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Resumen

Con el objetivo de evaluar el potencial lipotrépico de Metionina-Colina y L-Carnitina en
vacas lecheras durante el periodo de transicion, tres experimentos fueron desarrollados.
En el primer experimento se evalud el efecto de la complementacion alimenticia con 20
g/d de una Fuente Comercial Protegida de la Degradacion Ruminal (FCPDR) de
metionina, y sus combinaciones con una FCPDR de colina en dosis de 60 y 120 g/dia. En
el segundo experimento se evallo el efecto de la complementacion alimenticia con100 y
200 g/d de fumarato de L-carnitina. En el tercer experimento se evaluo el efecto de la
complementacién con una FCPDR de metionina (20g/d) en combinaciones con dosis
bajas de una FCPDR de colina (60g/d) y dosis bajas (100 g/d) y altas (200g/d) de fumarato
de L-Carnitina; y el efecto de dosis altas de una FCPDR de colina (120g/d) en combinacion
con dosis bajas (100g/d) y altas (200g/d) de fumarato de L-Carnitina. En cada experimento
los tratamientos fueron comparados entre si y contra un tratamiento control. Las pruebas
de degradabilidad ruminal de los compuestos utilizados indicaron tasas de degradabilidad
ruminal a 24 horas de 30% para la FCPDR de Metionina, 3.2% FCPDR de colina'y 90%
para el fumarato de L- carnitina; debido a esto las dosis utilizadas disponibles para su
absorcion intestinal fueron 10.5 g/d de metionina, 14.5y 29 g/d de colina, y 5.8y 11.6 g/d
de L-carnitina, respectivamente segun la dosis utilizada (baja o alta). La fase experimental
se realizd en el centro Paysandu de la Universidad Nacional, sede Medellin, ubicado a
2400 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 14°C y humedad relativa promedio del
80%. El estudio se desarroll6 con 59 vacas Holstein de dos 0 mas partos pero no mas
alld de seis. Entre 5 y 7 vacas fueron asignadas a cada tratamiento. Las vacas
pastorearon praderas de kikuyo (Cenchrus clandestinum) y recibieron un complemento
alimenticio, que acorde con el experimento recibia la adicion de la respectiva fuente de
cada factor lipotrépico, para metionina, Aminoshure-M® (75% L-Metionina, Balchem
USA), para colina Reashure-M®, (25% de Colina, Balchem USA) y para Carnitina,
Fumarato de L-Carnitina (58%, de L-Carnitina, Suzhou Vitajoy Biotech, Co China). Los
animales experimentales recibieron los tratamientos desde el dia 260 de gestacion y hasta
el dia 20 posparto. Todos los animales fueron pesados al inicio del experimento y se les
calificé la condicién corporal. El dia 270 de gestacién y a los dias 10 y 20 posparto se les

tomo muestras de sangre y biopsia hepatica, se pesaron y se les califico la condicion



corporal. En las muestras de higado se determinaron las concentraciones de
triacilglicéridos, de colina, de acidos grasos libres, de Carnitina total, Carnitina libre y Acil
Carnitina. En las muestras de suero se cuantific6 Las concentraciones AGNES, [-
Hidroxibutirato (BHB), Triglicéridos, Glucosa y Urea. El dia 270 de gestacion y el dia 10
y 20 postparto se estimo el consumo de materia seca, el balance de energia neta de
lactancia (ENI), el cambio de peso y los balances de proteina metabolizable (PM) y de
proteina degradable en rumen (PDR). Se realizaron andlisis de medidas repetidas en el
tiempo. Previamente se modelo la estructura de covarianzas. El numero de partos, la
produccion de leche corregida (305d, 2x, EM) en la lactancia anterior y la condicidon
corporal al inicio del experimento fueron involucrados como covariables. La comparacion
de medias entre tratamientos se realizé mediante la prueba LSD. No se presentaron
interacciones entre los tratamientos y los periodos de muestreo para ninguna de las
variables analizadas. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos para los consumos de materia seca, produccion de leche y sus contenidos
de grasa y proteina. Durante el preparto se presentaron los valores significativamente
mas altos (p<0.05) de triglicéridos plasméticos y urea, y los valores significativamente mas
bajos (p<0.05) de AGNES y BHB, la causa mas probable pudo ser un balance nutricional
mas favorable, pues durante el preparto se presentaron valores significativamente mas
altos (p<0.05) en los balances de energia neta de lactancia (ENL), de proteina
metabolizable (PM) y de proteina degradable en rumen (PDR). Las concentraciones
hepaticas de triglicéridos, de colina y de las diferentes formas de carnitina no difirieron
significativamente entre periodos de muestreo. La suplementacion con los diferentes
factores lipotropicos y sus combinaciones no afectaron significativamente los valores de
AGNES. Las concentraciones plasmaticas de B-hidroxibutirato tendieron a aumentar con
la suplementacion con L-carnitina, y aumentaron significativamente (p<0.05) con la
suplementacién conjunta con metionina y colina y con la suplementacion conjunta con las
dosis mayores de colinay carnitina. La concentracion hepatica de triglicéridos se encontro
en un rango de clasificacion bajo, y no se vio afectada por la suplementacion con
metionina y/o colina, pero si mostré una alta tendencia (p=0.077) a la disminucion con la
suplementacién conjunta con las dosis mayores de colina y carnitina, y mostré una

disminucion significativa (p<0.05) en respuesta la suplementacion con 200 g/d de



fumarato de L-Carnitina. EIl aumento en las concentraciones de B-hidroxibutirato en
respuesta a la suplementacion con colina y/o carnitina indicé que el mecanismo de
disminucién de triglicéridos hepaticos fue debido posiblemente al aumento de la oxidacién
de &cidos grasos. La suplementacion con L- carnitina aumentd significativamente la
sintesis de urea, posiblemente a través de la estimulacion del ciclo de la urea a varios
niveles, lo cual fue descrito en otras especies, pero aun no ha sido objeto de estudio en
rumiantes. Las concentraciones hepaticas de colina y carnitina no se afectaron con la
suplementacion con metionina y/o colina, por el contrario la complementacion conjunta
con los tres factores lipotropicos (metionina, colina y carnitina) aumento significativamente
las concentraciones hepaticas de colina, pero no asi las de carnitina, indicando que se
presentd una disminucion significativa en la utilizacion de colina en la sintesis de carnitina,
debido a una disminucion en la sintesis endégena de carnitina en respuesta a la
suplementacién con carnitina. Bajo concentraciones relativamente bajas de AGNES y
triglicéridos hepaticos, la metionina y colina no son nutrientes limitantes para la
exportacion de triglicéridos desde el higado a la sangre, por consiguiente bajo esta
condicién no se observa lipidosis hepatica y como consecuencia la suplementacién con
metionina y/o colina no ocasion6 efectos significativos sobre las concentraciones
hepaticas de triglicéridos. La suplementacidén con colina y/o carnitina aumento
significativamente las concentraciones de [(-hidroxibutirato, lo que sugiere que la
disponibilidad de carnitina o sus precursores son limitantes para la oxidacion de acidos
grasos en el higado de vacas en el periodo de transicion. Aun a bajas concentraciones
de AGNES Vv triglicéridos hepaticos el incremento en la oxidacién de acidos grasos
inducido por una mayor disponibilidad de carnitina disminuyé significativamente la
disponibilidad de acidos grasos para la formacion hepatica de triglicéridos.



1. Marco teorico.

En los sistemas especializados en produccion lechera ha ocurrido un incremento
constante en la produccion de leche por vaca. La alta produccion origina que algunas
funciones hepaticas claves para la adaptacion de la vaca periparturienta a las condiciones
gue impone la lactancia funcionen al maximo. El higado debe adaptar su funcionamiento
para soportar su propio gasto energético, asi como para la exportacion de sustratos
energéticos a los demas tejidos (Drackley et al, 2001). Los estudios realizados en el
exterior (Greenfield et al, 2000; Piepenbrink y Overton, 2003) y en Colombia (Galvis et al,
2003) han puesto en evidencia la imposibilidad de las vacas de generar una respuesta
metabdlica ante las elevadas exigencias que impone el final de la gestacién y la iniciacion
de la lactancia (Webver et al, 2013), lo cual en consecuencia ha hecho cada vez mas
evidente el aumento en la frecuencia e intensidad de los problemas en la salud y en la
reproduccion, disminucién en la vida productiva de los hatos, ademas de respuestas
productivas menores a las esperadas por el potencial genético de las vacas lecheras (Lof
et al, 2007 Mulligan y Doherty, 2008).

1.1. Periodo de transicién a la lactancia.

La importancia del periodo de transicion a la lactancia fue resaltada por Gonzales y
Koenekan (2006) en los siguientes términos: “La necesidad de una transicién exitosa
desde las etapas finales de la prefiez hasta la consolidacion de la lactancia ha tomado
fuerza durante la uUltima década en la medida que investigadores y especialistas en
manejo de vacas lecheras de alta produccion han reconocido la importancia de este
periodo. Esta etapa de transicion se caracteriza por cambios dramaticos en la demanda
de nutrientes, lo que requiere de una coordinacion muy precisa del metabolismo para
satisfacer las demandas de glucosa, aminoacidos y acidos grasos. En general, estas
alteraciones son un reflejo de los cambios hormonales que ocurren para facilitar el

proceso del parto y la preparacion de la glandula mamaria para la sintesis de leche”.

En las semanas previas al parto se presenta una disminucién en el consumo de materia

seca (Vazquez-Anon et al, 1994) y un aumento en las necesidades nutricionales



ocasionadas por la demanda impuesta por el desarrollo fetal; estas situaciones originan
un balance energético negativo (BEN) el cual desencadena una intensa lipolisis y
transporte de los acidos grasos no esterificados (AGNES) hacia el higado, lo cual esta
estrechamente relacionado con las alteraciones de la salud que caracterizan el periodo
de transicion a la lactancia (Dyk et al, 1995). No debe perderse de vista que el higado
recibe y coordina el flujo de aminoacidos (AA), glucosa y acidos grasos (AG) necesarios
para satisfacer las demandas crecientes en la prefiez tardia y en la iniciacién de la

lactancia (Bauman y Currie, 1980).

Reynolds et al (2000a) determinaron que en las vacas el dia 10 posparto aumentd en 44%
el consumo de materia seca, mientras que los mismos investigadores sefalaron que en
el higado el consumo de oxigeno lo hacia en un 95% (Reynolds et al, 2000b). Esta relacion
de incremento entre el consumo de materia seca y de oxigeno pone de manifiesto que
durante el periodo de transicion a la lactancia el higado se expone a un aumento
importante en el gasto energético y a un déficit de nutrientes. En lo que concierne a la
glandula mamaria para la misma etapa Bell (1995) estableci6 aumento en las demandas
de los AG en alrededor de 500%, de glucosa en 250% y 200% en los AA.

Lomax et al (1979) identificaron que en las primeras semanas posparto disminuye
significativamente la insulina plasmatica debido al BEN y por una posible disminucion en
la respuesta pancreatica a los estimulos insulinotropicos. Esta disminucién en la insulina
plasmatica promueve un estado de lipdlisis, contrario a la lipogénesis, que se espera se
deberia desencadenar por la insulina. Diversos autores experimentaron con dietas altas
en carbohidratos solubles para evaluar el efecto sobre la secrecion de insulina y la
disminucién de la lipdlisis, encontrando efectos positivos pero no suficientes para
disminuir significativamente la sobrecarga de AG en el higado (Dann et al, 1999; Minor et
al, 1998; Van de Haar et al, 1999). Esto debido posiblemente a una disminucién en la

sensibilidad de los tejidos a la insulina (Herdt, 2000).
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1.2. Metabolismo hepatico durante el periodo de transicion a la lactancia.

El higado utiliza los AG mayoritariamente como fuente energética; los excedentes que no
realizan oxidacion mitocondrial deben ser esterificados e integrados a la lipoproteina de
muy baja densidad (VLDL) para ser transportados a los tejidos demandantes de energia.
Durante el periodo de transicion a la lactancia ambos procesos (oxidacion mitocondrial y
ensamblaje de los triglicéridos (TG) a la VLDL) pueden estar disminuidos debido a la baja
disponibilidad de componentes claves como la metionina, colina y carnitina (Drackley et
al, 2001; Piepenbrink y Overton, 2003; Piepenbrink et al, 2004).

Considerando la importante funcion que tiene el higado como proveedor de glucosa a los
demas tejidos es necesario resaltar las vias alternas a la oxidacién de glucosa por las
cuales este obtiene su propio suministro energético y conocer los puntos limitantes para
la utilizacion de los AG por el tejido hepatico. Las estimaciones realizadas por Drackley et
al (2001) a partir de la utilizacion de los AGNES reportada por Reynolds et al (1988) y el
modelo propuesto por Pullen et al (1989), indicaron que el higado de las vacas al inicio de
la lactancia temprana capta cerca del 25% del total de los AGNES circulantes, lo cual a
juicio de Reynolds et al (1988) deberia contribuir hasta con el 60% de los substratos
oxidados para la produccion de ATP. Este valor es similar al flujo de sangre hacia el
higado, por lo que Huntington (1990), afirm6 que con respecto a los demas tejidos en el
higado no existe una utilizacién mayoritaria de los AGNES.

Durante el periodo de transicion a la lactancia la cantidad de AGNES que llega al higado
sobrepasa su capacidad de oxidacion. Segun Gonzalez et al (2011) la intensa lipdlisis
qgue ocurre durante este periodo eleva los AGNES a concentraciones superiores a 0.5
mM. Gonzalez y Koenekan (2006) utilizaron los registros de captacion hepéatica de
AGNES reportados por Pullen et al (1989) y el gasto energético por el tejido hepatico
reportado por Reynolds et al (1988) para estimar la cantidad de AGNES captada y oxidada
o esterificada por el higado de vacas en lactancia temprana. Con base en esta informacion
estimaron que las vacas con concentracion de AGNES de 1 mM deberian tener una

captacion hepatica de AGNES cercana a 928 g/d (140 mmol/h) de los cuales solo serian
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necesarios 403 g/d para satisfacer las necesidades energéticas. El remanente de 525
g/dia de AGNES que queda en el higado debe ser esterificado para ser exportado a los
tejidos extra hepéticos. Esta informacion pone de manifiesto que las concentraciones de
AGNES superiores a 0.5 mM probablemente conducen a desbalances entre la captacion
y la oxidacion de AGNES por el tejido hepatico, o que probablemente incrementa el riesgo
de infiltracion grasa. Al respecto Gonzalez et al (2011) reportaron un coeficiente de
correlacion significativo entre los valores de AGNES superiores a 0.4 mM y la alteracion
en la AST como indicador de lipidosis hepética. Por su parte Pullen, Palmquist y Emery
(1989) establecieron una correlacion negativa entre la concentracion plasmatica de
AGNES vy el porcentaje de AGNES incorporados a triglicéridos hepaticos, sugiriendo que
un incremento en los AGNES no origina un incremento proporcional en los sustratos para
la sintesis de triglicéridos y su secrecion. Estos autores concluyeron que la intensa lipdlisis
gue se presenta en el posparto parece inducir diferentes grados de infiltracion grasa en el
higado y citaron que en los casos en los que se presentan las formas severas existe una

asociacion con la disminucion en la exportacion de triglicéridos (Herdt et al, 1983).

El principal mecanismo de regulacion del metabolismo de los AGNES en el higado
consiste en el suministro de AGNES al higado (Hocquette y Bauchart 1999). Lo anterior
debido a la relacion directa entre la captacion hepéatica de AGNES vy la lipdlisis del tejido
adiposo mediada por la lipasa sensible a hormonas. Una vez en la célula hepatica la
insulina estimula la esterificacién de los AG (Zammit, 1996). Para Chow y Jesse (1992)
el principal papel de la insulina en el metabolismo de los AG radica en su efecto sobre la
actividad de la CPT-1, la cual disminuye con el aumento en el nivel de la hormona. Esta
observacién es consistente con los resultados de Al-Trad et al (2010), quienes
establecieron que la CPT-1 hepatica se inhibia como respuesta a la infusion intravenosa
de glucosa en vacas lactantes. Por su parte Hippen et al (1999) reportaron que la
aplicacion de glucagon, por su efecto antagonico a la insulina, promueve la utilizacion de
los triglicéridos hepaticos, posiblemente a través de un incremento en la oxidacion de los
AG. Se conoce que el metabolismo de los AG esta coordinado con la disponibilidad de
glucosa y los sustratos gluconeogénicos: la disminucion en la oxidacion de los AG es el

resultado del aumento en los niveles de propionato (Emery et al, 1992; Grummer, 1993).
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Chow y Jesse (1992) afirmaron que la gluconeogénesis a partir de propionato, lactato 6
piruvato requiere de la oxidacion de AG para el suministro de los ATP requeridos en el
proceso; por lo tanto ambos procesos ocurren simultdneamente en el higado de las vacas
lecheras. Al respecto Drackley et al (1991a) reportaron que los sustratos gluconeogénicos

como alanina, piruvato y lactato estimulan la oxidacion de los AG.

1.2.1. Oxidacion de acidos grasos.

Basados en la informacion de Drackey et al (1991b) referida a la captacién y oxidacién de
AG durante el periodo de transicion a la lactancia, se surgiere que las vacas lecheras
modifican significativamente la oxidacién de los AG captados mas no su captacién. Dichos
investigadores determinaron que mientras que la oxidacion del palmitato aumento (23,6%
en vacas secas y 40,7% en lactancia temprana) de manera inversa con el balance
nutricional (BN), su captacion disminuyo en 13%. Estos resultados ponen de manifiesto
la existencia de un excedente de AG significativamente mayor en las vacas secas, lo que
segun los autores condujo a mayor esterificacion (76,2%) en éstas que en las vacas en
lactancia (59,3%). Por consiguiente es probable que en el preparto se incremente de
manera significativa la acumulacion triglicéridos hepaticos, disminuya en magnitud en el
posparto temprano cuando cae marcadamente el balance energético originando un

incremento en la oxidacion de los AG.

El aumento en la oxidacion de los AG requiere la coordinacién de diferentes mecanismos
entre los que se destaca la actividad de la carnitina palmitoil transferasa- | (CPT-1), la cual
se incrementa en 49% el dia uno preparto (Dann et al, 1999). Este aumento exige el
aumento proporcional en los sustratos (AG y la carnitina) de la enzima. Segun Bell et al
(2000) el aumento en la movilizacibn de las reservas proteicas suministraria los
precursores necesarios para la sintesis de carnitina. Bajo las condiciones nutricionales
prevalecientes en los sistemas de produccion de leche en el trépico alto colombiano es
probable que los déficit energéticos pronunciados que se observan durante este periodo
obliguen a las vacas a una amplia utilizacion de AA como fuente energética, restando
incluso la posibilidad de garantizar el suministro de lisina y metionina como sustratos para

la sintesis de carnitina. Al respecto Galvis et al (2003) reportaron para las dos primeras
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semanas posparto un BEN hasta del 35%. En un trabajo posterior Galvis et al (2010)
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre el BEN y las
concentraciones hepaticas de amonio, y entre las concentraciones hepéticas de amonio
y piruvato en vacas en el primer tercio de lactancia, lo que sugiere una amplia utilizacion

de los AA de las reservas corporales como fuente de energia.

Una de las adaptaciones importantes al BEN que se presenta en el periodo de transicion
a la lactancia lo constituye el aumento en la oxidacién mitocondrial de los AG. Al respecto
Knapp y Baldwin (1990) mencionaron el papel principal de la actividad de la CPT-1 en el
control de ingreso de los AG a la mitocondria, modulado por los cambios en las
concentraciones del malonil-coa, lo que entrega informacion importante del balance
energeético ya que esta aumenta con los incrementos en la concentracién de insulina
(Zammit 1996; 1999). Lo anterior sefiala la importancia del funcionamiento adecuado de
la CPT-1 para la utilizacion adecuada de los AGNES como fuente de energia; este
sefialamiento pone de manifiesto que el déficit de carnitina o de sus precursores
esenciales (metionina y lisina) traeria como consecuencia una importante disminucion en

la capacidad de oxidacion de los AGNES movilizados hacia el higado.

Durante el periodo de transicion a la lactancia el aumento en el ingreso de los AG a la
mitocondria debe conducir al aumento en su B-oxidacion, con el consecuente incremento
en las concentraciones matriciales de Acetil-CoA cuyos carbonos estarian disponibles
para ser oxidados en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y de esta manera se deberia
incrementar el aporte energético al tejido hepatico; sin embargo, no toda la Acetil-CoA
continta hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos en virtud que durante el periodo de
transicion a la lactancia la baja disponibilidad de precursores gluconeogénicos crea una
situacion deficitaria en carbén anapleroético, lo cual conllevaria a una disminucion en la
concentracion de Succinil-CoA lo que impide mantener la succinilacion mecanismo que
inactiva la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintetasa (HMG-CoA sintetasa), razones que
conducen a que una parte importante de la Acetil-Coa se convierta en sustrato que estaria

siendo desviado a la produccion de cuerpos cetdnicos (Zammit, 1990).
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Otro factor importante para la adecuada utilizacion de los AG por el tejido hepatico lo
constituye el suministro de piruvato. EI aumento en la concentracion de Acetil-Coa
producto de la B-oxidacion provoca la activacion de la piruvato carboxilasa responsable
de la carboxilacion del piruvato hasta oxaloacetato (Chow y Jesse, 1992) necesario para
unirse con el exceso de Acetil-CoA formando citrato e iniciando el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Sin embargo cabe advertir que bajo una condicién de extensa B-Oxidacion
aumenta considerablemente la relacion NADH/NAD inhibiendo la actividad de las
deshidrogenasas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Hegardt, 1999), lo que
definitivamente disminuiria la utilizacién de Acetil-Coa como fuente de energia para el

higado, desviando parte de sus carbonos hacia la sintesis de cuerpos cetonicos.

Una utilizacion alternativa de los AG en el higado es la oxidacion perosixomal. Piot et al
(1998) registraron que en el higado de diversas especies que no existen diferencias
proporcionales entre la utilizacion de AG por la B-oxidacion mitocondrial y la oxidacion
perosixomal. Los resultados de varios investigadores sugieren que la oxidacion
peroxisomal de los AG aumenta acorde con la abundancia de los AGNES en el tejido
hepatico. Grum et al (1996) por ejemplo informaron el aumento significativo en esta
oxidacion el dia del parto cuando se compar6 con el inicio de la etapa de transicion a la
lactancia y ademas indicaron que en este periodo las vacas alimentadas con dietas altas
en grasa (alrededor del 50% de su composicion era de &cidos grasos insaturados, de los
cuales el 10% era poliinsaturados) en comparacion con aquellas que recibieron la dieta

control o altas en granos presentaron aumento significativo en la oxidacion peroxisomal.

En la evaluacion del efecto de la grasa de la dieta sobre la oxidacion perosixomal es
importante considerar la composicion de los AG. En un trabajo realizado por Petit et al
(2007) suministraron durante cuatro semanas preparto y cuatro posparto dietas con
grasas saturadas e insaturadas. Las evaluaciones realizadas mostraron que las vacas
que recibieron grasas saturadas tuvieron mayores niveles de AGNES en sangre, de
lipidos totales y de triacilglicéridos hepéticos que las vacas control y las que se
suplementaron con aceite de linaza (Linum usitatissimum), pero no hubo diferencia entre

las vacas del grupo control y las que recibieron el suplementado con aceite de linaza con


http://es.wikipedia.org/wiki/Linum_usitatissimum
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respecto a la concentracion de triacilglicéridos hepaticos. La posible explicacion de este
resultado radicaria en el nivel de acidos grasos poliinsaturados de las dietas: mientras
gue en las dietas de las vacas suplementadas con grasas saturadas el porcentaje de
acidos grasos poliinsaturados fue cercano a 32, en las que conformaron el grupo control
y las de linaza este porcentaje no estuvo distante (59 y 67% respectivamente). Mientras
estos investigadores resaltan que existe efecto negativo de las grasas saturadas sobre la
lipidosis hepatica, Grum et al (1996) afirmaron que la complementacion con grasas
saturadas estimula la oxidacion peroxisomal. Esta discrepancia en los enfoques y
resultados muestra que es limitada la informacién disponible sobre los mecanismos por
los cuales se logra una efectiva estimulacién de la oxidacion peroxisomal y, como lo
afirmaron Douglas et al (1998) su conocimiento tiene utilidad potencial para incrementar
la utilizacion de los AGNES por higado ya que es una via alterna que no esta sujeta a la

regulacion por parte de la CPT-1.

Como se menciond la regulacion de la B-oxidacion mitocondrial estéa dada por el control
de la actividad de la CPT-1, la cual es sensible a la cantidad de energia requerida por la
célula. Se sabe que las vacas durante el periodo de transicidbn presentan condiciones
deficitarias en nutrientes y energia limitaciones en metionina y la lisina, aminoacidos
precursores de la carnitina, es pertinente pensar que la disponibilidad de esta puede
constituirse en factor limitante para la actividad de la CPT-1. Drackley et al (1991a)
indicaron que en condiciones in vitro cuando los hepatocitos se suplementaron con
carnitina hubo aumento de la oxidacién del palmitato, la cual resulté anulada cuando se
adicion6 un inhibidor de la CPT-1, demostrandose la sensibilidad de la CPT-1 a la
disponibilidad de carnitina y sugiriendo que puede ser posible la modulacién de la
actividad de esta enzima con la complementacién con carnitina. En el trabajo de Lacount
etal (1995) se evidencio que si bien hubo respuesta en las concentraciones de carnitina
en sangre e higado cuando esta fue infundida a razon de 6 g diarios dichos investigadores
no identificaron respuesta en los indicadores de lipidosis hepéatica.
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1.2.2. Esterificacion de &cidos grasos y exportacion de triglicéridos.

La alta movilizacion de los AGNES hacia el higado y su capacidad limitada de oxidacion
en la vaca en la fase de transicion hacia la lactancia originan AG en exceso los cuales
deben ser esterificados a triacilglicéridos con el resultante incremento de la lipidosis
hepética. Grum et al (1996) reportaron que la esterificacion del palmitato en el tejido
hepatico se incrementé de 110 a 220 mmol/hora/g de tejido humedo entre la tercera
semana preparto y la primera semana posparto, el cual fue relacionado de manera directa
con el nivel de los triacilglicéridos hepéaticos. Al respecto Van Den Top et al (1995)
atribuyeron el aumento en la concentracién hepatica de triacilglicéridos al incremento en
la captacion hepatica de AGNES utilizados para la sintesis de triacilglicéridos debido al
aumento significativo en la actividad de la diacilglicerol aciltransferasa al pasar entre la
semana dos preparto y la semana posterior al parto de 0,4 a 1,0 mmol/min/mg de proteina.
De este modo durante la fase de transicion el higado de la vaca se enfrenta al aumento
en la cantidad de triacilglicéridos que se deben exportar a los de més tejidos. Kleppe et al
(1988) concluyeron que no existen diferencias en la capacidad de esterificacion en el
higado de rumiantes y monogastricos; no obstante en los rumiantes es limitada la
capacidad de incorporacion de los triacilglicéridos en moléculas de VLDL (Graulet et al,
1988; Pullen et al, 1989). Como en el rumiante la exportacién de VLDL no se corresponde
con la sintesis de triacilglicéridos se ocasiona la lipidosis hepatica. La formacion de VLDL
en el higado de la vaca es demandante de varios componentes limitantes: fosfolipidos,
colesterol y apoproteinas. Para Bauchart (1993) los componentes mas limitantes pueden
ser la apoproteina B-100 (ApoB-100) y la fosfatidilcolina. Vance (1990) indicé que en el
reticulo endoplasmico una proteina microsomal (MTP) transfiere de manera
cotranslacional los triacilglicéridos a la ApoB-100. Gruffat-Mouty et al (1999) sefialaron la
existencia de una baja actividad de la MTP en rumiantes, situacion diferente a la registrada
por Breemer et al (1999) y por Breemer et al (2000) quienes encontraron una actividad
significativa de MPT en vacas sin que esta actividad se haya correlacionado con la
lipidosis hepatica. Bauchart et al (1996) indicaron que en el citosol los triacilglicéridos de
novo deben sufrir hidrolisis previa para poder ingresar a los microsomas y servir como

componente de la molécula de VLDL, situacion que fue cuestionada por Zammit (1996;
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1999) al argumentar que solo una pequefia cantidad de los triacilglicéridos de sintesis de
novo en los microsomas son incorporados en la molécula de VLDL. En el tema que si
parece existir acuerdo desde los afios 90 es en el hecho segun el cual la cantidad de
triacilglicéridos microsomales disponibles guarda relacién directa con la lipogénesis
(Emery et al, 1992; Grummer 1993), la cual se conoce se encuentra disminuida en el

periodo de transicion a la lactancia.

La funcion méas importante de la ApoB-100 consiste en la estabilizacion de la particula de
VLDL (Gibbons 1990), lo que coloca de manifiesto su importancia en la exportacion de
lipidos desde el higado. Gruffat et al (1997) establecieron esta importancia al encontrar
una relacion negativa entre los niveles de Apo B-100 en sangre y tejido hepético con la
lipidosis hepatica. En nuestras condiciones de produccion si bien se carece de estudios
gue demuestren de forma directa el grado de lipidosis y su asociacién con la molécula de
VLDL, existe informacion que registra la elevacion en los niveles de los AGNES como
indicadores de movilizacion lipidica asociada con la elevacion en la actividad de la
aspartato transaminasa (AST) (Galvis et al, 2003), actividad que segun Gonzalez et al
(2011) puede considerarse indicadora confiable de lipidosis hepatica. En las condiciones
colombianas de produccion especializada con bovinos de leche Galvis et al (2007)
establecieron que en el plasma de la sangre de vacas Holstein en los primeros 50 dias de
lactancia se presentaron incrementos significativos en las lipoproteina de alta (HDL) y baja
densidad (LDL) pero no en la VLDL y los triacilglicéridos, sugiriendo la imposibilidad de
las vacas de adaptar la exportacion de los triacilglicéridos hepéaticos a la demanda de este

periodo.

La presencia de cantidades suficientes de Apo B-100 no garantiza necesariamente el
ensamblaje de la particula de VLDL (Marcos et al, 1990). En un trabajo realizado en
ratones deficientes en colina y suplementados con metionina con el fin de evaluar su
efecto sobre la exportacion de triacilglicéridos, Yao y Vance (1988) establecieron el
aumento en la formacion de particulas de VLDL, hallazgo que fue atribuido al aumento en
la disponibilidad de fosfatidilcolina que es necesaria para su ensamblaje y explicado por

el efecto positivo que tiene la metionina como donadora de grupos metilos necesarios
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para la formacion de fosfatidilcolina a partir de la fosfatidil etanolamina. Parece ser que en
rumiantes este mecanismo es de igual importancia: Emmanuel y Kennedy (1984)
registraron que cuando a cabras lactantes se les administré L-Metyl-**C Metionina el 28%
de la colina result6 marcada. Segun Vermeulen et al (1997) la fosfatidilcolina juega un
papel fundamental en la estabilizacion de los lipidos neutros en el ndcleo de la particula
de VLDL.

Piepenbrink y Overton (2003) indicaron que la disponibilidad de fosfatidilcolina puede ser
un factor limitante en el higado de las vacas en la lactancia temprana debido a la depresion
en el consumo de materia seca la que limitaria la ingestiéon adecuada de nutrientes, entre
los que se destacan sus precursores colina y metionina. Al respecto Bauchardt et al (1996)
y Durand et al (1992) indicaron que la complementacion con lisina y metionina a vacas
recién paridas disminuyd la concentracion de triacilglicéridos e incrementd las
concentraciones de ApoB-100 y VLDL en el higado, pero no se encontraron cambios en
los triacilglicéridos y ApoB-100 hepéticos cuando las vacas fueron suplementadas con
metionina, lo que sugiere que la lisina cumple un importante papel en la sintesis de ApoB-
100 y en la disminucién en la cantidad de AG para la esterificacion debido a un aumento

en su utilizacién alterna por la CPT-1 y su posterior oxidacion.

Rulquin et al (1993) y Schwab (1996) afirmaron que los requerimientos de metionina de
las vacas en lactancia temprana no son cubiertos por las dietas a base de maiz
comunmente utilizadas. Por su parte Chalupa y Sniffen (1991) sefialaron que muchos de
los AA de la dieta son degradados por la flora microbiana en el rumen. En el caso de la
metionina Velle et al (1997) establecieron que su tasa de degradacion ruminal era cercana
al 88%, razones que permiten establecer que las formas de AA no protegidas de la
degradacion ruminal originarian escasas respuestas metabolicas y productivas.

La complementacion con hidroxianalogos de la metionina (MHA) pretende aumentar la
disponibilidad de metionina para los procesos metabdlicos, especialmente los hepaticos;
no obstante, Wester et al (2000a, 2000b) sugirieron que estos son utilizados en buena
medida por los tejidos extra hepaticos, lo que coincide con los resultados de Bertics y

Grummer (1999) quienes no encontraron respuesta en la disminucion de los
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triacilglicéridos hepaticos en vacas suplementadas con MHA y sometidas a la induccién
de lipidosis hepética. De igual forma Johnson et al (1999) no encontraron elevacion en la
concentracion de metionina plasmética ni en la proteina de la leche cuando

suplementaron vacas con MHA.

2. Justificacion

La cadena lactea en Colombia ha llegado a ser un importante sector para el desarrollo
agroalimentario del pais y una fuente importante de bienestar social y econémico en las
regiones productoras; ésta ha llegado a abastecer el mercado nacional y cada vez genera
mas excedentes para la exportacion (Fedegan, 2012). El incremento sostenido en la
produccién de leche ha traido como consecuencia un aumento en la incidencia de
alteraciones metabolicas (Ceballos et al, 2002), la mayoria asociadas con la movilizacion
de las reservas corporales durante la lactancia temprana. Varios investigadores (Galvis et
al 2003; Gaviria et al, 1999) han sugerido que bajo nuestras condiciones de produccion la
lipidosis hepética podria ser una condicion frecuente que puede ser el origen de otras
alteraciones propias de las vacas en la lactancia temprana. Sin embargo no se tienen
reportes acerca de las concentraciones hepaticas de triglicéridos bajo nuestras

condiciones de produccion.

Las estrategias para mejorar la condicion metabdlica de las vacas en la lactancia
temprana deberan aumentar la utilizacidbn de las grasas por el tejido hepético y el
transporte de los lipidos desde el higado a los demas tejidos. La aproximaciéon practica
de estas estrategias se enfrenta a dificultades al carecer de informacién sobre el
suministro eficaz de factores lipotropicos, lo cual justifica la realizacion de investigaciones
gue permitan el desarrollo de protocolos eficaces bajo las condiciones propias de los

sistemas de produccién de leche.

En estudios previos se ha establecido que la L-carnitina y la colina presentan potencial
importante como factores lipotropicos; si bien el alcance de estas investigaciones ha sido

limitado han permitido identificar que es posible modular el metabolismo de los AG en el
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higado a través del suministro de estos factores lipotrépicos. La utilizacion de estos
factores lipotrépicos no ha sido evaluada bajo condiciones de pastoreo. Un elemento
adicional que debe ser atendido en los alcances de estas investigaciones esta relacionado
con aspectos tales como los niveles, forma y frecuencia de suministro los cuales aun no

se encuentran claramente establecidos.

Con el desarrollo de este proyecto se pretende establecer lineamientos para el suministro
eficaz de factores lipotropicos bajo las condiciones de produccion del tropico alto,
colombiano, con el objetivo de disminuir las alteraciones metabdlicas asociadas con la
movilizacion de reservas corporales durante el periodo de transicion y la lactancia

temprana.

3. . Planteamiento del problema

En las ultimas tres semanas preparto las vacas lecheras reducen el consumo de alimento,
movilizan los AGNES vy disminuye la sintesis de fosfatidil colina ocasionada por la
disminucién en el consumo de sus precursores (Piepenbrink y Overton, 2003). En estas
condiciones el higado recibe gran cantidad de los AGNES movilizados los cuales deben
ser oxidados para su propio gasto energético o hacia el transporte de triacilglicéridos en
la molécula de VLDL hacia el resto de los tejidos. Estos procesos no se realizan a la
velocidad adecuada durante el periparto lo que conduce a diferentes niveles de lipidosis
hepética (Drackley et al, 2001), disminucion en la respuesta inmune, en la fertilidad y en

la capacidad productiva de las vacas en la lactancia temprana (Geelen y Wensing, 2006).

Ha originado elevado interés el conocimiento de los mecanismos responsables de la
lipidosis hepéatica desde varias direcciones: la identificacion de los sitios potenciales para
la modulacion nutricional del metabolismo de los AGNES en el higado, la determinacion
de la sensibilidad del transporte de lo AGNES hacia la mitocondria con respecto al
suministro de carnitina (Carlson et al, 2007a) y la evaluacion de si el ensamblaje de la

molécula de VLDL es sensible al suministro de metionina y colina (Yao y Vance, 1988).

Pinotti et al (2005), revisaron los resultados de muchas de las investigaciones realizadas

entre 1991 y 2004 y concluyeron que el rango de complementacion con 12 a 20 gramos
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por dia de colina que escapa a la degradacion ruminal (CEDR) seria suficiente para vacas
peri parturientas alimentadas con base en ensilaje de maiz. Esta informacion fue
corroborada por Cooke et al (2007) en vacas con lipidosis hepatica inducida y por Zom
et al (2011), quienes encontraron una disminucion en los triglicéridos hepaticos en
respuesta a la suplementacion de 15y 14.4 gramos por dia respectivamente de CEDR.
Sin embargo Hartwell et al (2000) y Piepenbrink y Overton (2003), no reportaron efecto
significativo en la disminucion de los triglicéridos hepaticos cuando suministraron 6 y 12
gramos de CEDR y 11.25, 15y 18.75 gramos de CEDR respectivamente. Hartwell et al
(2000) indicaron que la disponibilidad de los precursores para la sintesis de colina en el
higado de vacas durante la gestacion tardia y la lactancia temprana puede limitar la
eficacia de la complementacién con colina; por su parte Piepenbrink y Overton (2003)
atribuyeron la no respuesta en la disminucion de triglicéridos hepéticos a la
complementacién con CEDR a la menor concentracion energética de la dieta utilizada
(1,64 Mcal ENI /kg) en comparacion con la de estudios previos que si obtuvieron

respuestas positivas.

Otro factor importante para la eficacia de la suplementacion con colina es el nivel de
metionina en la dieta, en el trabajo de Zom etal (2011), destaca que el nivel de metionina
fue de 2.1% de la proteina digestible intestinal, similar a las recomendaciones de Rulquin
et al (2001) y a los autores revisados por NRC (2001). Las dietas basadas en maiz, maiz
ensilado y derivados del maiz son relativamente altas en metionina ya que la proteina de
maiz tiene un contenido alto de metionina en contraste con las dietas a base de forrajes
de relativo bajo valor proteico y energético como lo son las empleadas en este estudio.
Para el pasto kikuyo (Cenchrus clandestinum), Correa (2006) basado en los resultados
de Clark et al (1992), reporté que los aminoacidos esenciales con menor concentracion
relativa en el pasto kikuyo son en su orden lisina y metionina. Posteriormente Correa et
al (2008) basados en el trabajo de Tedeschi et al (2001) sugieren que la composicion de
aminoacidos del forraje puede ser utilizada como un indicador del perfil de aminoacidos
de la proteina que no es degradada en el rumen; basado en lo anterior es de esperar un
muy bajo aporte de los aminoacidos lisina y metionina para la absorcién intestinal en

dietas basadas en pasto kikuyo.
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Un componente muy importante de la proteina digestible intestinal lo constituye la proteina
microbiana, los modelos actualmente utilizados para su estimacion arrojan que en
condiciones ideales la proteina microbiana constituye entre el 55 al 60% de la proteina
metabolizable (NRC, 2001); para alcanzar este resultado el consumo total de energia de
la racion debe ser igual o superior a los requerimientos; situacion dificil de alcanzar con
dietas basadas en pasto kikuyo, dado que autores como Soto et al (2005) reportaron
valores entre 1.04 y 1.1 Mcal de ENI/kg de MS, cuando las recomendaciones para vacas
en lactancia temprana son de 2.05 Mcal de ENl/kg de MS (NRC, 2001). Esta baja
valoracion energética del pasto kikuyo impide alcanzar el requerimiento energético aun
suplementando los animales con los alimentos de mas alta concentracion energética
disponibles. Una caracteristica quimica del pasto kikuyo que limita de forma importante
su valoracion energética es su reducido contenido de carbohidratos no estructurales
(CNE). Correa et al (2008) afirman que los CNE son necesarios para un Optimo
crecimiento microbiano. Sin embargo, en el pasto kikuyo la relacion CNE: Proteina
Degradable en Rumen es muy baja, con un promedio de 1.28 g/g, y concluye que esta
baja relacion es responsable de la menor sintesis de proteina microbiana estimada para

vacas Holstein alimentadas con pasto kikuyo.

Las condiciones nutricionales que subyacen en las dietas basadas en pasto kikuyo
coinciden con los factores que autores como Hartwell et al (2000) y Piepenbrink y Overton
(2003) identificaron como limitantes para el uso eficaz de la colina en la disminucién de la
lipidosis hepética; por esta razon las dosis propuestas de colina protegida de la
degradacion ruminal en esta investigacion son de 15 y 30 g/dia, dosis superiores a las
reportadas previamente. Adicionalmente se utilizara una complementacion con 15 g de
metionina protegida de la degradacion ruminal que se postula garantice la eficacia de la
complementacién con colina. Estos niveles de colina y metionina se estima se logren
con 60 y 120 gramos de una fuente comercial de colina protegida de la degradacion
ruminal y con 20 gramos de una fuente comercial de L- Metionina protegida de la

degradacion ruminal.
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Respecto a la suplementacion con carnitina, Carlson et al (2006) suministraron 20 g/dia
de carnitina a través de infusion abomasal a vacas peri parturientas con restriccion
alimenticia, encontrando que la infusion de carnitina incremento la concentracion total de
carnitina en higado y previno la acumulacion de triglicéridos hepéticos. Acorde con
Lacount et al (1995) y Carlson et al (2007a) bajas dosis dietarias de carnitina (6 g de
carnitina que escapa a la degradacion ruminal por dia) no son efectivas para elevar la
concentracion de carnitina en el higado y disminuir los sustancialmente los triglicéridos
hepaticos; Carlson et al (2007a) confirmaron que la suplementacion con carnitina fue
efectiva para estos fines cuando el estimado de carnitina que escapé a la degradacion
ruminal oscil6 entre 10 y 20 gramos por dia. Con estos precedentes las dosis a utilizar de
carnitina que escape a la degradacion ruminal en la presente investigacion se estima
seran de 6 y 12 gramos por dia; lo cual se lograra con el suministro de 100 y 200 gramos

de fumarato de carnitina respectivamente.

4. Planteamiento de la hipoétesis.
4.1. Situacién 1.

La reduccion en el consumo de materia seca durante el periodo de transicion conduce a
la reduccion significativa en la disponibilidad de nutrientes entre los que se destacan la
metionina y la colina considerados como los factores lipotrépicos mas limitantes durante
este periodo pues juegan papel importante en la sintesis y ensamblaje de las moléculas
transportadoras de lipidos. Considerando adicionalmente que la disponibilidad de ambos
compuestos esta interrelacionada a través de su papel compartido como donantes de

grupos metilo.

El uso de la combinacién metionina-colina en las vacas en transicion deberé incrementar
el nivel de las moléculas plasméticas transportadoras de lipidos. Se postula como
hipétesis que bajo esta situacién se podria incrementar la capacidad exportadora de
triglicéridos desde el higado hacia otros tejidos si se complementan las vacas durante el
periodo de transicidbn con bajos niveles de metionina y colina conjuntamente, o si se

complementan con niveles altos de colina.
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4.2. Situacion 2.

La baja disponibilidad de metionina y lisina durante el periodo de transicion puede limitar
la sintesis de carnitina, con lo cual se disminuye la capacidad de oxidacion de acidos
grasos por el tejido hepético, incrementando la cantidad de &cidos grasos que deben ser
esterificados y potencialmente acumulados en el higado. Ante el déficit general de
aminoacidos que se presenta, su complementacion no necesariamente se destinaria a la

sintesis de carnitina.

Para esta situacion se plantea que la complementacion con L-carnitina de las vacas en
transicion seria eficaz en la estimulacion de la oxidacion de los acidos grasos en el tejido

hepatico.

En ambas situaciones el uso de metionina-colina como de L-carnitina en el suplemento
de las vacas en transicion debera disminuir la concentraciéon de los triacilglicéridos
hepaticos, disminucion que debera estar asociada con el aumento en la concentracion de
la colina asociada a los fosfolipidos hepéticos en el primer caso y con el aumento de la L-

carnitina en el higado cuando se utilice el Fumarato de L-carnitina.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Evaluar el potencial lipotropico de Metionina-Colina y L-Carnitiha en vacas

lecheras durante el periodo de transicion.

5.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto del nivel de complementacion dietaria con Metionina-Colina sobre
la concentracién de triacilglicéridos hepaticos, la colina presente en los fosfolipidos

hepaticos y los niveles plasmaticos de AGNES, B-hidroxibutirato y triglicéridos

2. Evaluar el efecto del nivel de complementacion dietaria con L- Carnitina sobre la
concentracion de triacilglicéridos y L -Carnitina en tejido hepatico y los niveles

plasmaticos de AGNES y B-hidroxibutirato.

3. Evaluar el efecto del nivel de complementacion dietaria con diferentes
combinaciones de Metionina-Colina y L- Carnitina sobre la concentracion de
triacilglicéridos, la Colina presente en la fraccion fosfolipidos y la L-Carnitina en
tejido hepético y las concentraciones plasméticas de triglicéridos, AGNES y B-

hidroxibutirato.
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6. Metodologia

La propuesta para la realizacion de este estudio fue avalada por el comité de ética en
investigacion de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, en su comunicacion
CEMED 200. El proyecto fue financiado por la Universidad Nacional de Colombia, sede
Medellin, y por COLCIENCIAS en su convocatoria 521 de 2011.

6.1. Localizacion.

La fase experimental del estudio se realizd en el centro Paysandu de la Universidad
Nacional, sede Medellin, ubicado a 2400 m.s.n.m., con una temperatura promedio de
14°C y humedad relativa promedio del 80%, caracteristicas que corresponden a la

formacion bmh-MB, segun la clasificacion de Holdridge (Espinal, 1977).

6.2. Animales y dieta.

En el estudio se desarrollaron tres experimentos con vacas Holstein de dos o mas partos
pero no mas alla de seis, que se encontraban entre el dia 260 de gestacion y el 20
posparto. Las vacas pastorearon praderas de kikuyo (Cenchrus clandestinum) y
recibieron un complemento alimenticio ofrecido a razén de 2 kg diarios durante el preparto.
Luego del parto las vacas recibieron 6 kg de complemento por dia conteniendo los
factores lipotrépicos a evaluar de acuerdo con el tratamiento asignado, después del tercer
dia posparto diariamente se registro la produccién de leche. Cuando la produccion de
leche fue superior a 24 litros, se suministré proporcionalmente 1 kilogramo adicional de
complemento base sin factores lipotrépicos por cada cuatro litros de leche producidos.

6.2.1. Composicion quimicay contenido energético de los suplementos

En el pasto kikuyo (Cenchrus clandestinum) y en los complementos alimenticios ofrecidos
a los animales durante el experimento, se cuantificaron las concentraciones de: proteina
cruda (PC, método de Kjeldahl, norma Icontec NTC-4657), Fibra en detergente neutro
(FDN, norma AOAC 2002.04), Fibra en detergente acido (FDA, norma AOAC 973.18),
cenizas (Cen, norma AOAC 942.05), extracto etéreo (EE, norma Icontec NTC-668), lignina
(Lig, Permanganato de potasio), proteina cruda insoluble en detergente neutro (PCIDN,
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norma AOAC 2002.04 y Kjeldahl Icontec NTC-4657), proteina cruda insoluble en
detergente acido (PCIDA, norma AOAC 973.18 y Kjeldahl Icontec NTC-4657). Estos

resultados se presentan en las tablas 1y 2.

Tabla 1.Composicion quimica promedio (n=5) del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinum)
ofrecido a los animales durante el experimento.

PC PCIDN FDN FDA EE Cen Lig CNE
% de la materia seca
Promedio 17.3 52 61.6 32 21 9.6 4.3 14,6
Maximo 17.6 5.9 64.6 34.4 2.82 10.3 5 18.8
Minimo 17.2 4.2 58.1 30.8 1.56 8.99 3.3 11.2
CV.% 1.12 13.5 3.84 453 23.6 4.8 17.8 19.6

PC= proteina cruda; PCIDN= proteina insoluble en detergente neutro; EE= extracto etéreo; FDN= fibra en
detergente neutro; FDA= fibra en detergente acido; Cen= cenizas; Lig= lignina; CNE= carbohidratos no
estructurales (CNE= 100-(PC+EE+FDN+Cen)+PCIDN).

Tabla 2.Composicion quimica promedio (n=7) del suplemento alimenticio base utilizado en los
experimentos.

PC PCIDN PCIDA FDN FDA EE Cen Lig CNE

% de la materia seca

Promedio 15.54 1.43 0.56 25.17 8.19 6.03 10.00 2.43 41.83
Maximo 16.70 1.80 0.70 27.00 9.10 6.65 10.91 2.90 43.92
Minimo 13.40 1.30 0.40 23.90 7.40 5.47 7.96 1.90 40.69
CV.% 7.53 12.60 17.52 4.29 7.64 9.59 9.79 13.80 2.51

PC= proteina cruda; PCIDN= proteina insoluble en detergente neutro; EE= extracto etéreo; FDN= fibra en
detergente neutro; FDA= fibra en detergente acido; Cen= cenizas; Lig= lignina; CNE= carbohidratos no
estructurales (CNE= 100-(PC+EE+FDN+Cen)+PCIDN).

El complemento alimenticio fue elaborado en la planta de concentrados del centro San
Pablo, Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin. Una férmula basica fue
utilizada para todos los experimentos, la cual se detalla en la tabla 3. Acorde con el
experimento la formula basica recibia la adicion de la respectiva fuente de cada factor



28

lipotrépico, para metionina Aminoshure-M® (75% L-Metionina, Balchem USA), para colina
Reashure-M® (25% de Colina, Balchem USA) y para Carnitina Fumarato de L-Carnitina
(58%, de L-Carnitina, Suzhou Vitajoy Biotech, Co China)

Tabla 3. Ingredientes utilizados en la formulacién del suplemento alimenticio utilizado en los diferentes
experimentos.

Ingrediente (% de la formula) Preparto Posparto
Maiz amarillo 35 35
Torta de soya 46.5 5 5
Preparado forrajero feed (Ingredion®) 30 30
Salvado de trigo 13,1 11,67
Aceite de palma 2,5 2,5
Melaza de cafa 7,0 7,0
Calcita mineral (caco3) 2,0
Fosfato mono-bicéalcico 1,6
Bicarbonato sddico 0,1
Cloruro sodico (sal marina) 1,0 1,0
Sulfato de magnesio 0,1 0,1
Azufre 0,2 0,2
Premezcla vitaminica y mineral 0,1 0,1
Oxido de cromo 1 0,4
Aminoshure-M® 1.0* 0.33*
Reashure-M® 3 0 6** 1o2*
Fumarato de L- carnitina 5 0 10%** 1.67 0 3,33***
Inhimol p® 0,10 0,10
Mycoad® 0,20 0,20
Adinox p® 0,01 0,01
Total 100 100

*Estas concentraciones de Aminoshure-M® garantizan un consumo de 15 g/d de metionina, con consumos
de complemento alimenticio de 2.0 y 6.0 kg/d durante el preparto y el posparto respectivamente.

**Estas concentraciones de Reashure-M® garantizan un consumo de 15 o 30 g/d de colina segun el nivel
de complementacion (bajo o alto), con consumos de complemento alimenticio de 2.0 y 6.0 kg/d durante el
preparto y el posparto respectivamente.

***Estas concentraciones de fumarato de L-carnitina garantizan un consumo de 58 0 116 g/d de L-carnitina
segun el nivel de complementacion (bajo o alto), con consumos de complemento alimenticio de 2.0 y 6.0
kg/d durante el preparto y el posparto respectivamente.
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6.2.2. Degradabilidad Ruminal in situ. del Reashure® y Aminoshure-M®

En una investigacion previa Montoya (2015), caracterizé la cinética de la degradacion
ruminal de los compuestos Reashure® y Aminoshure-M®. A continuacion se describe la
metodologia empleada por este autor. Tres vacas Holstein fistuladas al rumen que se
encontraban pastoreando praderas de Kikuyo se les suministro durante cinco dias 1 kg
de concentrado comercial que contenia 20 y 60 gramos de Aminoshure-M® y Reashure®
respectivamente. Luego de este periodo (dia 6) se realizé la prueba de degradabilidad.
Se tomaron 42 bolsas de Nylon de 12 x 4 cm, se marcaron y se secaron a 60°C durante
24 horas; después de este periodo se sacaron y se pesaron. Luego en cada una de estas
bolsas se empacaron aproximadamente 3 g de cada uno de los compuestos (Aminoshure-
M® y Reashure®) (21 bolsas/compuesto), las bolsas fueron secadas nuevamente por 24
horas a 60°C. Se registré el peso de cada una de las bolsas con el compuesto seco.
Posteriormente se sellaron cada una de las bolsas con amarras y se procedio a realizar
la prueba de degradacion in situ, incubando tres bolsas/compuesto a los 15 minutos y a
las 2, 4, 8, 16, 24 y 48 horas, iniciando con la incubacion de las muestras asignadas al
tiempo mas largo. Al finalizar la prueba, las bolsas fueron sacadas del rumen, lavadas
con agua de grifo hasta que estas quedaran limpias. Posteriormente fueron secadas a
60°C por 48h y pesadas. Finalmente se tomaron los residuos de las 3 repeticiones de

cada uno de los 7 tiempos para determinar la cinética de la degradacion.

Montoya (2015) reporté que luego de 24 h de incubacion, solo se alcanz6 a degradar el
3.2% del Reashure®, indicando que este producto es altamente resistente a la
fermentacion en el rumen. Respecto al Aminoshure-M®, este mismo autor reporto una

degradabilidad en el rumen del 30% de la MS a las 24 horas de incubacion.

6.2.3 Degradabilidad del Fumarato de L-Carnitina.

Siguiendo la metodologia descrita por Montoya (2015) para la determinacion de la cinética
de la degradabilidad ruminal del Reashure® y Aminoshure-M®, Madrid (2015) intento
determinar la cinética de degradabilidad ruminal del Fumarato de L-Carnitina, lo que fue

imposible de realizar debido a que su tamafio de particula permitio el escape del material
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tan solo a 2 horas de su incubacién. Debido a esto Madrid (2015), realiz6 pruebas de
incubacion in vitro, las cuales se describen a continuacion. La incubacion se realiz6 en
tubos de vidrio con capacidad de 10 ml, los cuales se lavaron con abundante agua y
fueron secados en estufa a 110 °C por 12 horas. Se estimd que acorde con el volumen
(5 ml) de inoculo ruminal en cada tubo, con la adicién de 10 o 20 mg de fumarato de L-
carnitina a cada tubo se conseguian concentraciones equivalentes (0.20 y 0.40%) a las
resultantes en los animales sometidos a suplementacion con 100 y 200 g/d de fumarato
de L-carnitina. El liquido ruminal fue obtenido de tres vacas Holstein con fistula ruminal
permanente, en condiciones de pastoreo consumiendo pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum), los animales pertenecen al Centro de produccion Paysandu, de la
Universidad Nacional de Colombia (Sede Medellin). La recoleccién de liquido ruminal se
realiz6 a las 06:00 horas y fue extraido manualmente de varias partes del rumen y filtrado
en pafos de algoddn, almacenado en tres contenedores térmicos a 40°C, y transportados
al laboratorio de Fisiologia Animal de la Universidad Nacional ( Sede Medellin). El liquido
ruminal de cada animal fue nuevamente filtrado y transferido a tres erlenmeyer, saturados
con CO2 y mantenidos en estufa a 39 °C. Los tubos fueron inoculados con 5 ml de liquido
ruminal. Para cada concentracién de fumarato de L-carnitina (0.20 o 0.40%) en cada
tiempo se prepararon 4 tubos. Para cada tiempo de incubacion se utilizé una serie de 4
tubos como blancos que contienen indculo pero sin fumarato de L-carnitina. Los tubos
fueron saturados con CO2 y sellados con tapon de caucho, dispuestos en cajas de icopor
con espesor 1.5 cm e incubados en estufa con ventilacién forzada a 39 °C. Para
determinar la degradacion de la MS del fumarato de L-carnitina los tubos fueron retirados
del proceso de incubacién a los 15, 30, 60, 120, 240 y 360 minutos. Estos tubos fueron
refrigerados a 4 °C, para detener el proceso de degradacion. El contenido de cada tubo
se filtr6 a través de papel filtro de peso conocido. La MS degradada fue determinada por

el secado del material filtrado a 65 °C por 48 horas hasta obtener peso constante.

El porcentaje de degradacién del fumarato de L-Carnitina fue cercano al 90%. Pese a la
alta degradabilidad del fumarato de L-carnitina, se decidié continuar la experimentacion
con este producto, pues al momento de realizar la investigacion era la Unica fuente

comercial de L-carnitina disponible para su utilizacion dietaria. Debido a su alta
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degradabilidad, fue necesario incluir dosis de 100 y 200 g/d de fumarato de L-carnitina
para suministrar entre 5.8 y11.6 g/d de L-Carnitina disponible para su absorcion intestinal,

esto originé una muy baja eficiencia econémica en su utilizacion.

6.3. Experimentos

Los animales fueron asignados al azar a cada experimento y a cada tratamiento. Debido
a que los experimentos no se realizaron con el mismo nimero de tratamientos, el nimero
de animales por tratamiento para cada experimento, fue calculado de tal modo que se
obtuviera un minimo de 18 grados de libertad del error experimental. De este modo se
garantiza una potencia minima en la prueba de hipétesis en los tres experimentos (Correa,

G. Comunicacién personal, septiembre de 2013).

6.3.1. Efecto del nivel de complementacién con Metionina-Colina

- Grupo control: conformado por seis vacas que recibieron complemento

alimenticio que no contenia factores lipotrépicos.

- Tratamiento 1: conformado por seis vacas que recibieron complemento alimenticio
conteniendo 20 gramos por dia de una fuente comercial de L-Metionina protegida

de la degradacion ruminal.

- Tratamiento 2: conformado por seis vacas que recibieron complemento alimenticio
conteniendo 20 g por dia de una fuente comercial de L- Metionina protegida de la
degradacion ruminal, este complemento también contenia 60 g por dia de una
fuente comercial de Colina protegida de la degradacion ruminal.

- Tratamiento 3: conformado por seis vacas que recibieron complemento alimenticio
conteniendo 20 g por dia de una fuente comercial de L- Metionina protegida de la
degradacion ruminal, este complemento también contenia 120 g por dia de una
fuente comercial de Colina protegida de la degradacion ruminal.
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6.3.2. Efecto del nivel de complementacién con L- Carnitina

- Grupo control: conformado por siete vacas que recibieron complemento
alimenticio que no contenia fumarato de L-Carnitina.

- Tratamiento 1: conformado por siete vacas que recibieron complemento

alimenticio conteniendo 100g por dia de fumarato de L- Carnitina

- Tratamiento 2: conformado por siete vacas que recibieron complemento

alimenticio conteniendo 200 g por dia de fumarato de L- Carnitina.
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6.3.3. Efecto del nivel de complementacién con diferentes combinaciones de
Metionina-Colinay L- Carnitina

- Grupo control: conformado por cinco vacas que recibieron complemento

alimenticio que no contenia factores lipotrépicos.

- Tratamiento 1: conformado por cinco vacas que recibieron complemento
alimenticio conteniendo: 20g por dia de una fuente comercial de L- Metionina
protegida de la degradacion ruminal, 60g por dia de una fuente comercial de Colina
protegida de la degradacién ruminal, y 100g por dia de fumarato de L- Carnitina.

- Tratamiento 2: conformado por cinco vacas que recibieron complemento
alimenticio conteniendo: 20g por dia de una fuente comercial de L- Metionina
protegida de la degradacion ruminal, 60g por dia de una fuente comercial de Colina

protegida de la degradacion ruminal, y 200g por dia de fumarato de L- Carnitina.

- Tratamiento 3: conformado por cinco vacas que recibieron complemento
alimenticio conteniendo 120g por dia de una fuente comercial de Colina protegida

de la degradacién ruminal y 100g por dia de fumarato de L- Carnitina.

- Tratamiento 4: conformado por cinco vacas que recibieron complemento
alimenticio conteniendo 120g por dia de una fuente comercial de Colina protegida

de la degradacién ruminal y 200g por dia de fumarato de L- Carnitina.



Tabla 4. Resumen de los tratamientos en los diferentes experimentos.

Tratamiento

Aminoshure®

Reashure®

Fumarato de
L-Carnitina

Control

0

0

0

Metionina Colina

EXPERIMENTO 1. Efecto del nivel de complementacion con
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Tratamiento 1 20 g diarios 0 0
Tratamiento 2 20 g diarios | 60 g diarios 0
Tratamiento 3 20 g diarios 120 g diarios 0
EXPERIMENTO 2. Efecto del nivel de complementacién con L-
Carnitina
Tratamiento 1 0 0 100 g diarios
Tratamiento 2 0 0 200 g diarios

EXPERIMENTO 3. Efecto del nivel de complementacién con
diferentes combinaciones de Metionina-Colinay L- Carnitina

Tratamiento 1 20 g diarios | 60 g diarios | 100 g diarios
Tratamiento 2 20 g diarios | 60 g diarios | 200 g diarios
Tratamiento 3 0 120 g diarios| 100 g diarios
Tratamiento 4 0 120 g diarios| 200 g diarios

6.4. Toma de muestras.

Los animales experimentales recibieron los tratamientos desde el dia 260 de gestacion y
hasta el dia 20 posparto. Todos los animales fueron pesados al inicio del experimento y
se les califico la condicion corporal. Luego de 10 dias de recibir los tratamientos
experimentales (dia 270 de gestacion), se inicio la toma de muestras. El dia 270 de
gestacion, el dia del parto y a los dias 10 y 20 posparto se les tomé muestras de sangre,
se pesarony se les califico la condicion corporal (Edmonson et al, 1989; Hady et al, 1994).

El dia 270 de gestacion, y a los dias 10 y 20 posparto se tomaron biopsias de higado.
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6.4.1. Sangre periférica

Se tomaron muestras de sangre entre las 10 y 11 a.m. de la vena coccigea en tubos al
vacio, secos, con EDTA y heparina. Las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm
durante 5 minutos, se les separo el suero o el plasma y se envasaron en alicuotas de 2,0
ml. Para su transporte las muestras se almacenaron a -10°C, y se mantuvieron a -72°C
hasta su analisis en la laboratorio de Ciencias Basicas Animales de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin.

6.4.2. Muestras hepéticas

Para su realizacion los animales fueron sedados con xilazina (0,15 ml por cada 100 Kg de
peso, via intravenosa). En el sitio de la incision se inyectd 10 ml de lidocaina® como
anestésico local. Se efectud la biopsia hepética por medio de la utilizacion de una aguja
Tru-cut® a través de una incision de 1 cm de longitud en el 11lavo espacio intercostal
siguiendo la metodologia descrita por Van den Top et al (1995). Se obtuvieron muestras
de aproximadamente 50 mg de tejido, las cuales se sumergieron en viales de 2 ml
conteniendo solucién Hartman, las cuales se conservaron a -10°C para su transporte y a

-72°C hasta su analisis.

6.5. Determinaciones de laboratorio.

6.5.1. Determinaciones en sangre.

En las muestras de suero para todos los experimentos se cuantifico las concentraciones
de AGNES, B-Hidroxibutirato (BHB) y Triglicéridos. Adicionalmente en el experimento 3,
se cuantificaron las concentraciones plasmaticas de Glucosa y Urea, con el objetivo de
establecer si el fumarato de L-carnitina podria afectar estas variables. Para estimar la
concentracion de AGNES se utilizd el kit espectrofotométrico Randox NEFA Fa-115
(Randox, UK). La concentracion de B-hidroxibutirato se cuantificé utilizando el kit RANBUT
RB 1008 (Randox, Reino Unido). Las concentraciones de Triglicéridos utilizando el kit
Triglycerides (Biosystems, Espafia). Las concentraciones de urea y glucosa fueron
cuantificadas con los kits UREA/BUN COLOR y GLUCOSA OXIDASA/PEROXIDASA
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respectivamente (Biosystems, Espafia). Las determinaciones espectrofotométricas se

realizaron utilizando un espectrofotometro Genesys UV-VIS 10S Thermoscientific.

Es necesario aclarar que no fue posible realizar la cuantificacion confiable de la
apoproteina B-100. Las determinaciones se realizaron mediante la técnica ELISA
utilizando el kit Bovine Apo-B100 ELISA No.E0603b (Uscnlife, Wuhan, China), y un lector
Thermo Scientific Multiskan FC. Los resultados carecieron de reproducibilidad y precision,
se obtuvieron coeficientes de regresion lineal entre 0.78 y 0.85 en las curvas de
calibracion, la diferencia promedio entre la concentracién esperada y la concentracion
hallada en el control fue de 38.78 £ 13%. No se tuvo posibilidad de determinar la

concentracion de apoproteina B-100, pues era el inico método disponible en el mercado.

6.5.2. Determinaciones en higado.
En las muestras de higado provenientes de todos los experimentos se determinaron las

concentraciones de triglicéridos, carnitina total, carnitina libre y acil-carnitina. Mientras
que la concentracion de la colina presente en los fosfolipidos (colina-fosfolipidos) se
cuantifico en los experimentos que recibieron complementacion con colina (experimentos
1y 3). La concentracidén de acidos grasos libres (AGL) en higado solo fue determinada
en el experimento 3, como un andlisis complementario al analisis de triglicéridos, pues en
este experimento la concentracion de triglicéridos hepaticos tendio a ser mas baja en unos

tratamientos, y el andlisis de AGL complementaria esta observacion.

6.5.2.1. Obtencion del extracto lipidico.
Para determinar las concentraciones hepaticas de: triglicéridos, de colina presente en los

fosfolipidos (colina-fosfolipidos) y de acidos grasos libres (AGL), se procedio a preparar
un homogenado de higado. Los viales de solucién Hartmann conteniendo las muestras
de higado se descongelaron a temperatura ambiente, con una pinza se extrajo el tejido
hepatico y se colocé sobre papel absorbente por 10 segundos para retirar el exceso de
humedad y los restos de fibrina. Posteriormente la muestra se coloco en un tubo de tubo
fondo redondo, tapa rosca 13 x 100 mm, vidrio (7.5ml) previamente rotulado y pesado (los
tubos fueron secados a 60 °C por 3 horas, rotulados y pesados en una balanza analitica,

sensibilidad = 0.1 mg). Seguidamente se procedid a homogenizar manualmente la
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muestra utilizando un embolo de acero inoxidable. Una vez obtenido el homogenado se
pesd nuevamente el tubo. Se sustrajo el peso del tubo vacio y se obtuvo el peso del
homogenado fresco de higado. El peso promedio obtenido fue de 49.6 + 18.45 gramos
por homogenado. La extraccion de los lipidos totales se baso en la técnica descrita por
Starke et al (2010), pero con modificaciones introducidas en la presente investigacion
respecto al método de evaporacion de los solventes, las cuales se describen mas

adelante.

Al tubo conteniendo el homogenado de higado se le adicionaron 2 ml de una mezcla 3:2
de hexano al 95% e isopropanol. Se verifico el cierre hermético de los tubos y se
colocaron en un rotador vertical Bio RS-24 (Boeco, Germany) a 30 rpm y a temperatura
ambiente por 24 Horas. Seguidamente a cada tubo se le adicion6é 1 ml de una solucion
(0.455 mmol/l) de sulfato de sodio (Naz2SOa4). Los tubos fueron llevados al vortex y se
centrifugaron a 2000g por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
constituye los solventes con los lipidos disueltos. El sobrenadante fue traspasado a un
tubo similar previamente rotulado y pesado. Para garantizar el enjuague completo del
residuo de la muestra 1 ml de hexano fue adicionado de nuevo al precipitado, se llevé al
vortex y se centrifugé a 2000g por 10 minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante
fue removido y adicionado al sobrenadante previamente traspasado. Para la eliminacion
total de los solventes cada tubo fue llevado a rota evaporacion en un equipo marca IKA
modelo MVP 015-2 con sistema de calentamiento por inmersion en bafio de agua y control
de temperatura a una presion de vacio de 745 mbar, temperatura de calentamiento de 60

°C y velocidad de rotacion de 80 rpm.

Con el objeto de eliminar la humedad residual los tubos fueron colocados a 35 °C y 230
mbar por 10 minutos en una estufa de vacio VD 53-UL (Binder, Germany), una vez
estabilizada la temperatura de los tubos con la temperatura ambiente, cada tubo fue
pesado. El peso de los lipidos totales extraidos se calculo por sustraccion del peso del
tubo vacio. EIl contenido total de lipidos se calculd gravimétricamente en mg de lipidos
totales por gramo de tejido hepético, considerando la cantidad inicial de homogenado

hepatico utilizado.
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6.5.2.2. Determinacién de las fracciones lipidicas: triglicéridos, colina-fosfolipidos
y acidos grasos libres.

Los tubos conteniendo el extracto lipidico fueron tapados y refrigerados hasta su analisis.
A los tubos conteniendo el extracto lipidico que en promedio fue de 3.4 + 1.12 mg, se les
adicioné 500ul de hexano (95%), esto con el fin de conseguir suficiente volumen para la
determinacion de las fracciones: triglicéridos, colina-fosfolipidos y &cidos grasos libres, y
para conseguir diluir los lipidos totales en el intervalo de concentracion compatible con
estas mismas determinaciones. Se realizé suficiente vortex en el extracto lipidico diluido
y en viales de reaccién de 2 ml se colocaron diferentes cantidades de extracto lipidico
segun la fraccién a cuantificar (40 pl para triglicéridos, 10 pl para fosfolipidos, 16 pl para
acidos grasos libres). Los tubos de reaccion fueron llevados a 35 °C y 230 mbar por 10
minutos en una estufa de vacio VD 53-UL (Binder, Germany), de este modo el hexano fue
removido por evaporacion y en el tubo de reaccion quedaron adheridas las fracciones
lipidicas. A cada tubo de reaccion se le adicion6é una cantidad de solucién buffer
equivalente al extracto lipidico recibido. La solucién buffer contenia 48.1 mmol/l de
Difosfato de sodio (NazHPOa), a pH 7 (ajustada con 5 M de HCI) y 1 umol/l de Polietilen
glicol hexadecil eter, Polioxietilen (20) cetil-eter (Brij58®, Sigma) como detergente no
i6nico. Posteriormente se aplicé la metodologia de cuantificacion respectiva para cada
fraccion. Para triacilglicéridos se utilizé el kit TRO 100 (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO), para colina-fosfolipidos el kit phospholipids B kit number 990-54009; (WAKO,
Richmond, VA) y para acidos grasos libres (AGL) se utilizo el kit Randox NEFA Fa-115
(Randox, UK).

6.5.2.3. Cuantificacion de las diferentes formas de Carnitina.
Para la cuantificacion de las diferentes formas de carnitina, una muestra de higado de

52.17 £ 23.26 mg se depositd en viales conicos de 2 ml, se le adicioné un 1 ml de una
solucion buffer que contenia 48.1 mmol/l de Difosfato de sodio (Na:HPOa4), a pH 7
(ajustada con 5 M de HCI) y 1 umol/l de Polietilen glicol hexadecil eter, Polioxietilen (20)
cetil-eter (Brij58®, Sigma) como detergente no i6nico. Se utiliz6 un homogenizador
eléctrico a 2000 RPM hasta la homogenizacién completa del tejido. Seguidamente los

viales fueron centrifugados a 2000g x 5 minutos. Se descarto el precipitado y 1 ml de
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sobrenadante fue utilizado para la determinacién de Carnitina total, Carnitina libre y Acil

Carnitina utilizando el método descrito por Prieto et al (2006).

6.6. Estimacion del Balance Nutricional

El dia 270 de gestacion y el dia 10 y 20 postparto se estimé el balance de energia neta
de lactancia (ENI), el cambio de peso y los balances de proteina metabolizable (PM) y de
proteina degradable en rumen (PDR). Las variables peso, produccién de leche y
composicién de la leche de cada individuo segun corresponda se utilizaron para la
estimacion de los requerimientos segun el NRC (2001). El dia 10 y 20 posparto a cada
vaca durante el ordefio de la mafiana y de la tarde se le tomaron muestras de leche, las
cuales fueron inmediatamente refrigeradas y conducidas al Laboratorio de Leches de la
Universidad Nacional, sede Medellin, donde se les determiné la concentracion de grasa
por el método Babcock, mientras que para la concentracién de proteina se utilizd un

Milkoscan®.

El consumo total de las fracciones ENI, PM y PDR se estim0 por la sumatoria entre el
consumo de la fraccion del forraje mas el consumo de la fraccion en el complemento
alimenticio. Para tal efecto la valoracién de ENI, PM y PDR del forraje y del complemento
alimenticio se realizd utilizando las ecuaciones propuestas por el NRC (2001) para cada
caso. El consumo de materia seca del forraje fue estimado por Montoya (2015), y por
Madrid (2015), utilizando la técnica del doble marcador, la cual se describe a continuacion.
El 6xido de cromo (Cr20s) fue utilizado como marcador externo para estimar la produccion
de heces (Lippke, 2002), mientras que la digestibilidad de la materia seca se cuantifico
segun la propuesta de Sunvold y Cochran (1991), en este caso se utilizo la fibra en
detergente acido indigerible como marcador interno. La tasa de recuperacion del cromo
en las heces fue estimada segun los reportes de Correa et al (2009). La estimacion del
consumo de materia seca del forraje se realizé reemplazando los parametros anteriores
en la ecuacion propuesta por Correa et al (2009). El consumo de suplemento alimenticio
fue calculado como la diferencia entre la cantidad (kg) de suplemento ofrecido y la

cantidad rechazada.
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6.7. Anédlisis estadistico.

Se realizaron analisis de medidas repetidas en el tiempo utilizando el PROC MIXED del
paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, 1988). Se modelaron las
estructuras de covarianza: simétrica compuesta y auto-regresiva de primer orden. Segun
el criterio de informacién de Akaike, la estructura de covarianza mas adecuada para todas
las variables fue la auto regresiva de primer orden. EI nimero de partos, la produccion
de leche corregida (305d, 2x, EM) en la lactancia anterior y la condicién corporal al inicio
del experimento fueron involucrados como covariables. La comparacion de medias entre
tratamientos se realiz6 mediante la prueba LSD. Se aceptaron diferencias estadisticas
cuando p< 0,05. El modelo estadistico incluyo los efectos fijos de: tratamiento, periodo

de medicion y la interaccion entre el tratamiento y el periodo de medicién,
Yhik = U + B1+ B2+ Ba+ Th + I(T)i + Pj + T*Phj+ Eijk

Dénde:

Yik = Variable de respuesta del K-ésimo animal en el H-ésimo tratamiento dentro del J-
ésimo periodo de medicion. U = Media general, B1 = Efecto de la covariablel, B2 = Efecto
de la covariable 2, B3 = Efecto de la covariable3, Tn = Efecto del H-ésimo tratamiento (1-
n), I(T)i = Efecto del I-ésimo individuo anidado en el tratamiento (1-n), P; = Efecto del J-
ésimo periodo de medicion (1-n), T*Pnj = Efecto de la interaccion entre el H-ésimo

tratamiento y el j-ésimo periodo de medicion, Eqnijk) = Error experimental
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7. Resultados

7.1. Experimento 1. Efecto del nivel de complementacion con Metionina-Colina

No se presentaron interacciones entre los tratamientos y los periodos de muestreo para
ninguna de las variables analizadas, por tal razon se presentaran solo los efectos simples

de tratamiento y de periodo de medicion.

7.1.1. Efecto del suministro de colinay metionina sobre las variables determinantes
del balance nutricional

En la Tabla 5 se presentan las variables determinantes del balance nutricional para cada
uno de los tratamientos. Como se observa no se presentaron diferencias significativas

entre tratamientos respecto a estas variables.

Tabla 5. Medias por tratamiento para las variables determinantes del balance nutricional en vacas
Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusion de Colina y Metionina.

Variable TO T1 T2 T3 E.E p
CMST (Kg/d) 105 8.37 10.2 9.74 0.8344 0.31
CMSt (Kg/d) 14.9 12.7 14.7 14.2 0.8273 0.28
Prod L (Kg/d) 24.2 23.8 22.4 26.5 1.1912 0.14
Prot L (%) 2.95 3.08 2.89 2.87 0.0792 0.26
Grasa L (%) 3.40 3.47 3.73 3.25 0.2399 0.60
BaENL (Mcal/d) -0.88 -4.12 -2.46 -2.33 1.3812 0.40
BaPM (g/d) 78.50 -132.24 18.82 -23.88 69.303 0.19
BaPDR (g/d) 36.66 24.82 24.09 21.16 6.1090 0.26
C peso (Kg/d) -0.238 -0.843 -0.512 -0.514 0.2618 0.42
Cond Corporal 3.25 3.42 3.44 3.45

Inicial (x 0.25) (x 0.38) (x0.38) (x0.31)

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure®. T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure®. T3: 20 g/d de
Aminoshure® + 120 g/d Reashure®.

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo I. La inclusion
de las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccion
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo. Condicion Corporal Inicial: Condicion corporal al inicio del
experimento (dia 260 de gestacion).
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No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para el

consumo de materia seca, la produccion de leche y sus contenidos de grasa y proteina.

La tabla 6 presenta las variables condicionantes del balance nutricional por periodos de
muestreo. Como se observa se presentaron diferencias estadisticamente significativas

entre la mayoria de estas variables

Tabla 6. Medias por periodos de muestreo para las variables determinantes del balance nutricional en
vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusion de Colina y Metionina.

Variable 10 Preparto 10 Posparto 20 Posparto E.E p
CMSf (Kg/d) 9.64ab 8.64a 10.8b 0.5858 0.023
CMSt (Kg/d) 11.4a 14.2b 16.7c 0.5934 <0.0001
Prod L (Kg/d) - 25.0a 26.4a 0.7374 0.55
Grasa L (%) - 3.50a 3.53a 0.1764 0.5882
Prot L (%) - 2.94b 2.76a 0.0711 <0.0001
BaENL (Mcal/d) 2.83b -5.99a -4.19a 1.3125 <.0001
BaPM (g/d) 251.39c -132.24a -81.70b 51.542 <.0001
BaPDR (g/d) 86.05b 0.03a -6.02a 4.300 <.0001
C peso (Kg/d) 0.47b -1.20a -0.84a 0.2476 <.0001

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

EE: méximo valor del error estadndar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |I. La inclusion
de las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccion
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo.

Se puede observar que en los periodos de muestreo se presentaron diferencias en cuanto
a las variables condicionantes del balance nutricional, excepto la produccion de leche y

su contenido de grasa.
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7.1.2. Efecto del suministro de colinay metionina sobre los indicadores plasmaticos
de movilizacion, oxidacion y exportacion de lipidos.

En la Tabla 7 se presentan las concentraciones de triglicéridos (TG), acidos grasos no
esterificados (AGNES), B-hidroxibutirato (BHB) en los diferentes tratamientos, como se

puede observar se encontraron diferencias significativas respecto a las concentraciones

plasméticas B-hidroxibutirato.

Tabla 7. Medias por tratamiento de las concentraciones plasmaticas de triglicéridos (TG),
acidos grasos no esterificados (AGNES), B-hidroxibutirato (BHB) en vacas Holstein sometidas
a diferentes niveles de inclusion de Colina y Metionina.

Variable TO T1 T2 T3 E.E p
TG (mg/dL) 33.4a 33.0a 3l.4a 34.2a 2.1939a 0.5952
AGNES (mmol/L) 0.16a 0.13a 0.18a 0.18a 0.0247 0.4419
BHB (mmol/L) 0.68a 0.88a 1.16b 0.91ab 0.0942 0.0157

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure®. T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure®. T3: 20 g/d de
Aminoshure® + 120 g/d Reashure®.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).
EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo I. La inclusion

de las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo. (p>0.05).

Los tratamientos no afectaron las concentraciones plasmaticas de AGNES, lo que estaria
indicando que ni la metionina ni su combinacion con colina, estarian asociados con el
grado de movilizacién de AGNES. Sin embargo, las concentraciones plasmaticas de -
hidroxibutirato fueron significativamente méas bajas en el tratamiento control y en el
tratamiento que solo recibié metionina, indicando una mayor formacién de cuerpos

cetdnicos en los tratamientos complementados con combinaciones de colina y metionina

En la tabla 8 se presentan las concentraciones de los indicadores plasmaticos de
movilizacion, oxidacion y exportacion de lipidos por periodos de muestreo. Como se
puede observar se encontraron diferencias significativas para las variables triglicéridos
(TG), AGNES vy B-hidroxibutirato (BHB).
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Tabla 8. Medias por periodos de muestreo de las concentraciones plasmaticas de TG, AGNES y
BHB de vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusion de Colina y Metionina.

10 10 20
Variable Parto E.E p
Preparto Posparto Posparto
TG, (mg/dL) 45.7b 30.2a 26.4a 28.5a 1.4782 <0.0001
AGNES, (mmol/L) 0.12a 0.23c 0.18b 0.13a 0.0174 <0.0001
BHB, (mmol/L) 0.70a 0.72a 1.01b 1.21c 0.0691 <0.0001

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo I. La inclusién
de las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccién de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

Durante el preparto se presentaron los valores mas altos de triglicéridos plasméaticos y los
valores mas bajos de AGNES y BHB, la causa méas probable pudo ser un balance
nutricional mas favorable, pues durante este periodo no hubo pérdida de peso y los
balances de energia neta de lactancia (ENL) y de proteina metabolizable (PM) fueron

superiores respecto a los demas (véase tabla 6).

7.1.3. Efecto del suministro de colina y metionina sobre las concentraciones
hepaticas de triglicéridos, colina y carnitina.

Para los triglicéridos hepaticos no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos, indicando que ni la suplementacion con metionina (T1),
ni la suplementacibn con metionina mas una dosis baja de colina (T2), ni la
suplementacion con metionina més una dosis alta de colina (T3) fueron efectivas en la
generacion de moléculas transportadoras de triglicéridos hepéticos que condujeran a la
disminucién de su concentracion en higado. Estos resultados estan acorde con lo
encontrado para la variable triglicéridos plasmaticos. Se observo una leve tendencia
(p=0.118) a la disminucion en los triglicéridos hepaticos en los tratamientos T2 y T3. Sin
embargo el valor de triglicéridos hepaticos en el tratamiento control fue relativamente bajo.
Las concentraciones hepéaticas de colina no difirieron entre periodos de muestreo. Se
pudo observar que el tratamiento que solo recibié suplementacion con metionina (T1)
presento concentraciones significativamente bajas de colina en higado, sin embargo las

concentraciones de colina en el tratamiento control (TO) y en los que recibieron colina (T2
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y T3) no fueron significativamente diferentes. No se presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos respecto a las concentraciones

hepéticas de carnitina. Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Medias por tratamiento de las concentraciones hepaticas de triglicéridos, colina y carnitina de vacas
Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusion de Colina y Metionina.

Variable TO T1 T2 T3 E.E p

Triglicéridos 39.13a 47.30a 37.80a 35.25a 3.55 0.11
(mg/g higado fresco)

Colina 1.52b 1.30a 1.66b 1.48ab 0.067 0.022
(mg/g higado fresco)

Carnitina Total 114.70a 115.25a 110.94a 117.62a 15.29 0.88
(nmol/g higado fresco)

Carnitina Libre 70.32a 81.54a 75.69a 69.46a 13.55 0.88
(nmol/g higado fresco)

Acil-Carnitina 43.64a 44.05a 40.26a 48.17a 21.14 0.70
(nmol/g higado fresco)

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure®. T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure®. T3: 20 g/d de
Aminoshure® + 120 g/d Reashure®.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). EE: maximo
valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |. La inclusién de las
covariables condicién corporal al inicio del experimento, nUmero de partos y la produccién de leche corregida
en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre periodos de muestreo
para las concentraciones hepéticas de triglicéridos, colina y las diferentes formas de

carnitina. Estos resultados se presentan en la tabla 10.



46

Tabla 10. Medias por periodo de muestreo de las concentraciones hepaticas de triglicéridos, colina y
carnitina de vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusién Metionina-Colina

Variable 10 10 20 E.E p
Preparto Posparto Posparto
Triglicéridos 38.48 42.03 39.09 3.36 0.76

(mg/g higado fresco)

Colina 1.48 1.56 1.44 0.051 0.21
(mg/g higado fresco)

Carnitina Total 104.91 131.50 121.98 16.53 0.52
(nmol/g higado fresco)

Carnitina Libre 65.32 74.29 78.61 11.12 0.35
(nmol/g higado fresco)

Acil-Carnitina 56.00 47.69 50.56 16.13 0.92
(nmol/g higado fresco)

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |. La inclusién
de las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

7.2. Experimento 2. Efecto del nivel de complementacion con Fumarato de L-
Carnitina.

No se presentaron interacciones entre los tratamientos y los periodos de muestreo para
ninguna de las variables analizadas, por tal razén se presentaran solo los efectos simples

de tratamiento y de periodo de medicién.

7.2.1. Efecto del suministro de Fumarato de L-Carnitina sobre las variables
determinantes del balance nutricional

Enla Tabla 11 se presentan las variables determinantes del balance nutricional para cada
uno de los tratamientos. Como se observa no se presentaron diferencias significativas

entre tratamientos respecto a estas variables.
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Tabla 11. Medias por tratamiento para las variables determinantes del balance nutricional en vacas
Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusién de Fumarato de L-Carnitina.

Variable TO T1 T2 E.E p
CMSf (Kg/d) 10.4 9.7 9.9 0.72 0.78
CMSt (Kg/d) 14.8 14.3 13.7 0.58 0.38
Prod L (Kg/d) 24.17 24.41 22.85 1.52 0.61
Prot L (%) 2.85 3.01 3.44 1.15 0.51
Grasa L (%) 3.31 3.47 3.50 0.24 0.83
BaENL (Mcal/d) -1.33 -0.65 -1.39 1.87 0.95
BaPM (g/d) 58.75 38.30 -58.66 76.54 0.52
BaPDR (g/d) 34.28 18.54 28.39 6.06 0.19
C peso (Kg/d) -0.357 -0.180 -0.382 0.339 0.90
Cond Corporal 3.25 3.38 3.25

Inicial (£0.25) (£0.32) (£0.18)

TO: Control. T1: 100 g/d Fumarato de L-Carnitina. T2: 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |. La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccién
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo. Condicién Corporal Inicial: Condicién corporal al inicio del
experimento (dia 260 de gestacion).

Latabla 12 muestra los resultados para las variables determinantes del balance nutricional
por periodos de muestreo, como se observa se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en las variables consumo de materia seca, produccion de leche y su

contenido de proteina y en el cambio de peso y los balances de ENL, PDR y PM.
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Tabla 12. Medias por periodos de muestreo para las variables determinantes del balance nutricional en
vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de suplementaciéon con Fumarato de L-Carnitina

Variable 10 Preparto 10 Posparto 20 Posparto E.E p
CMSf (Kg/d) 10.8b 8.2a 10.9b 0.73 0.060
CMSt (Kg/d) 12.6a 13.9ab 16.8b 0.76 0.050
Prod L (Kg/d) - 23.42a 26.35b 1.1010 0.035
Grasa L (%) - 3.35a 3.26a 0.2034 0.207
Prot L (%) - 3.31b 2.77a 0.9112 0.0005
BaENL (Mcal/d) 4.64b -4.17a -3.84a 1.9402 0.0005
BaPM (g/d) 334.94b -191.51a -105.04a 76.9784 <.0001
BaPDR (g/d) 93.50b -2.32a -9.97a 4.4685  <0.0001
Cpeso (Kg/d) 0.715b -0.851a -0.783a 0.3615 0.0011

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: méximo valor del error estdndar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccion
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo.

7.2.2. Efecto del suministro de Fumarato de L-Carnitina sobre los indicadores
plasmaticos de movilizacion y oxidacion lipidica.

Con la intencién de corroborar si la alta tasa de degradacién ruminal esperada en el
fumarato de L-carnitina podria tener efectos sobre la generaciéon de amonio ruminal y su
consecuente aumento de la sintesis de urea, se determinaron las concentraciones de urea
plasmatica, encontrando que los tratamientos suplementados presentaron valores

significativamente mas altos, como se puede observar en la tabla 13.

No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos para las variables AGNES
y B-hidroxibutirato, sin embargo se observé una leve tendencia (P=0.16) al aumento en
los valores de B-hidroxibutirato en los tratamientos suplementados con fumarato de L-

carnitina.
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Como se observa en la tabla 14 se presentaron diferencias significativas para las
concentraciones plasmaticas de AGNES, B-hidroxibutirato, urea y glucosa entre los

periodos de muestreo.

Tabla 13. Medias por tratamiento para las concentraciones plasmaticas de AGNES, B-hidroxibutirato y
Urea en vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de complementacion con Fumarato de L-
Carnitina.

Variable TO T1 T2 EE p
AGNES 0.152a  0.156a 0.115a 0.2374 0.3864
(mm/l)
B-hidroxibutirato 0.680a 0.904a 0.830a 0.0819 0.16
(mm/l)
Urea 29.95a 40.58b  37.28b 2.18 0.0088
(mg/100ml)

TO: Control. T1: 100 g/d Fumarato de L-Carnitina. T2: 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo I.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

Tabla 14. Medias por periodo de muestreo de las concentraciones plasmaticas de AGNES,
B-hidroxibutirato, (BHB) glucosa y urea en vacas Holstein suplementadas con Fumarato de L-Carnitina.

Variable 10 10 20 E.E p
Preparto Parto Posparto Posparto
AGNES 0.1092a 0.2455b 0.1183a 0.09108a 0.01886 <.0001
(mm/l)
BHB 0.6922a 0.7027a 0.8903b 0.9339b 0.07412 0.056
(mm/l)
Urea 37.37b 39.56b 31.29a 35.54ab 1.9609 0.0088
(mg/100ml)
Glucosa 60.23a 72.9056b 47.0483a 46.5689a 5.9568 0.0039
(mg/100ml)

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: maximo valor del error estadndar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |
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Se presentaron diferencias estadisticamente significativas para todos los metabolitos
evaluados. Se observa como alrededor del parto las concentraciones de AGNES vy
glucosa fueron significativamente mas altas. Las concentraciones de BHB se
incrementaron durante el periodo posparto, por el contario las concentraciones de urea

disminuyeron durante este periodo.

7.2.3. Efecto del suministro de Fumarato de L-Carnitina sobre las concentraciones
hepéticas de triglicéridos, Acil-Carnitina, Carnitina libre y Carnitina total.

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos respecto
a las variables Acil-Carnitina, Carnitina libre y Carnitina total, por el contrario la
concentracion de triglicéridos hepaticos fue significativamente mas baja en el tratamiento

2 (T2), como se observa en la tabla 15.

Tabla 15. Medias por tratamiento para las concentraciones hepaticas de triglicéridos, acil-carnitina y
carnitina total en vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusién de Fumarato de L- Carnitina.

Variable TO T1 T2 EE p

Triglicéridos 37.60b 41.49b 27.62a 3.57 0.0338
(mg/g higado fresco)

Carnitina Total 114.70a 117.94a 125.49a 32.28 0.92
(nmol/g higado fresco)

Carnitina Libre 70.32a 90.79a 92.58a 22.54 0.87
(nmol/g higado fresco)

Acil-Carnitina 43.64a 34.95a 39.897a 14.18 0.50

(nmol/g higado fresco)
TO: Control. T1: 100 g/d Fumarato de L-Carnitina. T2: 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre periodos de muestreo
para las concentraciones hepaticas de triglicéridos, Acil-Carnitina, Carnitina libre y

Carnitina total. Los resultados se presentan en la tabla 16.
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Tabla 16. Medias por periodo de muestreo de las concentraciones hepaticas de triglicéridos, y carnitina de
vacas Holstein sometidas a diferentes niveles de inclusion Fumarato de L-Carnitina.

Variable 10 10 20 E.E p
Preparto Posparto Posparto
Triglicéridos 37.59 33.13 35.98 2.84 0.48

(mg/g higado fresco)

Carnitina Total 128.39 114.92 101.37 25.86 0.64
(nmol/g higado fresco)

Carnitina Libre 102.87 72.53 80.90 21.46 0.61
(nmol/g higado fresco)

Acil-Carnitina 31.14 36.07 34.67 9.22 0.84
(nmol/g higado fresco)

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |. La inclusién
de las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).
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7.3. Experimento 3. Efecto del nivel de complementacion con diferentes
combinaciones de Metionina-Colina y L-Carnitina

No se presentaron interacciones entre los tratamientos y los periodos de muestreo para
ninguna de las variables analizadas, por tal razén se presentaran solo los efectos

simples de tratamiento y de periodo de medicion.

7.3.1. Efecto del suministro de diferentes combinaciones de Metionina, Colina y
Fumarato de L-Carnitina sobre las variables determinantes del balance nutricional

Para las variables consumo de materia seca del forraje y total, la produccion de leche y
su composicion, el cambio de peso y los balances nutricionales no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, como se observa en la tabla
17.

Tabla 17. Medias por tratamiento para las variables determinantes del balance nutricional en vacas
Holstein sometidas a diferentes combinaciones de Metionina, Colina y Fumarato de L-Carnitina

Variable TO T1 T2 T3 T4 E.E p
CMSf (Kg/d) 10.22a 9.98a 9.91a 7.94a 10.77a 0.86 0.16
CMSt (Kg/d) 14.53a 15.18a 14.49a 12.39a  15.50a 0.91 0.13
Prod L (Kg/d) 24.95a 23.96a 26.06a 24.66a  24.75a 1,22 0.93
Prot L (%) 2,85a 2,95a 3,07a 3,08a 3,08a 0.20 0.50
Grasa L (%) 3.09a 3.59a 3.69a 3.87a 3.43a 0,34 0.47
BaENL (Mcal/d) -0.55 -0.84 -1.30 -2.93 -0.84 2.22 0.87
BaPM (g/d) 101.91 -2.24 19.31 -50.64 44.20 91.83 0.79
BaPDR (g/d) 36.46 20.40 23.07 15.15 28.31 8.20 0.27
C peso (Kg/d) -0.206 -0.314 -0.361 -0.694 -0.29 0.40 0.82
Cond Corporal 3.25 3.42 3.38 3.20 3.30
Inicial (+/-0.25) (+/-0.14)  (+/-0.14)  (+/-0.20)  (+/-0.27)

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 100g/d Fumarato de L-Carnitina.
T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T3: 120 g/d Reashure® + 100 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T4: 120 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.
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Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nUmero de partos y la produccién de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccion
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo. Condicién Corporal Inicial: Condicién corporal al inicio del
experimento (dia 260 de gestacion).

La tabla 18 muestra las medias para las variables determinantes del balance nutricional
entre periodos de muestreo, como se observa se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en las variables consumo de materia seca, cambio de peso
y los balances de ENL, PDR y PM.

Tabla 18. Medias por periodos de muestreo para las variables determinantes del balance nutricional en
vacas Holstein sometidas a diferentes combinaciones de Metionina, Colina y Fumarato de L-Carnitina.

Variable 10 Preparto 10 Posparto 20 Posparto E.E p
CMS (Kg/d) 12.2298c 6.7979a 10.2652b 0.8918 0.0014
CMSt (Kg/d) 14.0098a 12. 443a 16.4979b 0.9301 0.0073
Prod L (Kg/d) - 25.37a 26.68a 0.9176 0.93
Grasa L (%) - 3.46a 3.48a 0.2580 0.59

Prot L (%) - 2.97b 2.89a 0.0711 0.04
BaENL (Mcal/d) 6.61b -5.91a -4.58a 1.7026 <.0001
BaPM (g/d) 425.83b -220.42a -137.89a  85.8434  <.0001
BaPDR (g/d) 92.19b -5.44a -12.73a 4.9877 <.0001
Cpeso (Kg/d) 1.026b -1.201a -0.938a 0.3029 <.0001

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicién corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

CMSf: Consumo de materia seca del forraje. CMSt: Consumo de materia seca total. Prod L: Produccion
de leche. Prot L: % de Proteina en la leche. Grasa L: % de grasa en la leche. BaENL: Balance de energia
neta de lactancia. BaPM: Balance de proteina metabolizable. BaPDR: Balance de proteina degradable en
rumen. C peso: Cambio estimado de peso vivo.
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7.3.2. Efecto del suministro de diferentes combinaciones de Colina, Metionina y
Fumarato de L-Carnitina sobre los indicadores plasméaticos de movilizacion,
oxidacion y exportacién de lipidos.

Los valores de triglicéridos plasmaticos, AGNES y de B-Hidroxibutirato (BHB) presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.056) entre tratamientos, como se observa
en la tabla 19. Los valores de AGNES fueron mas bajos en los tratamientos T2 y T4.
Respecto a B-hidroxibutirato, las concentraciones fueron significativamente mas bajas en
TO y T1, indicando una menor oxidacion lipidica en estos tratamientos, y coincide con los
valores significativamente mas altos de triglicéridos plasmaticos encontrados en estos

tratamientos.

Tabla 19. Medias por tratamiento de las concentraciones plasmaticas de AGNES, [B-Hidroxibutirato y
triglicéridos, en vacas Holstein sometidas a complementacion con diferentes combinaciones de Metionina,
Colina y Fumarato de L- Carnitina.

Variable T0 T1 T2 T3 T4 EE p

AGNES(mm/I) 0.149ab  0.184b 0.125a 0.174b 0.139a 0.0148 0.056

B-Hidroxibutirato 0.680a 0.963ab 0.9901b 1.0567b 1.0514b 0.09483 0.055
(mm/l)

Triglicéridos 32.50b  30.84b 22.63a 23.82a  23.44a 1.98 0.0039
(mg/100ml)

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 100g/d Fumarato de L-Carnitina.
T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T3: 120 g/d Reashure® + 100 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T4: 120 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nUmero de partos y la produccién de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

EE: maximo valor del error estdndar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

La tabla 20 presenta la variacién en las concentraciones plasméaticas de AGNES, B-

hidroxibutirato y triglicéridos por periodos de muestreo
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Tabla 20. Medias por periodo de muestreo de las concentraciones plasmaticas de AGNES, B-
Hidroxibutirato (BHB) vy triglicéridos en vacas Holstein complementadas con diferentes
combinaciones de Metionina, Colina y Fumarato de L- Carnitina.

Variable 10 10 20 EE p
Preparto Parto Posparto Posparto
AGNES 0.105a 0.229c 0.163b 0.121a 0.01122 <.0001
(mm/l)
BHB 0.753a 0.816a 1.054b 1.171b 0.06523 <.0001
(mm/l)
Triglicéridos  42.11b 21.86a 19.99a 22.64a 1.3974 <.0001
(mg/100ml)

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05). La inclusién de
las covariables condicion corporal al inicio del experimento, nimero de partos y la produccion de leche
corregida en la lactancia anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05). EE: mé&ximo valor del error estandar
de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de
AGNES, BHB Yy triglicéridos en los diferentes tiempos de medicion. Se observa como
alrededor del parto los valores de AGNES fueron significativamente més altos. Las
concentraciones plasmaticas de BHB el dia 10 preparto y el dia del parto fueron inferiores
a los valores encontrados a los dias 10 y 20 posparto. Los valores de triglicéridos fueron

mas altos en el periodo preparto.

7.3.3. Efecto de la complementacion dietaria con diferentes combinaciones de
Metionina, Colina y Fumarato de L Carnitina sobre las concentraciones hepéticas
de Triglicéridos, Colina, Acil-Carnitina, Carnitina libre, Carnitina total y Acidos
Grasos Libres (AGL).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos respecto
a las variables acil-carnitina, carnitina libre y total. Por el contrario la concentracion de
colina fue significativamente mas alta en los tratamientos T1, T3 y T4. Respecto a la
concentracion de triglicéridos y AGL se pudo observar una tendencia (0.05< p<0.1) en la
disminucion de estas variables en T3 y T4, sugiriendo efectos de la suplementacion con
colina y carnitina a estos niveles, sin embargo la concentracion de triglicéridos fue
relativamente baja en TO. Ninguno de los tratamientos consiguié elevar significativamente

las concentraciones de carnitina en higado. Estos resultados se presentan en la tabla 21.
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Tabla 21. Medias por tratamiento de las concentraciones hepaticas de triglicéridos, colina, carnitina total,
carnitina libre, acil-carnitina, carnitina total y acidos grasos libres (AGL) en vacas Holstein sometidas a
diferentes combinaciones de Metionina, Colina y Fumarato de L-Carnitina.

Variable TO T1 T2 T3 T4 EE p

Triglicéridos
(mg/g higadofresco)  38.66a 43.62a 48.97a 35.34a 37.77a 3.92 0.077

Colina
(mg/g higado fresco) 1.52a 1.92bc 1.80ab 1.98bc 2.20c 0.1412  0.0069

Carnitina Total
(nmol/g higado fresco) 114.70a 114.96a 113.08a 116.21a 116.37a 18.25 0.92

*Carnitina Libre
(nmol/g higado fresco) 70.31a  77.30a 87.60a 88.30a 81.94a 9.80 0.60

Acil-Carnitina
(nmol/g higado fresco) 43.63a 37.64a 22.78a 21.76a 41.82a 12.07 0.25

AGL
(mg/g higado fresco) 0.394 0.406 0.380 0.263 0.2932 0.060 0.10

TO: Control. T1: 20 g/d Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 100g/d Fumarato de L-Carnitina.
T2: 20 g/d de Aminoshure® + 60 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T3: 120 g/d Reashure® + 100 g/d Fumarato de L-Carnitina.

T4: 120 g/d Reashure® + 200 g/d Fumarato de L-Carnitina.

Medias con letra distinta dentro de la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).
EE: méximo valor del error estdndar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo |

*La inclusién de la covariable produccién de leche en la lactancia anterior tuvo efecto
significativo en el ajuste del modelo para el andlisis de las concentraciones hepaticas de
carnitina libre. EIl coeficiente entre la covariable produccion de leche en la lactancia
anterior y las concentraciones hepéticas de carnitina libre fue de: -0.0109, indicando que
se produjo una disminucién de 10.9 nmol/g en las concentraciones hepéaticas de carnitina

libre conforme aument6 en 1000 kg la produccion de leche en la lactancia anterior.

Para las demas variables la inclusion de las covariables condicion corporal al inicio del
experimento, nimero de partos y la produccién de leche corregida en la lactancia

anterior no tuvo efecto significativo (p>0.05).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre periodos de muestreo

para las concentraciones hepaticas de triglicéridos, colina, acil-carnitina carnitina libre,
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carnitina total y AGL. Sin embargo se observé una fuerte tendencia (p=0.059) a que los
valores de triglicéridos hepaticos fueran mas altos al dia 10 preparto. Los resultados se

presentan en la tabla 22.

Tabla 22. Medias por periodo de muestreo de las concentraciones hepaticas de triglicéridos, colina, carnitina
y acidos grasos libres (AGL) de vacas Holstein sometidas a diferentes combinaciones de Metionina Colina
y Fumarato de L-Carnitina

Variable 10 10 20 E.E p
Preparto Posparto Posparto
Triglicéridos 45.39 36.80 40.42 2.49 0.059

(mg/g higado fresco)

Colina 1.89 1.97 1.77 0.077 0.086
(mg/g higado fresco)

Carnitina Total 129.71 111.84 125.37 16.02 0.18
(nmol/g higado fresco)

Carnitina Libre 89.50 73.89 81.35 6.88 0.27
(nmol/g higado fresco)

Acil-Carnitina 38.57 33.21 31.63 9.78 0.44
(nmol/g higado fresco)

AGL 0.375 0.368 0.298 0.033 0.15
(mg/g higado fresco)

EE: maximo valor del error estandar de la media. p: probabilidad de cometer el error Tipo I.



58

8. Discusion y Conclusiones

8.1.1. Discusion experimento 1. Efecto del nivel de complementacion con Metionina
y Colina

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para la
produccion de leche y sus contenidos de grasa y proteina, ni respecto a los consumos de
materia seca (véase tabla 5), lo que estuvo acorde con otros autores (Zom et al.,2011.,
Hartwell et al., 2000; Pinotti et al., 2003; Janovick Guretzky et al., 2006. Leiva et al., 2015).
Es poco probable que la suplementacion con metionina y colina cause efectos
significativos sobre el consumo de materia seca y sobre la produccién y composicion de
la leche durante los primeros 20 dias postparto, pues durante este periodo ocurre la
iniciacion de la lactancia, el cual es un proceso coordinado por mecanismos hormonales,
los cuales condicionan el flujo de nutrientes hacia la produccién lechera (Bauman y currie
1980); luego durante este periodo donde la produccion de leche todavia no alcanza
valores significativamente altos, es probable que la metionina y colina no sean nutrientes

limitantes para la sintesis lactea.

Los tratamientos no tuvieron efecto sobre las concentraciones plasméaticas de AGNES, lo
que indica que la suplementacién con colina y/o metionina no tuvo efecto sobre la
movilizacion lipidica. Estos resultados estan acorde con investigaciones previas (Hartwell
et al. (2000), Piepenbrink and Overton (2003), Janovick Guretzky et al. (2006), and
Davidson et al. (2008), Leiva et al (2015)).

El objetivo principal de este experimento era determinar si la exportacion de triglicéridos
hepaticos era sensible al suministro de metionina y colina, para tal efecto se determinaron
las concentraciones plasmaticas de triglicéridos. Como se puede observar en la tabla 7
los tratamientos no afectaron las concentraciones plasmaticas de triglicéridos. Solo se
encontraron diferencias respecto a la concentracion plasmatica de [-Hidroxibutirato
(BHB), encontrando que el tratamiento control y el tratamiento que recibid suplementacién
solo con metionina presentaron valores significativamente mas bajos. La explicacion

coherente de estos resultados no radica en el balance nutricional; como se observa en la
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tabla 5, los tratamientos no presentaron diferencias significativas respecto a los balances
de ENL, PMy PDR. Los valores de AGNES no presentaron diferencias significativas entre
tratamientos, al respecto Mc Carthy et al (2015) al realizar un meta analisis de la relacion
entre AGNES y B-hidroxibutirato encontraron que durante el periodo de transicion existe
una muy baja correlacion entre estas variables. Como se observa en la tabla 8, los valores
de AGNES alcanzaron su valor maximo el dia del parto, esto debido al efecto lipolitico
inducido por el cortisol (Weber et al, 2013), sin embargo los niveles de AGNES
decrecieron paulatinamente hasta el dia 20 posparto a valores similares a los
encontrados al dia 10 preparto (véase tabla 8). Estas variaciones ponen de manifiesto
que durante el periodo de transicidn los valores de AGNES no se corresponden
directamente con el balance nutricional ni con los valores de BHB, pues al dia 10 preparto
los animales presentaban balances positivos, y al dia 20 posparto no (véase tabla 6). Por
el contrario los valores de BHB indican que conforme el animal iniciaba la produccion
lechera la oxidacion de acidos grasos se hacia mayor y con ello se incrementaban los
valores plasmaticos de BHB. La variacion en los triglicéridos plasmaticos presento alta
concordancia entre el balance energético preparto y posparto, mostrando disminucion
significativa durante el posparto, indicando que el cambio en la disponibilidad de nutrientes
y en el balance hormonal tiene efectos importantes sobre la sintesis y exportacion de

triglicéridos desde el higado.

La concentracion hepatica de triglicéridos (TG) no fue afectada por la suplementacién con
metionina y/o colina (véase tabla 9). Sin embargo se observé una tendencia (p=0.11) a
su disminucién en el tratamiento con dosis altas de colina (T3). La concentracion de TG
estuvo acorde con lo reportado por otros autores (Kalaitzakis et al 2007, Starke et al 2010,
Gross et al 2013) y en un rango de clasificacion bajo. Los bajos valores de TG hallados
se corresponden con la demanda metabdlica a la que estuvieron sometidos los animales,
pues mientras que en la presente investigacion se encontraron valores de AGNES entre
0.12 y 0.23 mM a lo largo de los periodos de muestreo (véase tabla 8), Kalaitzakis et al
(2007) reportaron gue los valores de AGNES tuvieron una alta correlacion (0.616, p<0.05)
con el grado de infiltracién de triglicéridos hepaticos y solo observaron algun grado de

lipidosis con valores de AGNES superiores a 0.25 mM. Por su parte Gross et al (2013),
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reportaron valores de AGNES de 0.23 y 0.78 mM para las semanas -1 preparto y +1
posparto respectivamente, que se correspondieron con cambios significativos en la
concentracion de triglicéridos hepéticos entre la semana -1preparto (25 mg/g) y la semana
+1 posparto (57 mg/g). Estos datos confirman los célculos de Gonzalez y Koenekan
(2006) que indican que concentraciones de AGNES superiores a 0.5mM ocasionan una
captacion de AGNES por el tejido hepatico superior a su oxidacion, lo que induce un
desbalance en favor de su esterificacion y su acumulacién. Como se anotd anteriormente
ese no es el caso de los animales utilizados en el experimento, pues como se observa en
la tabla 8, la concentracion de AGNES solo tomo valores maximos de 0.23 mM al
momento del parto, mientras que en los demas periodos de muestreo (-10 preparto, 10y
20 posparto) los valores de AGNES fueron mas bajos y no presentaron variacion
significativa, o que se correspondi6 con la minima variacion de los valores de triglicéridos

hepaticos por periodos de muestreo.

Los autores citados han reportado datos obtenidos con vacas alimentadas con una racion
total mezclada (TMR). Es de esperarse variaciones importantes respecto a las vacas
alimentadas con base en pasturas. Scharen et al (2015), encontraron cambios
significativos en el consumo de materia seca y en los indicadores metabdlicos de la
energia cuando gradualmente cambiaron la dieta desde TMR a pastoreo suplementado
con ensilaje y concentrado, lo que debe suponer cambios significativos en la sintesis,
acumulacion y exportacion de lipidos por el higado. Roche et al (2015) encontraron que
en vacas en pastoreo el grado de condicion corporal en el preparto y el nivel de
alimentacion (75, 100 y 125% de los requerimientos) hasta el primer mes posparto no
tuvieron efecto sobre la concentracion de TG hepaticos durante las 4 primeras semanas
posparto. Estos autores encontraron que las vacas con mayor condicién corporal al parto
presentaron mayor produccién de leche y una mayor pérdida de peso, lo que trajo consigo
un aumento en la concentracion de AGNES, sin embargo el méaximo valor de AGNES en
las vacas con la mayor restriccion alimenticia fue de 0.45 mM, indicando que en este
estudio se presentaron valores de AGNES inferiores a los reportados como de riesgo para
la acumulacion de TG en higado. Bajo las condiciones de pastoreo como las descritas

por Roche et al (2015) y como en las que se llevé a cabo la presente investigacion es
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probable que se presenten pocas condiciones de riesgo para la lipidosis hepatica debido
al poco reto productivo al que estan sometidos los animales; el nivel de produccion
reportado por Roche et al (2015) (entre 22.9y 24,6 kg/d) es bastante similar al encontrado
en la presente investigacion (véase tablas 5y 6). Adicionalmente en Roche et al (2015)
los efectos de la condicion corporal en el preparto sobre la pérdida de peso en el posparto
no fueron de gran magnitud, debido a que los grupos de vacas evaluadas no presentaron
grados de condicion corporal extrema, pues solo analizaron vacas con grado 4y 5 en una
escala de 9 puntos, lo que bajo la escala utilizada en esta investigacion equivaldria
aproximadamente entre 3.0 a 3.5, valores similares a los encontrados en la presente
investigacion (véase tabla 5) y significativamente diferentes a los reportados en vacas
sobre acondicionadas (CC>3.75, Hartwell et al (2000)) con excesiva pérdida de peso y
elevadas concentraciones de AGNES, lo que fue descrito por Reid et al (1986), como el
sindrome de engrasamiento hepatico, el cual hoy en dia se asocia con un sindrome de

resistencia a la insulina (De Koester et al, 2015).

La baja respuesta en la concentracion de triglicéridos hepaticos a las dosis utilizadas de
metionina y colina pudo ser debida a que con bajos niveles de engrasamiento hepatico
estos nutrientes no son limitantes para la formaciéon de moléculas transportadoras, y su
exportacion a la sangre, y por lo tanto la suplementacion no origin6 cambios en las
concentraciones hepaticas y plasméaticas de triglicéridos. La disminucion en los
triglicéridos plasmaticos después del parto no obedeci6 a deficiencias en las moléculas
transportadoras, sino a una disminucién significativa en su sintesis hepatica debido al
balance nutricional negativo durante este periodo, esto se evidencié porque no hubo
cambios significativos en la concentracion de triglicéridos hepaticos entre periodos de
muestreo. De este modo durante la fase de balance nutricional positivo (preparto)
aumentaron significativamente la sintesis hepatica de triglicéridos, estos no tuvieron
limitantes para ser exportados a la sangre y por ende su nivel plasmatico fue mas alto
durante este periodo, esto permiti6 que no aumentaron significativamente las
concentraciones hepéticas de triglicéridos. En el posparto, debido a que no hubo
elevaciones dramaticas en las concentraciones de AGNES, su captura hepatica no

excedid su capacidad de oxidacion, por el contrario durante este periodo se observaron
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aumentos significativos en B-hidroxibutirato, de tal modo que la disponibilidad de AGNES
para reesterificacion fue minima, esto sumado a la disminucion significativa de la sintesis
de Novo de acidos grasos debido al balance nutricional negativo, disminuyé
significativamente la sintesis hepéatica de triglicéridos, lo que condujo a una disminucion
en su exportacion a la sangre, que se noté en una disminucion significativa en los
triglicéridos plasmaticos, lo que permiti6 que no disminuyeran las concentraciones

hepaticas de triglicéridos.

Cooke et al (2007) encontraron que la suplementacién con 15 g/d de colina protegida de
la degradacion ruminal (60g/d Reashure®) fue efectiva para prevenir la lipidosis inducida
por restriccion alimenticia. Por su parte Zon et al (2011) encontraron que la
suplementacién con 14.4 g/d de colina protegida de la degradacién ruminal (60g/d
Reashure®) a vacas durante el periodo de transicidbn a la lactancia solo consigui6
disminuir la concentracién de TG hepaticos en la semana 1y 4 posparto, cuando las vacas
no suplementadas presentaron concentraciones de 75y 60 mg/g respectivamente; en la
semana -3 preparto y 6 posparto cuando las vacas presentaron concentraciones de 27 y
40 mg/g respectivamente, la suplementacion fue ineficaz. Estos resultados ponen de
manifiesto que la suplementacion con colina muestra ser efectiva en condiciones de alto
riesgo de lipidosis hepética, por el contario a bajas concentraciones de triglicéridos
hepaticos no existen limitantes para su exportacion y por lo tanto no se encuentra

respuesta a la suplementacién con colina.

Se pudo evidenciar que los animales suplementados simultdneamente con metionina y
colina presentaron valores mas altos de BHB, indicando una mayor oxidacion de acidos
grasos en estos animales. La explicacion de estos resultados podria basarse en una
mayor disponibilidad de carnitina para la incorporacion de acidos grasos a la 3 oxidacion
mitocondrial. Se conoce la participacion de metionina, y colina como donantes principales
de grupos metilos (Emmanuel y Kennedy, 1984), y la importancia de estos en la sintesis
de carnitina (Daily y. Sachan. 1995), por consiguiente podria esperarse que el aumento
en la disponibilidad de estos precursores aumentara su sintesis. Los autores revisados
(Zom et al. 2011; Piepenbrink y Overton, 2003; Pinotti et al., 2003; Janovick Guretzky et
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al., 2006; Cooke et al., 2007; Davidson et al., 2008, Leiva et al, 2015) no encontraron
efectos significativos de la suplementacion con colina sobre las concentraciones de BHB.
Sin embargo Pinotti et al (2003) y Cooke et al (2007) reportaron una disminucién
significativa en los valores de AGNES en respuesta a la suplementacion con colina,
ambos autores sugirieron que la disminucién en los valores de AGNES en respuesta a la
suplementacién con colina pudo ser debida a un incremento en la disponibilidad de
carnitina y en la oxidacién de acidos grasos, que condujo a una disminucion en la
concentracion de AGNES. Las diferencias con estos autores pudieron deberse a la
cantidad de carbohidratos no estructurales (CNE) en la dieta, se conoce que las dietas
basadas en pastoreo son altas en fibra detergente neutra (FDN) y bajas en CNE. Aunque
Pinotti et al (2003) y Cooke et al (2007) no reportaron la composicion nutricional de las
dietas utilizadas, si informaron que fueron basadas en raciones totalmente mezcladas a
base de ensilaje de maiz y granos, las cuales contienen el valor minimo de FDN y valores
optimos de CNE. Estas dietas generan una cantidad importante de propionato que
conduce a una mayor disponibilidad de glucosa, esta condicién debe permitir que el extra
de acetil-CoA producido por el extra de &cidos grasos que ingresan a la B-oxidacion
mitocondrial, ingresen al ciclo de Krebs y se oxiden completamente, sin la formacion
adicional de cuerpos ceténicos. Por el contrario un aumento en la B-oxidacion
mitocondrial en ausencia de una dieta alta en CNE debiera conducir a un aumento
significativo en la generacion de B-hidroxibutirato, como fue el caso en la presente

investigacion.

Desafortunadamente ninguna de las investigaciones sobre la suplementacion de bovinos
con colina ha enfocado esfuerzos en determinar su efecto sobre la sintesis de carnitina.
Con el objeto de conseguir elementos para sustentar la hipotesis de que la
suplementacién con colina conduce a aumentos en la sintesis de carnitina, se
determinaron las concentraciones hepaticas de las diferentes formas de carnitina en los
diferentes tratamientos (Véase tabla 9). Los valores encontrados estuvieron en el rango
reportado por otros autores (Carlson et al 2007a; Carlson et al 2006) en vacas que
recibieron dosis bajas de L-carnitina (6 g/d), sin embargo en la presente investigacién no

se presentaron diferencias significativas entre tratamientos.
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La interaccion entre colina y carnitina es poco conocida en bovinos. En los humanosy en
las especies animales asociadas a la experimentacion bioquimica (ratas y cobayos), se
ha logrado conocer algo al respecto. Daily y Sacham (1995) encontraron que en humanos
la suplementacion con colina aumenta la reabsorcion renal de carnitina, lo que origina un
mecanismo que estos autores denominaron mecanismo de conservacion de carnitina.
Para que pueda comprobarse un mecanismo de conservacion de carnitina asociado a la
colina tendria que probarse que esta promueve su ingreso y almacenamiento a los tejidos.
Al respecto estos mismos autores encontraron que la suplementacién con colina a
cobayos aumento significativamente la concentracion plasmatica de carnitina libre, su
reabsorcion renal y sus concentraciones en el masculo, pero no asi en los otros tejidos
(higado, cerebro, corazon y rifidn), con lo cual concluyeron que la elevacién significativa
en las concentraciones de carnitina en musculo son la prueba del mecanismo de
conservacion de carnitina inducido por colina. Estos mismos autores encontraron que las
concentraciones plasmaticas de [-hidroxibutirato se incrementaron con la
suplementaciéon con colina, lo que fue interpretado como un indicador de una mayor
capacidad de oxidaciobn de acidos grasos como consecuencia del mecanismo de
conservacion de carnitina. Daily y Sacham (1995) estimaron que el mecanismo de
conservacion de carnitina fue responsable de un tercio del incremento en las
concentraciones de carnitina en el masculo en los animales suplementados con colina, el

incremento restante fue debido a un aumento en la sintesis de carnitina.

Estos resultados fundamentan la afirmacion de que efectivamente en la presente
investigacion la suplementacion con colina pudo aumentar la capacidad de oxidacion de
acidos grasos, lo que se evidencio a través del aumento en las concentraciones de [3-
hidroxibutirato sin que necesariamente se elevaran las concentraciones hepaticas de
carnitina, debido posiblemente a que el aumento en la disponibilidad de carnitina no fue
tan alto como para afectar su concentracion en los tejidos. Adicionalmente se debe
considerar que el Unico tejido que realiza depoésitos significativos de carnitina es el
musculo, como lo demuestran las concentraciones significativamente mas altas en éste
tejido en bovinos. Carlson et al (2007a) reportaron que las concentraciones de carnitina

en musculo fueron entre 7 y 8 veces mayores a las encontradas en higado.
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Es posible que la suplementacion con colina consiga aumentar la capacidad de oxidacion
de acidos grasos aun en condiciones de baja disponibilidad de carnitina, Goselink et al
(2003), encontraron que la suplementacién con colina a vacas durante el periodo de
transicion aumento significativamente la expresion de FATP5, una proteina que facilita el
ingreso de los AGNES al hepatocito y de SLC22A5, un transportador de membrana que
facilita el ingreso de carnitina dentro del hepatocito. Estos autores no encontraron
elevacion en los valores plasmaticos de B-hidroxibutirato en los animales suplementados,
lo que pudo ser debido a una dieta relativamente alta en carbohidratos no estructurales,
como se menciono6 antes. En bovinos solo existe un reporte (Osorio et al, 2014) acerca
del efecto de otros factores lipotropicos sobre las concentraciones de carnitina, estos
autores encontraron que la suplementacién con metionina a vacas lecheras durante el

periodo de transicidn aumento significativamente la disponibilidad de carnitina en higado.

La suplementacion con metionina y/o colina no consiguié aumentar las concentraciones
hepéticas de colina. Los valores encontrados (entre 1.30 y 1.66 mg/g, véase tabla 9) son
relativamente bajos respecto a los reportados por Sato et al (2005), quienes reportaron
valores de 2.2 y 2.5 mg/g, y quienes no encontraron diferencias entre vacas sanas y
vacas con lipidosis hepatica respecto a esta variable. Las diferencias con estos autores
puede deberse a un mayor aporte de proteina metabolizable y colina derivadas de una
racion totalmente mezclada. En la presente investigacion el tratamiento que solo recibio
metionina (T1) presentd las concentraciones mas bajas de colina, el tratamiento control
(TO) present6 concentraciones similares a los tratamientos T2 y T3 los cuales recibieron
suplementacién con colina y metionina. Esta situacién puede estar fundamentada en que
bajo las condiciones nutricionales en las que se condujo el experimento la suplementacion
fue insuficiente para conseguir aumentar significativamente la concentracion de colina.
Estos resultados estan acorde con Osorio et al (2014), quienes no encontraron efecto de
la suplementacion con metionina sobre las concentraciones hepaticas de colina.
Desafortunadamente no se encuentran reportes de la concentracién hepatica de colina

en respuesta a la suplementacion con colina.
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Una situacion relativamente desfavorable para no haber encontrado respuestas en las
concentraciones hepaticas de colina pudo estar basada en el balance de proteina
metabolizable (PM) y de ENL del tratamiento control (TO) respecto al tratamiento que solo
recibié metionina (T1) (véase tabla 5). Mientras que los tratamientos T2 y T3 presentaron
balances de ENL y PM numéricamente mas cercanos entre si, el tratamiento control
presento balances de ENL aproximadamente 2,5 veces superior respectoa T2y T3, pero
4.7 veces superior respecto a T1. Esto origin6 perdidas de peso aproximadamente tres
veces mas grandes en T1 respecto a TO. Respecto al balance de PM, TO tuvo un balance
positivo (78 g/d), mientras que en T1 se encontré el valor mas bajo de todos los
tratamientos (-132,24 g/d). Si bien no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a estas variables, se puede apreciar que por motivos del azar TOy
T1 pudieron presentar un grado importante de diferencias, lo que pudo favorecer
aumentos en la concentracion de colina y disminucion en la de triglicéridos en TO, y
disminucién en la concentracién de colina y aumento en la de triglicéridos en T1. Esta
situacién hizo que estas variables fueran similares en TO respecto a T2y T3, a su vez que
distanci6 los valores encontrados en T1 de los encontrados en T2 y T3. De especial
interés es el hecho de que en T1, el tratamiento con relativamente mas bajo balance de
PM y ENL se presentaron los valores relativamente mas altos de triglicéridos hepaticos,

simultaneamente con los valores significativamente mas bajos de colina.

Otros autores (Hartwell et al, 2000 y Piepenbrink y Overton, 2003) reportaron ausencia de
respuesta en las variables de exportacion de lipidos desde el higado a la suplementacion
con colina cuando las dietas fueron bajas en energia y proteina metabolizable; bajo esta
condicion es probable que la utilizacion de metionina y colina como precursores de otras
moléculas biolégicamente importantes (carnitina, fosfatidilcolina) reste colina como para

conseguir aumentar significativamente su concentracién en higado.
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8.1.2. Conclusion experimento 1. Efecto del nivel de complementacion con
Metionina y Colina

Bajo concentraciones relativamente bajas de AGNES vy triglicéridos hepaticos, la
metionina y colina no son nutrientes limitantes para la exportacion de triglicéridos desde
el higado a la sangre, por consiguiente bajo esta condicidbn no se observa lipidosis
hepética y como consecuencia la suplementacién con metionina y/o colina no ocasiona
efectos significativos sobre las concentraciones hepaticas de triglicéridos. Los cambios
en el balance energético a través del periodo de transicion afectaron significativamente la
exportacion de triglicéridos a la sangre, estos cambios se correspondieron directamente
con cambios en la sintesis hepética de triglicéridos. La suplementacion con colina y/o
metionina no consiguié aumentar significativamente las concentraciones hepaticas de
colina, esta respuesta pudo estar afectada por el balance de proteina metabolizable
durante el experimento y por la utilizacion de colina para la sintesis de otros compuestos,
entre ellos carnitina. Se evidencidé un aumento significativo en los indicadores de
oxidacion de acidos grasos en respuesta a la suplementacion con colina, debido
posiblemente al efecto conjunto de un aumento en la sintesis de carnitina y a un
mecanismo ahorrador de carnitina inducido por colina, descrito previamente en otras
especies, sin embargo la informacién al respecto generada en bovinos es bastante

limitada.

Bajo las condiciones en que se desarrolld la investigacion la complementacién con
metionina y/o colina no tuvo beneficios importantes como para implementar su utilizacion

en vacas lecheras durante el periodo de transicidn a la lactancia.
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8.2.1. Discusioén experimento 2. Efecto del nivel de complementacion con Fumarato
de L-Carnitina.

La suplementacion con carnitina no afecto el consumo de materia seca, ni la produccion
de leche y su composicion (véase tabla 11), lo que estuvo acorde con LaCount (1996a) y
Carlson (2007a). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de AGNES vy B-Hidroxibutirato (BHB) a diferentes tiempos de medicidn
(véase tabla 14). Se observa como alrededor del parto los valores de AGNES fueron
significativamente mas altos, esto es debido a la disminucion significativa en el consumo
de materia seca que ocurre alrededor del parto conjuntamente con el aumento del cortisol
(Weber et al 2013), lo cual induce la movilizacién de los AGNES desde el tejido adiposo.
Los valores de BHB el dia 10 preparto y el dia del parto fueron significativamente inferiores
a los valores encontrados en los dias 10 y 20 posparto; esto tiene su explicaciéon dado
que conforme avanzan los dias en lactancia y aumenta la produccion de leche, la vaca
presenta mayor déficit de energia y recurre a la oxidacion de los AGNES, esto aunado a
un déficit creciente de glucosa conlleva a la generacion de una mayor cantidad de BHB.
La relacion entre AGNES y BHB alrededor del parto no se evidencié, debido a que el
incremento en la gluconeogénesis inducida por el cortisol durante este periodo (Hammon
et al, 2005), incrementd los niveles de glucosa, impidiendo la elevacién de los valores de
BHB.

Los valores de urea plasméatica fueron mas altos al dia 10 preparto y el dia del parto
(véase tabla 14). Los valores altos en el periodo preparto se explican por un balance de
PDR significativamente mas alto (véase tabla 12) durante este periodo (Putham y Varga,
1998). Los valores mas altos alrededor del parto obedecen al intenso catabolismo de los
aminoacidos destinados a la gluconeogénesis inducida por cortisol (Hammon et al, 2005),
este proceso incrementa la desaminacion oxidativa de aminoacidos, lo que genera

amonio, el cual en su mayoria es convertido en urea.

Aunque en el presente experimento dentro de sus objetivos no se contemplo estudiar los
efectos del fumarato de L-carnitina sobre la fermentacion ruminal, no se puede

desconocer que la suplementacién con fumarato de L-Carnitina puede tener efectos sobre
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los parametros de la fermentacion ruminal. Se ha reportado que el fumarato tiene efectos
sobre la generacion de amonio y sobre la proporciéon molar de acidos grasos volatiles en
el rumen. Asanuma et al (1999) encontraron que la adicion de fumarato a
microorganismos ruminales in vitro aumento la produccion de propionato y disminuyé la
produccion de metano. Ungerfeld et al (2007), confirmaron estos hallazgos a través de
un completo meta analisis. Yu et al (2010) encontraron que en cabras lecheras la
suplementacion con 6 g/d de fumarato condujo a disminuciones en el amonio ruminal y
en la relacion acetato/propionato, y a aumentos en las concentraciones de glucosa
plasmatica, pero sin cambios significativos en las concentraciones de plasmaticas de
urea. Debido a que el objetivo primordial de esta investigacion radica en los indicadores
metabolicos, en este experimento se analizaron los efectos de la suplementacion con
fumarato de L-Carnitina sobre las concentraciones plasméticas de glucosa y urea, de tal
modo que a través de estas variables se pudiera inferir si el componente fumarato, del
fumarato de L-carnitina ocasion6 cambios en la fermentacion ruminal que afectaron
significativamente estos indicadores plasmaticos. La suplementacion con fumarato de L-

carnitina no afecto las concentraciones plasméticas de glucosa, pero si las de urea.

La suplementacion con fumarato de L-Carnitina aumentd significativamente las
concentraciones plasmaticas de urea (véase tabla 13). Otros autores, LaCount (1996b),
Carlson et al (2006), Carlson et al (2007a) no encontraron efecto de la suplementacion
con carnitina sobre esta variable. La mayor concentracion de urea plasmatica en los
tratamientos que recibieron carnitina pudo ser debida en parte a la alta degradabilidad
ruminal del fumarato de L-carnitina. Como se mencion6 en la metodologia, la
degradabilidad de este compuesto fue cercana al 90%, lo que estuvo acorde con LaCount
(1996b) quienes reportaron que la degradabilidad in vitro de la carnitina fue de 92.9%.
Debido a la alta degradabilidad ruminal del fumarato de L-carnitina, se estima que la
cantidad disponible de carnitina para su absorcion intestinal fue de 5.8 y 11.6 g/dia para
los tratamientos T1 y T2 respectivamente. Los animales de los tratamientos T1 y T2
recibieron un aporte de carnitina degradable en rumen de aproximadamente 52 y 104
gramos/dia. Con un 8.7% de nitrdgeno (N) en la carnitina, el aporte de nitrégeno liberado

en rumen fue de 4,52 y 9.4 gramos por dia, respectivamente. Acorde con Jonker et al
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(1998), en la medida en que se incremente el consumo de nitrdgeno degradable, mayor
sera la concentracion de urea en la sangre. Este N adicional debiera incrementar la
sintesis de urea. Sin embargo Carlson (2007a) y LaCount (1996b) también utilizaron dosis
altas de L-carnitina con alta degradabilidad ruminal y no reportaron aumentos
significativos en la concentracion de urea plasmatica. Estas cantidades adicionales de
nitrogeno degradable en rumen no parecen de gran magnitud como para ser el Unico
factor responsable del incremento significativo en las concentraciones plasmaticas de

urea en respuesta a la suplementacién con fumarato de L-carnitina.

Chapa et al (1998) reportaron que la administracion intravenosa de L-carnitina en ovejas
redujo la concentracion plasmatica de amonio durante la intoxicacion inducida por urea,
sin embargo cuando Chapa et al (2001) suministraron la carnitina en la dieta, la reduccién
de la hiperamonemia inducida experimentalmente ocurrié solo en algunos periodos de
muestreo. Al respecto la informacion generada en rumiantes es bastante escasa, pero
los resultados parecen indicar un efecto de la L-carnitina sobre la remocién del amonio
plasmético, posiblemente debido a su conversion a urea. White et al (2001)
suplementaron bovinos en crecimiento con diferentes fuentes proteicas en combinacién
con carnitina, y encontraron que la suplementacion con carnitina disminuyo las
concentraciones plasmaticas de amonio en todos los casos, sin embargo las

concentraciones plasmaticas de urea solo se incrementaron en 1 de 2 experimentos.

La mayoria del conocimiento generado acerca de los efectos de la carnitina sobre la
sintesis de urea ha sido debido al interés en la encefalopatia inducida por hiperamonemia
en humanos. Wutzke y Lorenz (2004), encontraron que la suplementacién con L-carnitina
en humanos no afecto las tasas de proteogénesis 6 protedlisis, lo que descarta que la
elevacion en las concentraciones de urea sean debidas a un aumento en la degradacion
proteica. Ratnakumari et al (1993), encontraron que la suplementacion con carnitina
disminuy6 las concentraciones hepaticas de amonio en monos con hiperamonemia
inducida, estos autores sugirieron un aumento en la actividad del ciclo de la urea por
efecto de la carnitina. Takeuchi et al (1988) encontraron que la adicidon de L-carnitina al

medio de cultivo de hepatocitos de rata sometidos a inhibicion del ciclo de la urea por
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valproato, consiguié eliminar los efectos del valproato, lo que se vio reflejado en un
aumento de las cetonas totales y una disminucion en las concentraciones de amonio.
O'Connor et al (1987a) encontraron que la suplementacion con carnitina a monos con
hiperamonemia inducida por infusion de acetato de amonio, aumento significativamente
la oxidacion de acidos grasos y el ciclo de krebbs. Sus resultados sugirieron que el
aumento en estas vias metabdlicas puede ser responsable por el incremento significativo
observado en la sintesis de urea. O'Connor et al (1987b) reportaron que la
hiperamonemia e hipouremia inducida por benzoato de sodio fue debida a una
disminucién en los niveles de N-acetil glutamato, el activador alostérico de la carbamil-
fosfato sintetasa, principal enzima reguladora del ciclo de la urea. Estos autores logaron
revertir los efectos del benzoato de sodio con la administracion previa de L-carnitina a
monos que recibieron benzoato de sodio. Tomomura et al (1996) encontraron que la
expresion de las enzimas claves del ciclo de la urea carbamil-fosfato sintetasa y argino-
succinato sintetasa inducida por glucocorticoides fue inhibida por la adicion de acidos
grasos de mas de 16 carbonos en el medio de cultivo de hepatocitos de rata. Por el
contrario la adicién de estos acidos grasos incremento la expresion de enzimas claves de
gluconeogénesis. Tomomura et al (1996) informaron que resultados similares fueron
observados en el higado de monos con esteatosis visceral, y concluyeron que el
incremento de acidos grasos de cadena larga en el higado es responsable de la
disminucion en la expresion de enzimas del ciclo de la urea. Estos resultados estan
acorde con Malaguarnera (2013), quien indico que la disminucion en el sistema de
transporte de acidos grasos dependiente de carnitina ocasiona una acumulacién de

moléculas de acil-CoA en el citosol, y que estos metabolitos inhiben el ciclo de la urea.

La informacion disponible permite inferir que los mecanismos por los que la carnitina
aumenta la sintesis de urea ocurren a varios niveles: expresion de enzimas, cambios en
la actividad enziméatica, cambios en la concentracion de efectores alostéricos, disminucion
en la concentracion de acil-Coa; sin embargo es imposible identificar cual de estos
mecanismos es el que opera bajo determinadas condiciones. Las evidencias presentadas
sugieren que en la presente investigacion, el aumento en la sintesis de urea en respuesta

a la suplementacion con fumarato de L-carnitina fue el efecto conjunto de una mayor
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disponibilidad de amonio en los animales suplementados, debido a la alta degradabilidad
del fumarato de carnitina, y a un aumento significativo en la actividad del ciclo de la urea

inducida por la L-carnitina.

Se observo una baja tendencia (p=0.16) al incremento en las concentraciones de [-
Hidroxibutirato (BHB) en los tratamientos que recibieron fumarato de L-carnitina (véase
tabla 13). Estos resultados coinciden con Carlson et al (2007a) quienes encontraron que
las concentraciones de B-OH butirato tendieron (P=0.07) a ser mas altas en vacas que
recibieron 10 y 20 gramos de carnitina disponible para su absorcion intestinal. Erfle et al
(1971), reportaron que en vacas con cetosis, seguidamente después de la infusion de
carnitina a la sangre se aumentaron significativamente las concentraciones sanguineas
de cetonas totales, estos autores concluyeron que estas variaciones daban cuenta de un
aumento en la oxidacion de acidos grasos. El incremento de las cetonas totales fue
interpretado como un exceso de su produccion respecto a su utilizacion, en respuesta a
la infusién de carnitina. Estos autores concluyeron ademas que el grado de produccién
de cetonas en respuesta a carnitina depende de la disponibilidad de carbohidratos:
“Cuando el suministro de carbohidratos (es decir, precursores de oxalacetato) es
adecuado para el ciclo de Krebs, la carnitina puede tener un efecto ahorrador de hidratos
de carbono mediante el aumento de la oxidacién completa de acidos grasos, tanto en el
musculo, como en el higado. Con el agotamiento del oxaloacetato hepatico la accién
principal de la carnitina es un incremento en la oxidacion de acidos grasos libres en el
higado, donde, debido a la funcion alterada del ciclo de Krebs, esto resulta en tasas
mayores de cetogénesis que a su vez dan lugar a un aumento en la concentracion de

cetonas plasmaticas”.

En la presente investigacion la elevacion en las concentraciones de B-hidroxibutirato
(BHB) no fue tan evidente, debido posiblemente a una mayor cantidad de glucosa
disponible, de tal modo que el efecto en el aumento de la oxidacion de acidos grasos pudo
ser significativo, pero sin cambios muy aparentes en las concentraciones de BHB. En el
experimento 1 se fundamentoé que la elevacion de los valores plasmaticos de BHB en los

animales suplementados con colina, obedecié a un mecanismo ahorrador de carnitina,
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conjuntamente con un aumento en su sintesis, si se comparan los balances energéticos
de ambos experimentos (véase tabla 5 y tabla 11), se encuentra que efectivamente los
animales del experimento 1 presentaron balances relativamente més bajos que los del
experimento 2 (-2.46 y-.2.33 VS -0.65 y 1.39 Mcal ENL/dia), de tal modo que la diferencias
encontradas respecto a la variable BHB pueden deberse a una mayor disponibilidad de
glucosa, pues mientras en el experimento 1 los valores de BHB ascendieron
paulatinamente desde 0.70 a 1.21 mmol/l entre el dia 10 preparto al 20 posparto, en el
experimento 2 durante este mismo periodo el aumento fue de 0.69 a 0.93 mmol/l (véase
tabla 8 y tabla 14).

La suplementacion con fumarato de L-carnitina no afectdé significativamente las
concentraciones de AGNES (véase tabla 13). Estos resultados concuerdan con LaCount
(1996a) y Carlson et al (2007a). Es de esperarse que la suplementacion con carnitina no
afecte las concentraciones plasmaticas de AGNES, dado que el proceso que da a origen
al aumento de los AGNES plasmaéticos es el proceso de lipolisis, el cual se conoce que
es regulado a través de mecanismos hormonales con la participacion de las hormonas

insulina, glucagon y cortisol (Lomax et al, 1979).

La concentracién de triglicéridos hepaticos (véase tablal5 y tabla 16) estuvo acorde con
lo reportado por otros autores (Kalaitzakis et al 2007, Starke et al 2010, Gross et al 2013)
y en un rango de clasificacion bajo segun Kalaitzakis et al (2007). Como ya se discuti6
en el experimento 1, Los bajos valores de TG hallados se corresponden con la demanda
metabolica a la que estuvieron sometidos los animales, pues mientras que en la presente
investigacion se encontraron valores de AGNES entre 0.109 y 0.245 mM a lo largo de los
periodos de muestreo, Kalaitzakis et al (2007) reportaron que los valores de AGNES
tuvieron una alta correlacion (0.616, p<0.05) con el grado de infiltracién de triglicéridos
hepaticos y solo observaron algun grado de lipidosis con valores de AGNES superiores a
0.25 mM. Por su parte Gross et al (2013), reportaron valores de AGNES de 0.23 y 0.78
mM para las semanas -1 preparto y +1 posparto respectivamente, que se correspondieron
con cambios significativos en la concentracion de triglicéridos hepéaticos entre la semana

-1 preparto (25 mg/g) y la semana +1 posparto (57 mg/g). Estos datos confirman los
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calculos de Gonzalez y Koenekan (2006), que indican que concentraciones de AGNES
superiores a 0.5mM ocasionan una captaciéon de AGNES por el tejido hepatico superior a
su oxidacién, lo que induce un desbalance en favor de su esterificacion y su acumulacion.
Como se anotd anteriormente ese no es el caso de los animales utilizados en el
experimento, pues como se observa en la tabla 14, la concentracion de AGNES solo tomo
valores maximos de 0.245 mM al momento del parto, mientras que en los demas periodos
de muestreo (-10 preparto, 10 y 20 posparto) los valores de AGNES no presentaron
variacion significativa, lo que se correspondi6 con la minima variacion en los valores de

triglicéridos hepaticos por periodos de muestreo (véase tabla 16).

La suplementacion con 200 g/dia de fumarato de L-carnitina disminuy0 significativamente
las concentraciones de triglicéridos hepaticos (véase tabla 15). El efecto de la
suplementacién con carnitina en la disminucion de los triglicéridos hepaticos fue debido
posiblemente a una mayor tasa de oxidacion de acidos grasos por el higado, lo que
disminuyd la disponibilidad de estos para su esterificacion. Esta situacion sugiere que
aun a bajas captaciones de AGNES por el higado, su oxidacién puede optimizarse. Al
respecto Erfle et al (1971), concluyeron que: “los efectos de la infusion de carnitina en
vacas lecheras indican que la oxidacion de acidos grasos en estos animales es un proceso
gue funciona a valores muy alejados de su pico maximo de eficiencia”. Drackley et al
(1991b) encontraron que en cortes de higado de vacas durante la lactancia temprana, la
carnitina aumento la oxidacion total de palmitato y disminuyo su esterificacion. Carlson et
al (2007a), suministraron 12, 100 y 200 g/d de un producto no protegido de la degradacién
ruminal con un 50% de L-carnitina y una degradabilidad ruminal del 80%, a vacas durante
el periodo de transicion y la lactancia temprana, con lo cual consiguieron 1.2, 10y 20 g de
carnitina disponible para su absorcién intestinal. Estas dosis disminuyeron la
concentracion de triglicéridos hepaticos, cabe destacar que los valores de triglicéridos
hepaticos reportados por estos autores para el tratamiento control se encontraban en el
rango de clasificacion bajo, lo que confirma el efecto de la L-carnitina aun a bajos valores
de TG hepéticos. Aunque no se afectaron las concentraciones plasmaticas de AGNES,
una tendencia en el aumento en los valores plasmaticos de B-hidroxibutirato en los

tratamientos que recibieron 10 y 20 gramos de L-Carnitina fue interpretada por estos
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autores como un aumento en las cantidades de AGNES que fueron convertidos a [3-
hidroxibutirato, mas que a triglicéridos. Al respecto Bremer et al (1978), reportaron que
en células hepéticas de rata la distribucion de los &cidos grasos entre esterificacion u
oxidacion fue regulada por las concentraciones citoplasmaticas de glicerol-fosfato o

carnitina, respectivamente.

Las concentraciones hepaticas de las diferentes formas de carnitina fueron mas bajas
(véase tabla 15 y tabla 16) que las reportadas por otros autores (Erfle et al 1973, LaCount
et al 1995, Carlson 2007a, Carlson et al 2007b). La suplementacion con fumarato de L-
carnitina no afecto las concentraciones hepaticas de las diferentes formas de L-carnitina.
Los autores revisados encontraron incrementos en la concentracion hepatica de carnitina
libre y no en las demas formas de carnitina en respuesta a la suplementacion con L-
carnitina. Carlson et al (2007a), consiguieron aumentar las concentraciones hepaticas de
carnitina cuando suministraron dosis superiores a 10g/dia de carnitina disponible para
absorcion intestinal, a dosis inferiores la carnitina no tuvo efecto sobre esta variable.
Carlson et al (2007b) previamente ya habian confirmado que la infusién abomasal de 20
g/dia de carnitina aumento significativamente las concentraciones hepaticas de carnitina.
Las diferencias respecto a estos autores pueden deberse a la dosis de carnitina disponible

para su absorcion intestinal y al estado de reservas musculares de carnitina.

Como ya se indicé antes, en la presente investigacion las dosis de carnitina estimadas
para su absorcion intestinal fueron 5.8 y 11.6 g/dia para los tratamientos T1 y T2
respectivamente, estas dosis son mas bajas que las reportadas por Carlson et al (2007a)
y Carlson et al (2007b), de igual modo las concentraciones hepaticas de carnitina fueron
mas bajas que las reportadas por estos autores. Si bien en la presente investigacién no
se determinaron las concentraciones musculares de carnitina, es de suponer que estos
animales contaban con un nivel relativamente mas bajo en las reservas de carnitina
respecto a las investigaciones citadas. En otras especies ha sido caracterizado el sistema
de transporte de carnitina en higado. EIl ingreso de carnitina al higado depende de
concentraciones relativamente altas de carnitina en sangre, ya que segin Ramsay et al

(2001), la carnitina puede ingresar al higado por difusion pasiva, y adicionalmente segun
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Christiansen y Bremer (1976) por un transportador que posee un alto km para carnitina
(Km = 5.6 mM), y muy bajo para butirobetaina (Km = 0.5 mM) el precursor plasmatico de
carnitina. De este modo el higado capta carnitina de la sangre cuando su concentracion
se eleva significativamente, debido a la baja afinidad de su transportador por la carnitina,
y capta butirobetaina plasmatica aun a bajas concentraciones. Esto da cuenta del papel
principal del higado mas como productor de carnitina que como acumulador de la misma.
Por el contrario el sistema de transporte muscular de carnitina exhibe una afinidad alta
para carnitina (Tamai et al, 1998). En la presente investigacion las bajas dosis de carnitina
disponible para su absorcién intestinal no aumentaron las concentraciones plasmaticas
de carnitina como para conseguir un incremento significativo de su ingreso al higado, por

lo que no se consiguid elevar su concentracion.

Es muy probable que la respuesta a la suplementacién con carnitina dependa del nivel de
reservas de la misma. LaCount et al (1995), encontraron que vacas en la lactancia
temprana que recibieron infusibn abomasal o ruminal de carnitina aumentaron
significativamente las concentraciones de carnitina libre en higado y sangre, pero no en
el musculo. De igual forma estas vacas aumentaron significativamente la excrecién renal
de carnitina. Cabe destacar que las concentracion de carnitina total en higado del grupo
control reportada por estos autores fue significativamente mas alta (258 nmol/g vy
300nmol/g, control vs animales experimentales) que la reportada por los demas autores
revisados, lo cual pudo condicionar que estos autores no encontraran respuesta en la
concentracion de triglicéridos hepaticos, ni en las concentraciones musculares de
carnitina, ya que estos animales exhibian una especie de saturacion de reservas de
carnitina, que les indujo aumentos en su excrecion renal, de este modo el exceso debid
eliminarse en la orina. LaCount (1996a), confirmaron que la infusion abomasal de
carnitina aumento6 las concentraciones de carnitina en sangre y su excrecion urinaria.
Este mecanismo puede ser necesario para evitar la acumulacion exagerada de carnitina.
Aunque se desconocen los mecanismos de control de la excrecion renal de carnitina en
bovinos, en otras especies como humanos y animales de laboratorio, existe alguna
informacion. Rebouche y Mack (1984) encontraron que el suministro de carnitina dietaria

redujo 52% la tasa de reabsorcion renal de carnitina. Estos autores indican que la
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regulacion del transporte renal de carnitina puede prevenir la acumulacion excesiva y

potencialmente toxica de L-carnitina en las células tubulares renales.

8.2.2. Conclusion experimento 2. Efecto del nivel de complementacién con
Fumarato de L-Carnitina

La suplementacion con 200 gramos/dia de fumarato de L-carnitina aportd cerca de 11.6
gramos de carnitina para su absorcion intestinal. Aun a bajas concentraciones de AGNES
y de triglicéridos hepaticos esta dosis consiguié disminuir significativamente la
concentracion hepética de triglicéridos. El mecanismo de disminucion de triglicéridos
hepéticos en respuesta a la suplementacion con carnitina fue debido posiblemente al
aumento de la oxidacion de acidos grasos. La suplementacion con fumarato de L-
carnitina aumenté significativamente la sintesis de urea, posiblemente a través de la
estimulacion del ciclo de la urea a varios niveles. Las bajas dosis de carnitina disponibles
para su absorcion intestinal no consiguieron aumentar significativamente las
concentraciones hepaticas de carnitina, esto debido a la baja afinidad del sistema hepatico

de captacion de carnitina en relacién a los demas tejidos.

Aunque una dosis de 200 gramos/dia de fumarato de L-carnitina disminuyo
significativamente la concentracién hepéatica de triglicéridos, bajo las condiciones en las
gue se realizo la investigacion su uso no se justifica, pues la concentracién hepéatica de
triglicéridos en los animales no complementados con fumarato de L-Carnitina estuvo en
el rango clasificada como baja, y por lo tanto la acumulacién de triglicéridos en el higado

de estos animales no es un problema que deba ser resuelto.
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8.3.1. Discusion experimento 3. Efecto de la complementacion con diferentes
combinaciones de Metionina, Colinay Fumarato de L-carnitina.

No se presentaron diferencias significativas entre tratamientos para la produccion de leche
y sus contenidos de grasa y proteina, ni respecto a los consumos de materia seca (véase
tabla 17), lo que estuvo acorde con otros autores (Zom et al., 2011; Hartwell et al., 2000;
Pinotti et al., 2003; Janovick Guretzky et al., 2006; Leiva et al., 2015; LaCount 1996a y
Carlson et al, 2007a), quienes reportaron que la suplementacion con colina 6 carnitina no

tuvo efecto sobre estas variables.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion plasmatica
de AGNES, B-Hidroxibutirato (BHB) vy triglicéridos en los diferentes tiempos de medicion
(véase tabla 20). Se observa como alrededor del parto los valores de AGNES fueron
significativamente mas altos, esto es debido a la disminucién drastica en el consumo de
materia seca que ocurre alrededor del parto, y al aumento en la secrecién de cortisol
(Weber et al 2013), los cuales inducen la movilizacion de los AGNES desde el tejido
adiposo. Las concentraciones de BHB a los 10 dias preparto y el dia del parto fueron mas
bajos que los valores encontrados a los dias 10 y 20 posparto, esto tiene su explicacion
en el hecho que conforme avanzan los dias en lactancia y aumenta la produccion de
leche, la vaca presenta mayor déficit de energia y recurre a la oxidacion de los AGNES,
esto aunado a un déficit creciente de glucosa conlleva a la generaciéon de una mayor
cantidad de B-hidroxibutirato. Lo anterior es coherente con los valores de triglicéridos en
el periodo preparto, los cuales fueron significativamente mas altos, indicando una

condicion nutricional mas favorable durante este periodo.

Los valores de AGNES fueron mas bajos en los tratamientos que recibieron dosis altas
de carnitina (T2: metionina + dosis baja de colina + dosis alta de carnitina y T4: dosis alta
de colina + dosis alta de carnitina) respecto a los tratamientos que recibieron dosis bajas
de carnitina (T1: metionina + dosis baja de colina + dosis baja de carnitina'y T3: dosis alta
de colina + dosis baja de carnitina). Sin embargo el tratamiento control (TO) no fue

significativamente diferente a ninguno de estos tratamientos (véase tabla 19).
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A simple vista podria decirse que la suplementacion con altas dosis de carnitina sin
importar la combinacion con los otros factores lipotrépicos disminuyé las concentraciones
plasmaticas de AGNES. Sin embrago los valores de AGNES del tratamiento control (TO)
indican que otros factores influyeron sobre esta variable. El factor adicional que puede
explicarlo radica en el balance de proteina metabolizable (PM) (véase tabla 17). El
tratamiento control presenté un balance de PM relativamente mayor respecto a los demas
tratamientos (101.91 g/d), lo que hizo que las concentraciones de AGNES se acercaran
mas a los tratamientos suplementados con combinaciones que contenian altas dosis de
carnitina (T2 y T4), estos tratamientos presentaron balances de PM (19.31 y 44.20 g/d,
respectivamente) mas cercanos al tratamiento control y mas alejados de los tratamientos
con combinaciones bajas de carnitina (-2.24 g/d, para T1, y -50.64 g/d, para T3). De este
modo es muy probable que los efectos del balance de PM alteraran la respuesta en las
concentraciones de AGNES en los diferentes tratamientos. Hartwell et al (2000),
Piepenbrink y Overton (2003), Janovick Guretzky et al (2006), Davidson et a. (2008), Leiva
et al (2015), no encontraron efecto de la suplementacién con metionina y/o colina sobre
las concentraciones plasméticas de AGNES. Del mismo modo LaCount (1996a) y Carlson
et al (2007a) no encontraron efecto de la suplementacion con carnitina sobre las
concentraciones plasmaticas de AGNES. Es de esperarse que la suplementacion con
metionina y/o colina y/o carnitina no afecten las concentraciones plasmaticas de AGNES,
dado que el proceso que da a origen al aumento de los AGNES plasmaticos es el proceso
de lipolisis, el cual se conoce que es regulado a través de mecanismos hormonales con

la participacion de las hormonas insulina, glucagon y cortisol (Lomax et al, 1979).

El tratamiento control (TO) y el tratamiento T1 (metionina+ dosis baja de colina+ dosis baja
de carnitina) presentaron concentraciones plasmaticas de triglicéridos significativamente
mas altas (véase tablal9). Las concentraciones plasmaticas de triglicéridos se
relacionaron con el cambio en el balance nutricional entre los periodos de muestreo, sin
embargo los tratamientos TO y T1 no fueron los mas cercanos entre si respecto al balance
nutricional, lo que indica que las concentraciones significativamente mas altas fueron
debidas a los efectos del tratamiento. De este modo los tratamientos que recibieron una

combinacion de carnitina y colina, en la que al menos una de estas se ofrecio en dosis
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altas, presentaron valores de triglicéridos plasmaticos significativamente mas bajos. Los
triglicéridos plasmaticos estan constituidos por la fraccion transportada por las VLDL, cuyo
origen es de sintesis hepatica, y por la fraccion transportada por los quilomicrones, cuyo
origen es la absorcién intestinal (Bauchart,1993), acorde con lo anterior, si los animales
recibieron dietas con cantidades similares de lipidos, la disminucién en los triglicéridos
plasmaticos fue debida a la disminucién en los triglicéridos exportados a la sangre desde
el higado, esta disminucioén pudo ser debida a una reduccion de la sintesis hepética, o a
una disminucion en su exportacion; en el primer caso las concentraciones hepaticas de
triglicéridos no cambarian o tenderian a disminuir, y en el segundo se incrementarian. Lo
observado fue una tendencia en la disminucion en la concentracion de triglicéridos
hepéticos, por lo que se concluye que la disminucion en los triglicéridos plasméaticos en
T2, T3y T4 fue debida a una disminucion en su sintesis hepatica.

El aumento significativo de las concentraciones plasmaticas de B-hidroxibutirato en los
tratamientos T2, T3 y T4 (véase tabla 19) indican que en estos se incremento
significativamente la oxidacion de &acidos grasos, este incremento restd acidos grasos
para la formacion hepatica de triglicéridos, debido a esto se disminuy6 significativamente
Su exportacion a la sangre, confirmando el origen de la disminucién de los triglicéridos
plasmaticos. El hecho de que las concentraciones de triglicéridos en sangre e higado se
vieron afectadas por la cantidad de &cidos grasos disponibles para la sintesis hepatica de
triglicéridos y no por su exportacion a la sangre, indica que la suplementacion con
metionina, colina y fumarato de L-carnitina en cualquiera de sus combinaciones no
afectaron la formacion de moléculas transportadoras de triglicéridos desde el higado a la

sangre.

El aumento en las concentraciones plasmaticas de B-hidroxibutirato en los tratamientos
que recibieron dosis altas de colina y/o carnitina (T2, T3, y T4) es un indicador del
incremento de la oxidacion de acidos grasos bajo condiciones de baja disponibilidad de
carbohidratos no estructurales (Erfle et al, 1971). Este comportamiento ya fue
documentado en el experimento 1. En el experimento 2 solo se observé una tendencia al

incremento en las concentraciones de [B-Hidroxibutirato (BHB) en los tratamientos
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suplementados con fumarato de L-carnitina. Como ya se menciond previamente, las
diferencias entre experimentos respecto a la concentracion de BHB obedecen a
diferencias en la disponibilidad de carbohidratos no estructurales. El incremento en las
concentraciones de B-hidroxibutirato en animales suplementados con colina o carnitina
fue descrito por otros autores como un indicador de aumento en la oxidacién de acidos
grasos debido a una mayor disponibilidad de carnitina (Carlson et al, 2007a); a un
incremento en su sintesis y conservacion (Daily y Sacham, 1995), y aun aumento en la
captacion de AGNES y de carnitina por el higado de los animales suplementados con
colina (Goselink et al, 2003).

Se concluye que la disminucion en las concentraciones plasméticas de triglicéridos y el
aumento en las concentraciones plasmaticas de B-hidroxibutirato (véase tabla 19) en los
tratamientos T2, T3 y T4 fue debido a un incremento en la oxidacion de acidos grasos por
el higado, lo que coincide con una tendencia (p=0.1) a la disminucién en la concentracion
de &cidos grasos libres en higado en los tratamientos T3 y T4. Este incremento en la
oxidacion de &cidos grasos originé una tendencia (p=0.077) a la disminucién en las

concentraciones de triglicéridos hepaticos en estos tratamientos (véase tabla 21).

La concentracion de triglicéridos hepaticos (véase tabla 21 y tabla 22) estuvo acorde con
lo reportado por otros autores (Kalaitzakis et al 2007, Starke et al 2010, Gross et al 2013)
y en un rango de clasificacion bajo. Los bajos valores de triglicéridos hepaticos se
corresponden con la demanda metabdlica a la que estuvieron sometidos los animales,
pues mientras que en la presente investigacion se encontraron valores de AGNES entre
0.105y 0.23 mM a lo largo de los periodos de muestreo (véase tabla 20), Kalaitzakis et al
(2007) reportaron que los valores de AGNES tuvieron una alta correlacion (0.616, p<0.05)
con el grado de infiltracién de triglicéridos hepaticos y solo observaron algun grado de
lipidosis con valores de AGNES superiores a 0.25 mM. Por su parte Gross et al (2013),
reportaron valores de AGNES de 0.23 y 0.78 mM para las semanas -1 preparto y +1
posparto respectivamente, que se correspondieron con cambios significativos en la
concentracion de triglicéridos hepaticos entre la semana -1preparto (25 mg/g) y la semana

+1 posparto (57 mg/g). Estos datos confirman los célculos de Gonzalez y Koenekan
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(2006) que indican que concentraciones de AGNES superiores a 0.5mM ocasionan una
captacion de AGNES por el tejido hepatico superior a su oxidacion, lo que induce un
desbalance en favor de su esterificacién y su acumulacién. Como se anot6 anteriormente
ese no es el caso de los animales utilizados en el experimento, pues como se observa en
la tabla 20, la concentracion de AGNES solo tomo valores maximos de 0.229 mM al
momento del parto, mientras que en los demas periodos de muestreo (-10 preparto, 10y
20 posparto) los valores de AGNES no presentaron variacion significativa (véase tabla
20), lo que se correspondié con variaciones poco significativas en los valores de
triglicéridos hepéaticos por periodos de muestreo (véase tabla 22). Sin embargo la
concentracion de triglicéridos hepaticos tendid (P=0.059) a ser mas alta al dia 270 de
gestacion, debido probablemente a una mayor sintesis hepatica de triglicéridos, pues
como se observa en la tabla 18, el balance nutricional fue significativamente més alto
durante este periodo. Es de resaltar que en los experimentos 1 y 2 no se observd una
tendencia al aumento en las concentraciones de triglicéridos hepaticos durante el periodo
preparto, lo que pudo deberse a un balance energético relativamente mas bajo en estos
experimentos, respecto al experimento 1, durante este periodo. Mientras que en el
experimento 3 el balance de energia neta de lactancia fue de 6.61 Mcal/dia, para el

experimento 1y 2 fue de 2.83 y 4.64 Mcal/dia respectivamente.

Cooke et al (2007), encontraron que la suplementacion con 15 g/d de colina protegida de
la degradacion ruminal (60g/d Reashure®) fue efectiva para prevenir la lipidosis inducida
por restriccion alimenticia. Por su parte Zon et al (2011) encontraron que la
suplementacion con 14.4 g/d de colina protegida de la degradacion ruminal (60g/d
Reashure®) a vacas durante el periodo de transicion a la lactancia solo consiguio
disminuir la concentracién de TG hepaticos en la semana 1y 4 posparto, cuando las vacas
no suplementadas presentaron concentraciones de 75y 60 mg/g respectivamente, por el
contrario en la semana -3 preparto y 6 posparto cuando las vacas presentaron
concentraciones de 27 y 40 mg/g respectivamente, la suplementacion fue ineficaz. Estos
resultados ponen de manifiesto que la suplementacion con colina muestra ser efectiva en
condiciones de alto riesgo de lipidosis hepética, por el contario a bajas concentraciones

de triglicéridos hepaticos no existen limitantes para su exportacion y por lo tanto no se
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encuentra respuesta a la suplementacion. La baja respuesta en los indicadores de
exportacion lipidica desde el higado pudo ser debida a que con bajos niveles de
engrasamiento hepético, metionina y colina no son limitantes para la formacion de
moléculas transportadoras y por lo tanto su suplementacion no origind6 cambios en las

concentraciones hepaticas y plasmaticas de triglicéridos.

La complementacion con diferentes combinaciones de metionina, colina y fumarato de L-
carnitina aumento significativamente las concentraciones hepaticas de colina acorde con
las dosis utilizadas (véase tabla 21). Los valores encontrados (entre 1.52 y 2.20 mg/qg)
son relativamente bajos respecto a los reportados por Sato et al (2005), si se tiene en
cuenta que los valores reportados por éstos (entre 2.2 y 2.5 mg/g) corresponden a
animales no suplementados con colina. Las diferencias con estos autores puede deberse
a un mayor aporte de proteina metabolizable y colina derivadas de una racion totalmente
mezclada. Respecto al experimento 1, en donde solo se complementd con metionina y
colina, y no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones hepéticas de
colina, se puede concluir que la complementacion adicional con carnitina aumento
significativamente las concentraciones hepaticas de colina. Esto puede tener su
explicacion en la participacion de metionina, y colina como donantes principales de grupos
metilos (Emmanuel y Kennedy, 1984), y la importancia de estos en la sintesis de carnitina
(Daily y Sachan, 1995). Carter y Frenkel (1978), determinaron que en ratas con
deficiencia de colina, la suplementacion con otros donadores de metilo diferentes a colina
(betaina, metionina y sarcosina) fue ineficaz en restablecer las concentraciones tisulares
de carnitina; esto comprueba el papel principal de la colina en la sintesis de carnitina. De
este modo en la presente investigacion la suplementacion adicional con carnitina
disminuyd la utilizacion de colina en la sintesis de carnitina, con lo que se consiguié una

mayor concentracion de colina en higado.

Las concentraciones hepaticas de las diferentes formas de carnitina (véase tabla 21 y
tabla 22) fueron mas bajas que las reportadas por otros autores (Erfle et al 1973, LaCount
et al 1995, Carlson 2007a, Carlson et al 2007b). La suplementacion con las diferentes

combinaciones de metionina, colina y fumarato de L-carnitina no afecto las
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concentraciones hepaticas de las diferentes formas de L-carnitina (véase tabla 21). Los
autores revisados encontraron incrementos en la concentracion hepatica de carnitina libre
y no en las demas formas de carnitina en respuesta a la suplementacion con L-carnitina.
Carlson et al (2007a), consiguieron aumentar las concentraciones hepaticas de carnitina
cuando suministraron dosis superiores a 10g/dia de carnitina disponible para absorcion
intestinal, a dosis inferiores la carnitina no tuvo efecto sobre esta variable. Carlson et al
(2007b) previamente ya habian confirmado que la infusion abomasal de 20g/dia de
carnitina conseguia aumentar significativamente las concentraciones hepéticas de
carnitina. Las diferencias respecto a estos autores pueden deberse a la dosis de carnitina
disponible para su absorcidn intestinal, como ya se indic6 antes, en la presente
investigacioén, las dosis de carnitina estimadas para su absorcion intestinal fueron 5.8 y
11.6 g/dia para los tratamientos con dosis bajas (T1 y T3) y para los tratamientos con
dosis altas (T2 y T4) de carnitina respectivamente, estas dosis son mas bajas que las

reportadas por Carlson et al (2007a) y Carlson et al (2007b).

Como ya se mencion0 en el experimento 2, el aumento significativo de la captacion de
carnitina por el higado requiere de concentraciones plasmaticas relativamente altas de
carnitina, debido a la baja afinidad del transportador especifico para este tejido
(Christiansen y Bremer, 1976). De este modo las dosis utilizadas de carnitina no
consiguieron elevar su concentracion plasméatica como para conseguir una captacion
significativa por el tejido hepatico. Una constante en los tres experimentos desarrollados
fue la minima variacién en las concentraciones de carnitina en higado en respuesta a los
diferentes tratamientos. No se puede desconocer que a diferencia de los experimentos 1
y 2, el experimento 3 utilizé6 conjuntamente los tres factores lipotropicos, por lo que se
esperaba un incremento en las concentraciones hepaticas de carnitina, sin embargo esto
nunca se observd. Como ya se indicé previamente en el experimento 2, los modestos
incrementos en las concentraciones plasmaticas de carnitina originados por dosis bajas
de carnitina posiblemente aumentaron en mayor grado la captacion muscular, mas que la
hepatica, debido a la mayor afinidad del sistema de transporte especifico para el musculo
(Tamai et al, 1998). Otros autores han destacado el papel del higado mas como productor

gue como acumulador de carnitina. Carlson et al (2007b) concluyeron que la carnitina de
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sintesis enddgena puede ser utilizada por el musculo y ser secretada en la leche mas que
acumulada en el higado, por lo que el incremento de las concentraciones hepaticas

requiere de dosis suplementarias relativamente altas.

Es importante destacar que en el experimento 1, donde solo se suplementd con metionina
y/o colina se observaron incrementos en las concentraciones de [B-hidroxibutirato, al
parecer por un aumento en la sintesis de carnitina, sin embargo la suplementacion con
metionina y/o colina no consiguid aumentar significativamente las concentraciones
hepaticas de colina ni de carnitina (véase tabla 9). En el experimento 3, la
complementaciéon con los tres factores lipotrépicos (metionina, colina y carnitina) no
consiguié aumentar las concentraciones hepaticas de carnitina, pero si aumento
significativamente las de colina (véase tabla 21). Esta situacion indica que ante la
suplementacién con carnitina la utilizacion de colina para la sintesis de carnitina disminuy6
significativamente, con lo que se consiguié aumentar la disponibilidad hepéatica de colina;
pero también indica que la sintesis endégena de carnitina disminuye significativamente
con la suplementacién con carnitina. Esto sugiere un mecanismo de retroalimentacion
negativa en la sintesis de carnitina. En bovinos no existen reportes de los efectos de la
suplementacién con carnitina sobre su sintesis enddégena. En ratas, Rebouche (1983),
encontré que la suplementacion con carnitina redujo significativamente la biosintesis de
carnitina a partir de e-N-trimetil-L-lisina, este autor indico que la disminucién en la sintesis
de carnitina fue debida al efecto conjunto de la inhibicion de la actividad de la y-
butirobetaina hidroxilasa, y a la inhibicion del transporte hepatico de y-butirobetaina (un
precursor de carnitina). Debido a esto es poco probable que la suplementacion conjunta
con los tres factores lipotropicos consiguiera aumentar significativamente las

concentraciones hepéaticas de carnitina.

8.3.2. Conclusion experimento 3. Efecto de la complementacion con diferentes
combinaciones de Metionina, Colinay Fumarato de L-Carnitina.

La suplementacion con una combinacion de carnitina y colina, en la que al menos una de
estas se ofrecio en dosis altas (30 gramos de colinay 11.6 gramos de carnitina absorbibles

en intestino) disminuyd la sintesis hepatica de triglicéridos, lo que se evidenci6 a través
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de una disminucion significativa en la concentracién plasmatica de triglicéridos y en una
fuerte tendencia a la disminucion en las concentraciones de triglicéridos y de acidos
grasos libres en higado. El aumento significativo de las concentraciones plasmaticas de
B-hidroxibutirato indica un incremento significativo en la oxidacién de acidos grasos, que
resto acidos grasos para la formacion hepatica de triglicéridos, siendo este el mecanismo
responsable de los cambios observados. La suplementacion con metionina, colina y
fumarato de L-carnitina en cualquiera de sus combinaciones no afectaron el mecanismo
de transporte de triglicéridos desde el higado a la sangre, debido a que a bajas
concentraciones de triglicéridos hepaticos este mecanismo no es limitante. La
complementacion con los tres factores lipotrépicos (metionina, colina y carnitina) aumento
significativamente las concentraciones hepéticas de colina, pero no asi las de carnitina,
indicando que se presentd una disminucion significativa en la utilizacion de colina en la
sintesis de carnitina, debido a una disminucién en la sintesis enddégena de carnitina en

respuesta a la suplementacién con carnitina.

Bajo las condiciones en que se desarrolld la investigacion la complementacién con
metionina, colina o carnitina no tuvo beneficios importantes como para implementar su

utilizacién en vacas lecheras durante el periodo de transicion a la lactancia.
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9. Conclusién General

Bajo concentraciones relativamente bajas de AGNES vy triglicéridos hepaticos, la
metionina y colina no son nutrientes limitantes para la exportacion de triglicéridos desde
el higado a la sangre, por consiguiente bajo esta condicibn no se observa lipidosis
hepatica y como consecuencia la suplementacion con metionina y/o colina no ocasiona
efectos significativos sobre las concentraciones hepaticas de triglicéridos. La
suplementacion con colina y/o metionina no consiguié aumentar significativamente las
concentraciones hepaticas de colina, debido a la utilizacion de colina para la sintesis de
otros compuestos, entre ellos carnitina. Se evidencié un aumento significativo en los
indicadores de oxidacion de acidos grasos en respuesta a la suplementacion con colina,
debido posiblemente al efecto conjunto de un aumento en la sintesis de carnitina y a un
mecanismo ahorrador de carnitina inducido por colina, descritos previamente en otras
especies, sin embargo la informacién al respecto generada en bovinos es bastante
limitada. AUn a bajas concentraciones de AGNES y de triglicéridos hepaticos la
suplementacion con dosis adecuadas de carnitina consiguio disminuir significativamente
la concentracion de triglicéridos hepaticos. El mecanismo de disminucion de triglicéridos
hepaticos en respuesta a la mayor disponibilidad de carnitina fue debido posiblemente al
aumento de la oxidacion de acidos grasos. Las dosis de carnitina disponibles para su
absorcién intestinal no consiguieron aumentar significativamente las concentraciones
hepaticas de carnitina, esto debido a la baja afinidad del sistema hepético de captacién
de carnitina en relacion a los demas tejidos. La complementacién con los tres factores
lipotrépicos (metionina, colina y carnitina) aumento significativamente las concentraciones
hepaticas de colina, pero no asi las de carnitina, indicando que se present6 una
disminucion significativa en la utilizacion de colina en la sintesis de carnitina, debido a una
disminucién en la sintesis enddgena de carnitina en respuesta a la suplementacién con

carnitina.

Bajo las condiciones en que se desarrolld la investigacion la complementacion con
metionina, colina o carnitina no tuvo beneficios importantes como para implementar su

utilizacién en vacas lecheras durante el periodo de transicion a la lactancia.
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10. Anexos. Medias por periodo de muestreo para cada tratamiento en
los tres experimentos.

10.1. Experimento 1. Efecto del nivel de complementacion con Metionina y Colina

10.1.1. Variables Plasmaticas

Variable Tratamiento 10 10 20
Preparto Parto Posparto Posparto
Triglicéridos TO 52,4521 29,167 24,8014 27,1828
(mg/100ml) T1 47,557 28,241 26,6536 29,4319
T2 43,852 29,035 25,8598 25,9921
T3 39,089 38,163 28,2412 31,1518
AGNES TO 0,1103 0,2485 0,15818 0,10663
(mm/l) T1 0,0858 0,1808 0,17942 0,08844
T2 0,1341 0,2604 0,17013 0,16649
T3 0,1366 0,2250 0,20284 0,16926
BHB TO 0,6660 0,5375 0,77735 0,74844
(mm/I) T1 0,6224 0,7123 0,90346 1,28525
T2 0,8023 0,9034 1,4205 1,52852
T3 0,7011 0,7303 0,9529 1,27438




10.1.2. Variables Hepéticas y Balance Nutricional

Variable Tratamiento 10 10 20

Preparto Posparto Posparto

Triglicéridos TO 36.0276 37.6338 43.7313
(mg/g higado T1 49.8036 51.5684 40.5343
fresco) T2 36.8180 38.7806 37.8014

T3 31.2850 40.1732 34.3019

Carnitina TO 81.1542 64.5453 91.3729
Libre T1 38.9488 68.4565 95.6334
(nmol/g higado T2 77.3540 91.6112 57.4226
fresco) T3 63.8326 72.5500 70.0307
Carnitina TO 122.73 132.94 117.39
Total T1 98.6789 108.41 122.18
(nmol/g higado T2 94.1661 139.43 132.82
fresco) T3 104.06 145.20 115.52
Acil- TO 46.2541 53.1332 34.9581
Carnitina T1 121.22 51.8033 44,7413
(nmol/g higado T2 20.6391 35.5817 75.5211
fresco) T3 35.8907 50.2441 47.0340
Colina TO 1.4014 1.6837 1.4906
(mg/g higado T1 1.2498 1.3793 1.2941
fresco) T2 1.7968 1.6261 1.5690

T3 1.5032 1.5551 1.4084

BaENL (Mcal/d) TO 4.9221 -2.7308 -4.8554
T1 -0.07452 -6.6756 -5.6075

T2 2.3798 -6.1082 -3.6403

T3 4.1021 -8.4290 -2.6570

BaPDR (g/d) TO 98.3407 13.4084 -1.7560
T1 75.8600 -0.1039 -1.2715
T2 85.7313 0.3154 -13.7804

T3 84.2872 -13.5196 -7.2897
BaPM (g/d) TO 363.09 -63.5947 -63.9745
T1 128.09 -305.06 -219.75
T2 235.06 -142.60 -35.9756

T3 279.32 -343.86 -7.1112

89
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10.2. Experimento 2. Efecto del nivel de complementacion con Fumarato de L-Carnitina

10.2.1. Variables Plasmaticas

Variable Tratamiento 10 Parto 10 20
Preparto Posparto Posparto
AGNES TO 0,10347 0,24522 0,14852 0,10089
(mm/l) T1 0,11036 0,31838 0,12786 0,11524
T2 0,11897 0,23747 0,10295 0,09515
T0 0,67386 0,54018 0,76144 0,74455
(zt'n% T1 0,72891 0,90977 1,01986 0,95695
T2 0,67386 0,65814 0,88618 1,10027

10.2.2. Variables Hepéticas y Balance nutricional

Variable Tratamiento 10 10 20

Preparto Posparto Posparto

Triglicéridos TO 35.1679 35.1236 42,5117
(mg/g higado T1 4755 37.28 39.6533
fresco) T2 30.0558 27.0083 25.7895
Carnitina Libre TO 79.9674 72.4723 92.6572
(nmol/g higado T1 148.69 52.2164 77.4547
fresco) T2 79.9388 92.9092 72.5953
Carnitina Total TO 120.37 145.28 109.81
(nmol/g higado T1 184.27 81.2341 69.078
fresco) T2 80.5254 118.2 125.22
Acil-Carnitina TO 43.7108 56.5269 38.6108
(nmol/g higado T1 37.3691 17.1203 16.5676
fresco) T2 12.3673 34.5845 48.8576
BaENL (Mcal/d) TO 45575 -3.0785 -5.4796
T1 4.1995 -4.0035 -2.1417

T2 5.1594 -5.4239 -3.9097

BaPDR (g/d) TO 96.5445 11.1294 -4.8376
T1 95.0959 -15.4468 -24.0246

T2 88.8727 -2.6508 -1.0442

BaPM (g/d) TO 349.07 -89.3942 -83.4274
T1 309.50 -147.47 -47.1292

T2 346.26 -337.67 -184.56




10.3. Experimento 3. Efecto del nivel de complementacion con combinaciones de
Metionina-Colina y Fumarato de L-Carnitina

10.3.1. Variables Plasméticas

Variable Tratamiento 10 Parto 10 20
Preparto Posparto Posparto
[rigliceridos T0 48,377 29,48482 | 25,67458 | 26,46838
(mg/100ml) T1 51,170 22,17602 | 22,17602 27,8522
T2 33,835 18,49418 | 18,03396 | 20,18168
T3 38,897 18,34076 | 19,72146 | 18,34078
T4 38,284 20,79534 | 14,35212 20,3351
AGNES TO 0,11547 0,21750 0,16722 0,1074
(mm/I) T1 0,13046 0,24322 0,21918 0,1371
T2 0,0872 0,20956 0,14192 0,1056
T3 0,10752 0,26872 0,15856 0,126
T4 0,0857 0,20402 0,12752 0,1286
BHB TO 0,6219 | 0,533897 | 0,843662 0,77594
(mm/) T1 0,7753 | 0,896716 | 1,061992 | 1,07206
T2 0,7753 | 0,896716 | 1,230487 1,29278
T3 0,8157 | 1,0054706 | 1,045084 1,17054
T4 0,7753 | 0,748348 | 1,087258 1,54092




10.3.2. Variables Hepéticas y Balance Nutricional.

Variable Tratamiento 10 Preparto 10 Posparto 20 Posparto
Triglicéridos TO 36.2078 36.2801 43,5074
(mg/g higado T1 53.6858 36.8078 40.3820

fresco) T2 49.7270 43.8397 53.3695
T3 42.7143 33.2043 30.1158
T4 44,6533 33.9025 34.7570
Carnitina TO 117.45 129.00 112.38
Total T1 122.35 126.98 89.6118
(nmol/g higado T2 145.83 102.27 97.7470
fresco) T3 149.38 84.0773 147.15
T4 113.55 116.90 180.01
Acil- TO 44.4641 54.9948 36.5501
Carnitina T1 29.0302 57.3755 11.6676
(nmol/g higado T2 35.8156 0.6974 17.5490
fresco) T3 29.0869 19.4000 39.1080
T4 54.4610 33.5945 53.32
Carnitina TO 76.0268 58.7650 86.4653
Libre T1 90.3186 67.2288 72.6299
(nmol/g higado T2 100.40 95.4053 76.8033
fresco) T3 112.03 66.8348 79.3082
T4 68.7714 81.2329 91.5549
Colina TO 1.4032 1.6664 1.4989
(mg/g higado T1 2.0764 1.9677 1.7190
fresco) T2 1.8945 1.9738 1.5312
T3 1.8682 2.0594 2.0139
T4 2.2332 2.2305 2.1309
AGL TO 0.3922 0.3678 0.4230
(mg/g higado T1 0.5037 0.3905 0.3227
fresco) T2 0.3347 0.5073 0.2989
T3 0.3045 0.2761 0.2076
T4 0.3398 0.2998 0.2400
BaENL TO 5.5694 -2.5751 -4.6484
(Mcal/d) T1 7.8119 -4.7708 -5.5676
T2 6.5581 -4.8541 -5.6061
T3 5.8997 -10.8381 -3.8442
T4 7.2175 -6.5272 -3.2225
BaPM (g/d) TO 413.67 -64.4952 -43.4340
T1 441.25 -299.98 -147.99
T2 406.88 -49.2510 -299.69
T3 390.97 -447.78 -95.1326
T4 476.40 -240.58 -103.20
BaPDR (g/d) TO 08.8811 12.7384 -2.2406
T1 89.6371 -16.3395 -12.0965
T2 89.8754 -9.1052 -11.5647
T3 83.0008 -12.8731 -24.6908
T4 99.5607 -1.6042 -13.0393
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