

w»ok »w N

Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada.

Pipetear 500 pL de reactivo

Mezclar 5 pL de muestra con el reactivo.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 650 nm.

Leer y anotar el resultado.

Determinacion de Triglicéridos.

El procedimiento de esta técnica es el siguiente:

i sl et

Reactivo listo para usarse.

Pipetear 5 uL de muestra en los tubos de ensaye.

Pipetear y mezclar 500 pL de reactivo.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Analizar en el espectrofotometro ByoSystems modelo BTS-350 con una longitud de
onda de 500 nm.

Leer la absorbancia.

Determinacion de AGNE.

Para la determinacién de AGNE, los reactivos se prepararon bajo condiciones apropiadas de

laboratorio. Los reactivos contenidos en el kit estuvieron compuestos por Buffer (R1a),

Enzimas/Coenzimas (R1b), Diluyente de las enzimas (R2a), Maleimida (R2b), Reactivo de

las enzimas (R2c¢) y por un Calibrador (estandar).

La preparacion de los reactivos es el siguiente:

. Reconstituir el contenido de un vial de enzimas/coenzimas (R1b) con 10 ml de buffer

(R1a). Este reactivo es estable por 5 dias a una temperatura entre 2-8°C.
Reconstituir el contenido de un frasco de maleimida (R2b) con el contenido de un

frasco de diluyente de las enzimas (R2a) disolviendo completamente
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3.

Reconstituir el contenido de un vial de reactivo de enzimas (R2c¢) con el contenido de

la solucion R2b (maleimida y diluyente de enzimas).

Las diluciones quedaron compuestas de la siguiente manera:

R 1= Buffer/ Enzimas/ Coenzimas.

R2= Diluyente de enzimas/ Maleimida/ Reactivo de enzimas.

La determinacion de los AGNE se realizo por el procedimiento manual. El procedimiento de

esta técnica es el siguiente:

NS » s

Identificar cuatro cubetas desechables para espectrofotometria de la siguiente
manera: reactivo blanco, estandar, muestra y muestra blanco.

Pipetear 50 pL de agua destilada y 1000 pL de la solucion R1 en la cubeta de reactivo
blanco.

Pipetear 50 pL del estandar (calibrador) y 1000 puL de la solucion R1 en la cubeta de
estandar.

Pipetear 50 pL de la muestra y 1000 pL de la solucion R1 en la cubeta de muestra.
Pipetear 1000 pL de la solucion R1 en la cubeta de muestra blanco.

Mezclar e incubar a 37°C durante 10 minutos.

Posteriormente adicionar 2000 pL de la solucion R2 a cada una de las cubetas y
unicamente a la cubeta muestra blanco pipetear 50 pL de la muestra.

Mezclar e incubar a 37°C por 10 minutos.

Debido a que se utilizo el procedimiento manual la concentracion de las muestras se debe

calcular de la siguiente manera:

Mmol/L= ((Amuestra — Amuestra blanco) / Aestandar)) x concentracion del estandar
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o7

Resultados de los analitos evaluados durante el periodo de transicion (-21 d antes del

parto a +21 d después del parto). Valores expresados con su media * error estandar.

LL6DD | OPORD [ 8OITD | 19160 | LZEDD | 99E9'0 | S0ZOD | 6Z6¥0D | SOZOD | 6SLH'D ("1ounu) gHY
TOLOD | 910VZ | 6LLOD | 191€T | €ZOT'D | RT6FT | 10800 | 61087 | RIOTD | #C87 (ry/1omim) ogpe;)
CELOD | 06L6T | LERDD | 9§67 | PFTID | 099Y'E | 9SBOD | 9¥ASE | 96L000 | SSOFE (/10wu) esoang)
LISCST |SLIEROE | PEOF 11 | ZIEIHET | 8bE9'6 | LLEGPLT | BEOR'G | B8YHORT | LIGEHI | 1SE60ET (r7p/dw) sapeya, sopidry
0100 90970 | €6I00 | I¥STO | TEIOD | L65TO | ETIOD | 606T0 | LOIOO | SS8TD {7/jowru) sopjaOnEaL,
09600 | 9SL6T | #1900 | 6TPLT | 6EPDD | SBSECT | TEPOD | EE691 CB80°0 | 8¥L0T (7/1owm) joaasajo))
L8880 | 999CEE | 6T0LD | ZEOWZE | 6SEYD | DOZESE | 11640 [ 000SEE | SILED | 1966'EE (1/3) eupunqry
8001 | €EET99 [ €I660 | 191079 | 9999°0 | 0ORY'I9 | ELELD | 960TPY | FLIET | SASO'SY (1/d) sapejo seurajoag
€070 | %09t | LELTO [ T6IEC | PISTD | ECHSF IVT10 | SEPLE CO9T'0 | pLERE ("/1ounu) eaxy)
TOT00 | 1LTTT | €0ET0 | LTEST | L6TTO | PIECT | T6SOD | GT8LI POLO0 | 6ISHT (o) NOg
0SLLT | SUILPL | 69SEE | PTOFLR | PORK'T | bT96'SO1 | 69EKT | SR9TL6 | 90ERT | STHO'HG (/10wn) eupupeas)
6EPST | 000FES [ ITIOE | 00DDT9 | 10SOE | OPPET8 | LETR'T | 19109 | TPIOF | TOLI'SY (V1) a1V
90071 | 00SE0T | #P6CT | OTSF6I | 98ST'T | CEITRI | 896L'0 | $90S'O1 | 6ZE¥'1 | OICK'SI (110) 199
LOOFD | 00SI'07 [ OIZ01 | LLOVET | RERY0 | CELEOT | 9SILD | 60LY'1T | STOLO | LPHLIT (1) LTV
OLSUE | 000CE8 | (SSTL | GIPTETT [B8LSC | 0OOTIS | SEPRT | PSE6L9 | L68FT | LISEED (17100 1SV
9=t 9=u sL=u 9=u Lp=u
oredysod p 7 opaedysod p PO opedad p o opedaig p 17 LBELALE |
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Formato de hoja de trabajo nivel hato.

Q

UNILERSIDAD AUTONOMA
DE aGUASCALIENTES

No. | Vaca | Rep | Tx | FParto BCS Evento Tratamiento
extraordinario

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Fecha y hora muestreo:
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