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1. INTRODUCCION

En 10 afios la produccion de leche de vaca en México crecié alrededor de 1,401 millones de
litros, pasando de 9,311 en el afio 2000 a 10,712 para ¢l 2010. Durante el afio 2011 la produccion
fue de 10,743 millones de litros; sin embargo, esta cantidad sélo abasteci6 al 68.72 % del
consumo total nacional; por lo que fue necesario importar 618,439 1oneladas de materias primas y
productos terminados (CANILEC, 2012; SIAP-SAGARPA, 2012). Para competir con el alza de
precios en el mercado de lacteos a nivel nacional e internacional, México requiere desarrollar
empresas lacteas con elevados niveles productivos; sin embargo, cuanto mas alto sea el potencial
productivo del hato, mayor serd el riesgo de provocar trastornos metab6licos en las vacas (Ospina
et al., 2010b; a).

La seleccién genética que ha venido realizando el hombre a través del tiempo para
aumentar la produccién de leche, ha incrementado la diferencia entre el gasto energético v la
disponibilidad de energia, especialmente durante la Jactancia temprana, ocasionando un aumento
en la tendencia fisiologica de la vaca para responder a las deficiencias energéticas con el
catabolismo y la utilizacién de sus tejidos corporales (Friggens ef al., 2007). Estas adaptaciones
metabolicas conllevan una alteracién de la relacién grasa: proteina en leche, debido a una
disminucién en la produccién de proteina ldctea a causa de una reduccién en el suministro de
energfa y un incremento en la produccién de grasa laclea, ocasionado por la mayor disponibilidad
de B-hidroxibutirato y A&cidos grasos libres, producidos por el catabolismo de los lipidos

corporales (Gantner et al., 2009; Buntichereit er al., 2010).

La elevacién del B-hidroxibutirato sanguineo durante la lactancia temprana genera cetosis
subclinica en las vacas; al respecto Duffield es al. (2009) estimaron una pérdida econémica de
USS$ 78 por vaca con cetosis subclinica incluyendo tratamiento, disminucién en la produccion
lactea: 1.4, 1.8, 3.2 y 4.2 kg de leche, al alcanzar una concentracién en suero de 1400, 1600, 1800
y 2000 puM de B-hidroxibutirato respectivamente, aumento del riesgo de desplazamiento de
abomaso y aumento en los dfas abiertos al retrasar la concepcién en dos semanas, por alteracién
del ciclo ovérico de los animales. Asimismo, indicaron que el 40 % de las vacas [echeras se ven

afectadas por la cetosis subclinica al menos una vez durante la lactancia.
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En la actualidad ha tomado relevancia para los médicos veterinarios zootecnistas, productores y
consultores de nutricién animal, la obtencidn de informacién relativa a la nutricién y el estado
metabdlico del hato sobre el diagnéstico de problemas especificos de cada animal, buscando la
creacién de herramientas que permitan monitorear la salud del hato, ayudando a estimar
patologias metabolicas y de produccion (van Saun, 2006). Por lo tanto, ¢l objetivo de la presente
investigacion fue evaluar a través de un estudio transversa) durante la lactancia temprana, si el B-
hidroxibultirato sanguineo se retaciona con la grasa y proteina de leche, de manera tal que permita
generar modelos discriminatorios para monitorear €l B-hidroxibutirato sanguineo y estimar la
presencia de cetosis subclinica no como una prueba de diagnéstico individual, sino como una

herramienta para el diagndstico del hato.
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[I. MARCO DE REFERENCIA
I1. 1. La produccién internacional de leche

En el afio 2011 la poblacion mundial fue de 7 mil millones de personas, registrdndose un
nacimjento de 210,000 personas/dia y se espera que para el afflo 2100 Ja poblacién mundial
presente un incremento del 30 %, llegando a 10 mil millones de personas (ONU-UNFPA, 2012).
Este incremento demogréafico se vera acompanado de un crecimiento econémico, que se traducira
en un aumento significativo en la demanda de productos l4cteos en los préximos aflos. Este
aumento en la demanda, sera significativamente mayor en los paises en desarrollo, donde se
espera que el incremento sea de un 103 % en comparacion con los paises desarrollados en donde

el incremento se espera de sélo 7 % (FAQ, 2012).

Durante los afios 2008 y 2009 el mercado mundial de leche y derivados [4cteos
experimento los efectos de la crisis econdmica intemacional y una relacién ajustada entre los
precios de l4cteos y los precios de los granos. La produccidén mundial de leche fluida para el afio
2010 alcanzé tas 512.7 millones de toneladas, cifra 1.5 % superior a lo alcanzado en el afo 2009;
sin embargo, sigue estando por debajo del crecimiento medio anual del 2.1 % experimentado por
el sector en la década pasada. Alrededor del 58 % del crecimiento de la produccidn mundial de

leche fluida se explica por Ja produccién adicional de China y la India (FIRA, 2011).

La produccién mundial de leche fluida es generada en un 66.8 % por la Unién Europea, la
India y Estados Unidos. Para el caso de la India, durante el afio 2010 [a ofera de leche crecid en
4.5 % al alcanzar 117 millones de toneladas. En este pais, en los ultimos afios se ha
implementado un programa de mejoramiento genético y capacitacion para los productores, con la
finalidad de mejorar los rendimientos del hato lechero. En la India predominan las razas criollas
con rendimientos anuales de 1.] toneladas por vaca, cifra por debajo del promedio mundial de 3.5
toneladas por vaca. Sin embargo, sus costos de produccién son relativamente méas bajos que los

observados en otros paises que alimentan al ganado a base de granos (FIRA, 201 1).
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Para el afio 2009 la produccién mundial llegd a 698.5 millones de toneladas equivalente leche y
para e] afio 2010 la produccién aumentd a 710 millones de toneladas equivalente leche, con un
consumo humano per capita mundial de 101.3 y 101.8 kg/aito respectivamente (Cuadro 1). Se
estim6 que para el afio 2011 la produccién mundial de leche debi6 alcanzar las 723.8 millones de
toneladas equivalente leche, es decir un incremento de 1.9 % respecto del afto 2010 (FIRA, 2011;
FAO, 2012).

Cuadro 1. Panorama del mercado mundial para la produccién de leche, periodo 2009-2011

(millones de toneladas equivalente leche)

Aflos Lo
2009 2010 2011 Variacién de
2010 a 2011
Millones de toneladas equiv. leche!" %
Balanza mundial
Produccidn total de leche 698.5 710.0 723.8 1.9
Comercio total 44.0 46.0 48.3 4.5
Indicadores de la oferta y la demanda
Consumo humano per capita:
Mundial (kg/afto) 1013 101.8 102.6 0.8
Paises desarrollados (kg/arno) 235.7 235.0 235.2 0.1
Pajses en desarrollo (kg/afio) 65.7 66.9 68.2 1.9

Fuente: (FAO, 2012).
" equivalente leche' es el promedso panderado, calculado sobre una base de grasa de leche y una base de solidos en
leche sin grasa. con factores de conversion equivalente a
1000 mL. * 11 8 % de sohidos torales para la leche entera.
1000 mL. * 8.5 % de solidos no grasos para la leche descremada.
1000 mL * 6 5 % de s6hdos de leche para el suero de teche

1000 mL. * 3 5 % de solidos de leche para }a crema.

vV V V V¥V

En el afio 2010 el inventario mundial se ubicé en 130.4 millones de vacas. La India
posey6 el 33.4 % de las vacas de ganado lechero global y mostré una clara tendencia a la alza, es
decir, entre los aftos 2005 y 2010 el inventario ganadero de la India creci a una tasa media anual
de 2.8 %. En tanto, la Unién Europea particip6 con el 18.1 % del hato lechero mundial. En el

caso de esta region las existencias de ganado lechero expresaron una tendencia a la baja. Entre los

MCA-UAM-X 12 ‘




afios 2005 y 2010 la tasa media anual de decremento fue de 1.4 %. Por su parte Estados Unidos
wvo el 7 % del hato lechero mundial en los afios 2005 y 2010 y su inventario ganadero ha

mostrado un crecimiento marginal de 0.1 % (FIRA, 2011: FAO, 2012).
I1. 2. El comercio de leche en el mundo

Dada la importancia de la leche en polvo como insumo para la industria, se sitia como referente
para los precios internacionales, los cuales comenzaron a mostrar una severa variacién: durante el
afio 2005 el precio fue de US$ 2,500 por tonelada, e] precio mids alto se logro en agosto del afo
2007 cuando se alcanzé los US$ 5,600 por tonelada (Figura 1), como resultado de la disminucién
significativa de la oferta, asociada al incremento en el precio de cereales secundarios y la dréastica
reduccion de existencias publicas en la Unidn Europea. Posteriormente, debido al aumento en fa
disponibilidad de productos lacieos en el mercado internacional, la crisis economica por Ja
revaluacion del délar en muchos paises, la contaminacidn con melamina de los suministros de
leche en China y al aumento en la produccién de Nueva Zelanda, se alcanzé en el arfio 2009 el
precio més bajo de US$ 1,900 (FIRA, 2011; FAOQ, 2012).

6.000 +
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c |
<] |
& 3.000 -
w)
D
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0 4+—— > — ¢ . Nt
EEEEE R E R
= = - =) = =
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Europa eese—Ocearsa Precw al 28 de octubre de 2011

Fuente: (FIRA, 2011, FAO, 2012).
Figura 1. Precios internacionales de leche en polvo, periodo 2005-2011 (d6lares por tonelada)
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El indice de la FAO para los precios de los productos l4cteos internacionales se fortalecié durante
el primer trimestre del afio 2011, la casefna. la leche desnatada en polvo (LDP) y la leche entera
en polvo (LEP) registraron aumentos del 9 % en todos los casos situdndose en US$ 8,672, US$

3,807 y USS$ 4,075 por tonelada, respectivamente (FAQ. 2012).

Durante los afios 2010 y 2011 las reservas de los principales paises exportadores que
definfan la demanda de los productos lacteos a nivel mundial, disminuyeron para satisfacer la
creciente demanda de importaciones por lo que la disponibilidad de suministros para el comercio
en el ailo 2012, depende cada vez més de los resultados de la producciéon. Como resultado, las
cotizaciones internacionales de los productos lacteos serdn particularmente sensibles a las
condictones climaticas imperantes durante el resto del ano, por sus consecuencias tanto para el
crecimiento de los pastizales como para la disponibilidad y ¢l precio de los forrajcs y cerealcs
secundarios. Ante este escenario, la estrategia de los principales paises produclores para
permanecer en forma competitiva en el mercado es el incremento de la productividad por unidad
animal y en algunos casos, la reduccién gradual del inventario ganadero (p. €j., Unién Europea y

Rusia) (FIRA, 2011).

En el caso de Jas exportaciones para leche en polvo, en el promedio entre los afios 2006-
2008 se exportaron 3,179 miles de toneladas a nive! global, de las cuales 1,953 miles de
toneladas correspondian a leche entera en polvo y 1,226 miles de toneladas a leche desnalada en
polvo (Cuadro 2). E] 83.9 % de las exportaciones las realizaron quince paises, Nueva Zelanda
participd con el 25.8 % del total de las exportaciones globales. Para finales del afjo 2007, los
mayores precios internacionales impulsaron Ja produccidn estadounidense, pero sobre todo
disminuyé el consumo de leche entera en polvo para alimentacién animal, con lo que Estados
Unidos aumenté de octubre del afio 2007 a febrero del afio 2008 sus exportaciones de Jeche
entera en polvo, generando un ajuste a la baja en el precio internacional (FAO-GIEWS, 2010;
FIRA, 2011).

Para el afo 2010 se exportaron 3,681 miles de toneladas de leche en polvo, de las cuales

2,082 miles de toneladas correspondian a leche entera en polvo (Cuadro 2) y 1,599 miles de

toneladas a leche desnatada en polvo (FAQ, 2012).
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Cuadro 2. Principales exportadores de leche entera y desnatada en polvo, perfodo 2006-2010

(miles de toneladas)

Aflos
2006-2008 2009 2010

Miles dc toneladas

Leche entera cn polvo'’

Mundo 1.953 2,019 2,082
Nueva Zelanda 701 860 885
Unién Europea 434 440 440
Australia 130 115 120
Argentina 17 159 187
Leche desnatada en polvo®

Mundo 1.226 1,476 1,599
Nueva Zelanda 310 35§ 380
Estados Unidos 300 358 376
Unidn Europea 203 378 428
Australia 142 132 136

Fuente: (FAQ, 2012).
" leche entera en potvo (LEP) contenido de materia grasa de la leche entre 26 y 42 %, contenido maximo de agua $
%, contenido minimo de proteinas 34 % (CODEX, 1999)
@ leche desnatada en polvo (LDP): contenido maximo de materia grasa de a leche 15 %, contenido maximo de

agua S %, contenido minimo de proteinas 34 % (CODEX, 1999)

Aunque la Uni6n Europea sigue siendo el segundo proveedor mundial de leche entera en
polvo a una gran distancia de Nueva Zetanda, sus suministros limitados pronosticaron el mismo
nivel de exportaciones para el afio 2011. En cambio, se pronostica que la mayor parte de la
ampliacion del comercio dependera del aumento de las entregas de Argentina y Nueva Zelanda.
También se prevé un aumento de las ventas de Bielorrusia, proveedor principal de la Federacion
de Rusia. Para el caso de las exportaciones mundiales de feche desnatada en polvo la Unién
Europea, Nueva Zelanda, y los Estados Unidos son los tres proveedores principales del mercado
(Cuadro 2). La demanda de importaciones sigue siendo firme en China, Indonesia, Malasia,

México y Filipinas, juntos representan el 50 % del comercio mundial (FAO, 2012).
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11. 3. La produccién nacional de leche

En 10 afos ta produccién de leche de vaca en México crecié alrededor de 1,401 millones de
litros, pasando de 9,311 millones de litros en el afto 2000 a 10,712 millones de litros para el aflo
2010 (Figura 2). Durante el afio 2009 la produccién fue de 10,592 millones de litros, la mayor
parte de esa produccién la aportaron 13 estados, mostrando superioridad Jalisco, el mayor
productor de leche en México (CANILEC, 2012; SIAP-SAGARPA, 2012).
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Fuente: (CANILEC, 2012)
* Avances enero 2012
Figura 2. Estadisticas de la produccién de leche de vaca en México, perlodo 2000-2012

(millones de litros)

De la produccién nacional total de leche de vaca cn el afo 2009, Jalisco produjo
1,919,567 miles de litros, con un coeficiente de agostadero de 8.50 hectareas/unidad animal/afo,
Coahuila 1,282,880 miles de litros, con un coeficiente de agostadero de 26.02 hectédreas/unidad
animal/afio, Durango 959,681 miles de litros, con un coeficienie de agostadero de 15.70
hectareas/unidad animal/ano y Chihuahua 919,772 miles de litros, con un coeficiente de

agostadero de 20.07 hectareas/unidad animal/atio; el resto de la produccién para ese afio se cubrié
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por los estados de Guanajuato, Veracruz, Estado de México, Hidalgo, Aguascalientes, Puebla,
Chiapas, Michoacén y Querétaro (CNOG, 2009).

En Jalisco. Coahuila, Durango y Chihuahua, dadas sus condiciones climaéticas, prevalecen
los sistemas productivos intensivos o especializados, con rendimientos promedio de 5000 litros
anuales con 15 a 17 litros por cabeza al dia, y un periodo de lactancia que fluctia entre 210 y 305
dias al afto. Al respecto, destaca por su importancia en la oferta nacional la region de la Comarca
Lagunera, Delicias en el estado de Chihuahua y Tijuana en Baja California, cuencas lecheras con
una elevada tecnificacion (CNOG, 2009; CANILEC, 2012).

En Guangjuato, Estado de México, Hidalgo, Aguascalientes, Puebla, Michoacin y
Querétaro con coeficientes de agostadero de 10.20, 9.33, 6.41, 11.56, 7.82, 7.00 y 13.49
hectdreas/unidad anjmal/afio respectivamente, prevalecen los sistemas productivos semi
intensivos o semi especializados, con rendimientos promedio de 2,500 litros anuales con 8 a 10
litros por cabeza al dia, y con un periodo de lactancia que fluctiia entre 210 y 3035 dias al ario. En
cuanto a Veracruz y Chiapas con coeficientes de agostadero de 1.81. 1.80 hectdreas/unidad
animal/afio respectivamente, predomina la ganaderia de doble propésito con rendimientos
promedio de 750 litros anuales con 4 a 5 litros por cabeza al dia (CNOG, 2009; CANILEC,
2012),

Los 10, 592,306 miles de litros de leche de vaca producidos en el afio 2009, representaron
un valor comercial de cerca de 50,004.285 millones de pesos, con un hato de aproximadamente 7
millones de cabezas de las cuales 2.2 millones son ganado lechero especializado,
fundamentalmente de la raza Holstein, que se encuentra principalmente en Jos sistemas de
produccién de leche intensivos o especializados, donde contribuye con poco mas de la mitad de
la produccién del pafs. El resto de los animales, se encuentra en sistemas de produccidon semi
intensivo y en los denominados de doble proposito (dedicados a [a produccién de leche y
animales para el abasto de came) predominaniemente en climas tropicales y subtropicales
{CNOG, 2009; FAO-GIEWS. 2010).
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Durante el afio 2011 la produccidn nacional fue de 10,743 millones de litros (Figura 2; Figura 3)
sin embargo, esta cantidad tan s6lo cubrié ¢l 68.72 % del consumo nacional, siendo insuficiente
para satisfacer la demanda total de la poblacion; por lo que fue necesario importar 618,439

toneladas de materias primas vy productos terminados (CANILEC, 2012; SIAP-SAGARPA,

2012).
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Figura 3. Produccién, importacion y consumo de leche, afo 201 [

Cuadro 3. Origen de las importaciones mexicanas de leche v productos lacteos, ato 2011

Pais Toneladas (t)

Porcentaje (%)

Estados Unidos 431.331 69.75
Nueva Zelanda 74,542 12.05
Chile 20,494 3.31
Uruguay 18,376 297
Irlanda 15,247 2.47
Argentina 11,824 1.91
Holanda 9.102 1.47
Alemania 7,698 1.24
Singapur 5,068 0.82
Francia 4,022 0.65
Otros 20,735 3.36
Total 618,439 100
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De las 618,439 toneladas de materias primas y productos terminados importados el 36.67 %
corresponde a leche en polvo, 3.83 % a preparaciones alimenticias, 11.89 % quesos y requesén,
11.53 % a sueros y lactosueros, 4.58 % a grasa butirica y solo el 6.16 % a leche fluida (Figura 3)
(CANILEC, 2012; SIAP-SAGARPA, 2012).

[I. 4. Desafios para el desarrollo competitivo del sector lechero mexicano

A diferencia del maiz blanco, los precios del mafz amarillo tienen una correlacién mayor a los
precios internacionales debido a que el mercado nacional de este cereal secundario es deficitario.
En este contexto, el precio promedio del maiz amarillo en México ha enfrentado presiones al alza
respondiendo a comportamienios inflacionarios en los mercados internacionales. El precio de este
cereal en el afio 2008 se ubicod alrededor de los US$ 188 por tonelada (Figura 4) como
consecuencia de la politica energética de Estados Unidos, para después cotizarse en los aitos 2010
y 2011 en US$ 146 y 147 por tonelada respectivamente, pronosticando un precio internacional

para el afo 2018 de USS 161 por toneclada (SAGARPA-SFA, 2012).
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Fuente: (SAGARPA-SFA, 2012)
Figura 4. Comportamiento y pronéstico del precio (sorgo y maiz amarillo), periodo 2006-2018
(US$ por tonelada)
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El sorgo tiene un menor valor nutricional que el maiz amarilio; sin embargo, su menor precio en
¢! mercado nacional y las importaciones de sorgo de alta calidad lo han convertido en un sustitto
atraclivo del maiz amarillo. Adicionalmente, este cereal secundario tiene una mayor tolerancia a
las sequias que el maiz, por lo que presenta una ventaja comparativa natural en la produccién. En
Estados Unidos el precio de este cereal en el ao 2008 se ubicé alrededor de los US$ 180 (Figura
4) por tonelada, para después cotizarse en los afios 2010 v 2011 en US$ 127 y 129 por tonelada
respectivamente. Esla tendencia ubic al precio del sorgo en México en $ 1,991 v § 1,850 por
tonelada durante los afios 2010 y 20! 1 respectivamente pronosticando un precio internacional
para el afio 2018 de US$ 150 por tonelada (SAGARPA-SFA, 2012).

Por otra parte, ¢f Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) que tuvo en
el aito 2008 la apertura total de maiz y frijol, en ¢l afto 2010 tuvo otra apertura mediante un
acuerdo bilateral por ¢l que se da a conocer ¢l contingente arancelario para importar exenta de
arancel, leche en polvo entre México y Estados Unidos. Como consecuencia, al quedar libre la
importacién de cualquier medida de proteccion como aranceles o cupos, las importaciones de

leche desnatada y entera en polvo originarias de Estados Unidos se incrementaron (Cuadro 4).

Cuadro 4. Importaciones de Jeche en polvo provenientes de Estados Unidos, perfodo 2010-201]

(toneltadas)
2010 2011 Variacién %
Leche fluida 42,148 38,104 -9.60™
Leche desnatada en polvo 158,066 196,250 24.16
Leche entera en polvo 14,851 30,529 105.57
Preparaciones alimenticias 16,482 23.683 43.69
Sueros y lactosueros 75,216 71,303 -5.200
Quesos y requeson 81,362 73,560 -9.59
Leche e¢vaporada 6.455 10.961 69.81
Leche condensada 14.725 15,260 3.63
Sub Total 409.306 459.649 12.30
Otras importaciones 156,604 158,789 1.40
Total 365910 618.439 9.28

@ ¢) signo negativo en el porcentaje de variacion indica que disminuyeron las importaciones

Fuente: (CANILEC, 2012).
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En el afio 2011 las importaciones alcanzaron las 196,250 toneladas de leche desnatada en polvo,
equivalente a una variacién de 24.16 % con respecto al afio 2010 (Cuadro 4) y de 30,529
toneladas de leche entera en polvo para el afto 2011, equivalente a una variacion de 105.57 % con
respecto al aito 2010 (CANILEC, 2012).

Debido al encarecimiento de los insumos, las fuertes importaciones de leche en polvo y la
falta de una legislacion que especifique al consumidor qué tipo de producto estd comprando, se
ocasiond la quiebra de cerca de 30 mil ganaderos durante el aito 2009; los principales estados
donde se ha registrado ¢l mayor nimero de quiebras fucron Jalisco, Zacatecas, Aguascalientes,
Hidalgo, Chihuahua, Michoacédn, Querétaro y Guanajuato. Cerca del 40 % de las vacas de ganado
lechero pertenecientes a los productores desaparecidos se dirigieron a los rastros con un precio de
8 mil pesos por cabeza, a pesar de que tenfan buena productividad, segdn [os reportes del Frente
Nacional de Productores y Consumidores de Leche (MILENIO, 2010). Al respecto en el afo
2010 LLICONSA reportd que construy6é y/o rehabilitd 45 centros de acopio y enfriamiento de
leche fresca, con capacidad para manejar 975,300 litros de leche diarios (Figura 3). Los centros

de acopio se localizaron en once entidades federativas atendiendo a las demandas de poco més de

10 mil pequentos y medianos ganaderos (LICONSA, 2010).
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Figura 5. Ubicacjon de los centros de acopio y enfriamiento de leche fresca de LICONSA ano
2010
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Hasta el inicio de la presente década précticamente 10da la Jeche que la empresa utilizaba como

materia prima provenia de la importacién. En el afio 2001 LICONSA adquirfa 120.9 miles de

toneladas de leche en polvo (Figura 6) para descender hasta 36.0 miles de toneladas en el afio
2010 (LICONSA, 2010).
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Figura 6. Evolucién de 1a compra en el mercado intemacional de LICONSA, perfodo 2001-2010

(miles de toneladas)

Para el afio 2002 se inici6 un programa de adquisicion de leche producida en el pais y en

ese afio LICONSA adquirié 95.7 millones de litros de leche nacional, en el afio 2008 compr6

609.5 millones de litros de leche nacional y para el aifo 2010 adquirié 640.0 millones de litros de

leche producida en el pais (Figura 7), asimismo durante el afio 2010 compré 36.0 miles de

toneladas de leche en polvo importada, que equivalen al 29.7 % de la leche adquirida en el afio
200t (LICONSA, 2010).
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Figura 7. Evolucién de la compra en el mercado nacional de LICONSA, periodo 2001-2010

(millones de litros)
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La leche en poivo que se importd en el afio 2001 (120.9 miles de toneladas) significéd el 97.3 %
del total de l4cteo que LLICONSA distribuy6 a sus 3 millones de familias beneficiadas, en tanto
que para la leche en polvo que se importd en el ato 2009 (58.5 miles de toneladas), esta
proporcién se redujo drasticamente al signiticar tan sélo el 33 % del total de lacteo que
LICONSA distribuy6 a sus ahora 6 millones 68 mil beneficiados (principalmente nifios de hasta
12 afios) a través de su programa de abasto social a un precio de 4 pesos el litro (LICONSA,
2010).

Sin embargo, la situacién del sector nacional lechero se sigue agravando aun mas, por la
preferencia de los industriales hacia la leche en polvo que viene subsidiada de Estados Unidos
debido a que les cuesta alrededor de 3 pesos por kilogramo y por la leche fresca nacional pagan
entre 4.20 y 4.50 pesos por litro; no obstante, que ellos como industriales vendan la leche al
consumidor de entre 10.50 y 12.50 pesos (Figura 8) (CNOG, 2009; FIRA, 2011).
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Figura 8. Comparativo de precios promedio al consumidor y al productor de Jeche fluida,
periodo 2009

Como respuesta a estos acontecimientos durante el afo 2010 se dio a conocer una
disposicién de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA) que exige a los importadores de leche fluida a partir del primero de octubre del afio
2010, una certiftcacion firmada por un médico veterinario autorizado; por Jo tanto, este alimento
tiene que esperar en la frontera 6 dias para ser introducido a México debido a que la

documentacién que se requiere se tramita en Austin, Texas, poniendo en jaque a los
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introductores, ya que ¢l producto caduca a los 15 dias y solamente se tendrdn 9 para

comercializarse y consumirse {SAGARPA-SFA. 2012).

Debido a que la produccién nacional es insuficiente para satisfacer la demanda total de la
poblacion, México requiere desarrollar empresas lacteas con elevados niveles productivos; sin
embargo, cuanto mas alto sea el potencial productivo del hato, mayor sera el riesgo de provocar
(rastornos metabolicos en las vacas (Ospina ef a/., 2010b: a). Por lo que la creacion de modelos
de simplificacién biolégica que permitan monitorear la salud del hato es imprescindible (van
Saun, 2006).

111. MARCO TEORICO
IIL. 1. La gluconeogénesis hepatica

Los carbohidratos més abundantes en las raciones para rumiantes son polisacaridos como
celulosa, hemicelulosa, pectinas, fructanas y almidones. Con base en materia seca (MS), la
celulosa puede alcanzar de 20 a 30 % de los carbohidratos, la hemicelulosa de 14 a 17 % y las
pectinas hasta 10 %. Son pocos los productos vegetales que tienen cantidades considerables de
disacéridos como la sacarosa (p. ¢j., la cafa de azicar) y menos aun los que contienen
monosacaridos como la glucosa (Hristov ef al., 2005; Dann er al., 2006; Gozho y Mutsvangwa,

2008; Duffield et al., 2009).

De la glucosa que aporta la dieta, el 20 % se utiliza de manera directa y el 80 % es
fermentada por bacterias ruminales y transformada en 4cidos grasos voldtiles de cadena
carbonada corta (AGV): acido acético (con dos carbonos), 4cido propiénico (con 3 carbonos) y
4cido butirico (con 4 carbonos). Estos 4cidos son absorbidos a través de la pared ruminal por
medio de difusién simple, mediante un intercambio con el bicarbonato sanguineo; posteriormente
son llevados en la sangre portal hasta el higado, sin que haya entrada de dichos 4cidos al sistema
linfatico. Sin embargo, en el higado el 4dcido propidnico es el Unico que puede intervenir en la
gluconeogénesis (Hristov er al., 2003; Gonzalez y Koenekamp, 2006; Walsh ef al., 2007; Gozho
y Mutsvangwa, 2008; Duffield e/ al.. 2009).
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El higado es ¢l érgano responsable de satisfacer las necesidades metabdlicas de todos los tejidos
corporales v responder ajustandose a cada una de ellas, por lo que reacciona produciendo una
serie de adaptaciones, con la finalidad de abastecer la demanda de glucosa (Dann ef al., 2005;
Goff, 2006; Krall, 2006; Garcia y Montiel, 2011). Durante el periodo de transicion (2! dias
previos y 21 dias posteriores al parto), la capacidad del higado para utilizar dcido propidnico en el
proceso de pluconeogénesis, esta reducida, a causa del balance energético negativo (BEN) en el
que se encuentran las vacas y su consumo de energia nera de lactacion (ENL) corregida por grasa,
por lo que este 6rgano utiliza vias alternas con sustratos gluconeogénicos endoégenos, como
Jactato, lipidos y proteinas (Bauman er al., 2006; Dann er al., 2006; Correa y Carulla, 2009;
Duffield ef al., 2009).

I11. 1. 1. La desaminacién oxidativa de aminoacidos

La méxima contribucién en la gluconeogénesis ha sido estimada de 70 % para acido propiénico,
10 % para aminoacidos, alrededor de 15 % para laciato y sélo 5 % para glicerol. La hidrélisis de
la proteina requiere que los aminodcidos resultantes de la digestion proteica, sean desaminados o
transaminados (eliminacién o intercambio de grupos NH;). Los aminoacidos que se transforman
en carbohidratos se llaman glucogénicos (p. ¢j.. alanina y glutamina que contribuyen entre ¢! 40 y
60 % del potencial glucogénico) (Figura 9) (Hristov e al., 2005; LeBlanc er al., 2006; Walsh er
al., 2007; Gozho y Mutsvangwa, 2008; Duffield e al., 2009).

Los aminodcidos hacen una contribucién importante a la gluconcogénesis en rumiantes,
excepto la lisina y 1a leucina, los cuales forman acetil-coenzima A (CoA) y son completamente
cetogénicos (Hristov et al., 2005; Bauman er al.. 2006; Dann ef al., 2006; Correa y Carulla, 2009;
Duffield er al., 2009).

Como resultado de fa desaminacion que se efectia en las células hepéaticas también se
forma amoniaco (NH,), por lo que este proceso contribuye a la formacion de urea. El muasculo
esquelético es el principal abastecedor de aminodcidos para su desaminacidén oxidativa en la
gluconeogénesis durante los primeros dfas del posparto temprano, y existen dos vias principales

en el higado de los mamliferos para destoxificar el amonio producto de dicha oxidacion, la
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ureagénesis y la sintesis de glutamina (Hristov er al., 2005; Gonzélez y Koenekamp, 2006; Walsh
et al., 2007; Gozho y Mutsvangwa, 2008; Duftield er al., 2009).

{ Amdnodcidos cetogénicos Anunoactdns ghicogenicos
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Fuente: Elaboracién propia a partir de (Hnistov ef al., 2005; LeBlanc es al., 2006. Walsh er al., 2007, Gozho y
Mutsvangwa, 2008; Duffield es al., 2009)
Figura 9. Relacion entre aminoécidos y carbohidratos

La concentracion de amonio en e} suero se mantiene entre los 30 y 80 pM en rumiantes.
Cuando el amonio plasmético excede los 470 pMf ocurre la toxicidad clinica aguda llamada
hiperamonemia, también asociada a la falta de carbohidratos solubles en la dieta o con una
alimentacion etevada en nitrégeno no proteico (urea) o con un exceso de proteina degradable en
rumen (Hristov et al, 2005; LeBlanc et al, 2006: Walsh er al., 2007; Gozho y Mutsvangwa,
2008; Duffield et al., 2009).

La acumulacién de triacilgliceroles (TAG) (Figura 10) en el citosol hepatico de bovinos

produce higado graso: el contenido de estos triacilgliceroles en el hepatocito comienza a

aumentar entre los 21 a 25 dias preparto de un 5 a 6 % del peso del higado, normalizdndose entre

MCA-UAM-X 2 ‘




los 40 a 45 dfas posparto. El pico maximo de infiltracién hepética ocurre entre los 4 a 6 dias
preparto y se extiende hasta los 6 a 12 dias posparto, con hasta un 25 % del peso del higado.
disminuyendo la capacidad de destoxificar amonio por urea. La inhibicién de la sintesis de urea,
produce una alcalosis en vacas preparto al bloquear la via de remocién del bicarbonato y de
reduccién del pH sanguineo, alcanzando inclusive una disminucién en la movilizacion del calcio
desde el hueso (Hristov ef al., 2005; Gonzélez y Koenckamp, 2006; Walsh et al., 2007; Correa y
Carulla, 2009).

Glicerol Acidos graisus Triacligliceroles
f 1T 1 T 1
o o)
Hy=C=0H  OH=C -R1 Hy=C=0- & = R1
1 o] 1 o]
H-C-0H * o-&-r2 — > H-C-0-C-r2
\ o <« 1 0
Hy=-C-0H  OH-& -R3 H=C-0-C -R3

Fuente: (Lehninger et al., 2009)
Figura 10. Triacilgliceroles: tres moléculas de 4cidos grasos de igual o diferente tamaio de

cadena, grado de saturacién/instauracién ¢ isomeria, esterificados con una molécula de glicerol
II1. 1. 2. La oxidacién y la B-oxidacién de lipidos

El higado ademas de ser ¢l 6rgano encargado de responder a las necesidades metabélicas de todos
los tejidos corporales, también requiere de oxidar fuentes primarias de carbono en términos de su
propio aporte de energia como acidos grasos no esterificados (AGNE) también llamados acidos
grasos libres (AGL), y metabolizar acetil-coenzima A producida por los acidos acético y butirico,
asl como por la desaminacién de amino4cidos cetogénicos (Bobe er al., 2004; Sénchez, 2006;
Walsh er al., 2007; Correa y Carulla, 2009; Duffield es al., 2009).

Los triacilgliceroles almacenados en ¢l tejido adiposo durante la etapa de transicion,
experimentan una marcada lipdlisis para compensar la elevada demanda energética, produciendo
10 % de glicerol y 90 % de écidos grasos no esterificados, con su grupo carboxilo libre. Estos
acidos grasos pasan al torrente sangufneo unidos de una forma no covalente a una proteina
portadora, la albumina sérica y s6lo una pequena porcidn esta disponible como fuente de energia
para los tejidos corporales (Bobe et al.. 2004: Gonzalez y Koenekamp, 2006; Sanchez, 2006:
Walsh er al., 2007; Correa y Carulla, 2009; Martinez e/ al., 2010).
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La mayor cantidad de los 4cidos grasos no esterificados llegan al higado donde pueden seguir dos
rutas metabélicas: 1) B-oxidacién mitocondrial con la formacién de acetil-coenzima A (Sénchez,
2006; Walsh es al., 2007) y 2) sintesis de novo a triacilgliceroles mediante el restablecimiento del
enlace éster, facilitado por enzimas intrahepédticas como Fosfatidato fosfohidrolasa y
Diacilglicero!l aciltransferasa en el complejo triacilglicerol sintetasa ligado a una membrana del

reticulo endoplasmico hepatico (Correa y Carulla, 2009).

A su vez los triacilgliceroles sintetizados de novo pueden seguir dos rutas metabodlicas
nuevamente: 1) oxidacién microsomal y participar en la formacién de aminoédcidos que
sucesivamente se integran en lipoproteinas muy baja densidad. En este proceso no se forma ATP
(adenosintrifosfato) si no que la energia se disipa como calor (Bobe er al., 2004; Sanchez, 2006)
y 2) almacenamiento en el citosol hepdtico, debido a que et higado de los rumiantes presenta una
baja capacidad para formar y exportar lipoproteinas de muy baja densidad ricas en
triacilgliceroles, formando higado graso cuando este érgano presenta mas del 20 % de su

estructura como grasa (Walsh ef al., 2007; Correa y Carulla, 2009) (Figura 11).

10 % de glicero}

Fasfato de tricsa

Oxidacion Acido fosfoglicérico

I'rigliceridos re-sintetizados
Acido pimvico

Mitocondrin

Microsoma o Peroxisama

Lipoproteinas [
de muy baja [ [
dmflfiﬂd | (Sin oxalacetato) J | (Con axalacetato) J—‘
v
| Leche l | Cuerpos cetonices |

Fuente: Elaboracion propa a partir de (Bobe ef ol., 2004, Dann y Drackley, 2005; Gonzalez y Koenekamp, 2006,
Walsh et al., 2007, Correa y Carulla, 2009).
Figura 1. Metabolismo hepatico de Jos lipidos

MCA-UAM-X 28 MY




En rumiantes, cuando las reservas hepdticas de gluc6geno disminuyen, la concentracién de
malonil-CoA decae y su efecto sobre la enzima carnitina palmitoiltransferasa  desciende,
induciendo un transporte de acidos grasos no esterificados hacia el intertor de la mitocondria
hepética; una vez que los 4cidos grasos se encuentra en la matriz mitocondrial, la camitina
palmitoilransferasa se libera y ésta regresa al citoplasma (Bobe et al., 2004; Dann y Drackley,
2005; Sanchez, 2006; Walsh er al., 2007; Duffield er al., 2009).

El segundo paso en el proceso de oxidacién mitocondrial de los &cidos grasos no
esterificados, consiste en una serie de sucesivas B-oxidaciones que conducen a la formacion de
acetil-coenzima A, la que requiere de combinarse con el oxalacetato para su ingreso al ciclo de
Krebs donde los sucesivos metabolitos sufren oxidaciones con la formacién de NADH + H’. El
transporte electrénico exergénico a través de los sistemas enzimaticos en Ja membrana interna
mitocondrial, se acopla al proceso endergénico de la sintesis de ATP (Dann y Drackley, 2003,

Dann et al., 2005; Gonzélez y Koenckamp, 2006; Martinez et al., 2010).

Si esta oxidacion es completa en el ciclo de Krebs, se liberara di6xido de carbono y pares
de 4tomos de hidrogeno H”, que donaran sus electrones para efectuar una serie de reacciones de
6xido reduccién que culminan en la formacion de agua y almacenamiento de la energia producida
en forma de ATP (Figura 11) (Bobe er al., 2004; Dann y Drackley, 2005; Dann e al., 2005;
Gonzélez y Koenekamp, 2006; Walsh er al., 2007; Correa y Carulla, 2009; Martinez et al., 2010).

Sin embargo, si hay una produccion insuficiente de oxalacetato disponible para
combinarse con la acetil-coenzima A (CoA), ésta se acumula dentro de la mitocondria
posteriormente dos moléculas de acetil-coenzima A se condensan via enzimAtica para formar
acetoacelil-CoA, a este proceso le sigue una segunda condensacién via enzimética para unir otro
acetil-coenzima A y formar B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA. A partir de esta molécula se
metaboliza acetoacetato (AcAc), cuerpo cetdonico que sale de la mitocondria y entra en el citosol
hepético donde puede reducirse en B-hidroxibutirato (BHBA) o descarboxilarse lenta y
espontaneamente hasta acetona (Ac) (Figura 12; Figura 13), antes de abandonar el higado y entrar
a la circutacién general (Bobe er al., 2004; Dann er al., 2005; Sdnchez, 2006; Walsh e al., 2007;
Duffield et al., 2009).
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Fuente: (Lehninger er al., 2009).
Figura 12. Cuerpos ceténicos: acetoacetato (AcAc), acetona (Ac) y B-hidroxibutirato (BHBA)

No presenta oxidacion en el ciclo de Krebs

Acetil-coenzims A (Co\) Acetil .coenzimn A (CoA)

Coundensacién

| Acetil-CoA acetiltransferasa || Hidroximetilglutaril-CoA sintasa |
|

Condensacio
| Acetoscetil-CoA g
| f-bidroxi-p-metilglutaril-CoA —l

T
| Hidroximetilglutaril-CoA lasa |

[
Hidrolisis

Acetoacetato Acetil- coenzima A (CoA)

| p-hidroxibutirato deshidrogenasa J | Descarboxilacion no enzimatica ]
Fuente: Elaboracién propia a parur de (Dann y Drackley. 2005, Dann ef al.. 2005, Sanchez, 2006; Walsh er al.,

2007, DufTield et al., 2009).
Figura 13. Cetogénesis

Aun cuando la demanda celular de energia es la determinante primaria para la oxidacion
de 4cidos grasos no esteriticados en la mitocondria, su transporte es sensible a la disponibilidad
de camitina palmitoiltransferasa; por lo que para evitar el exceso de &cidos grasos no
esterificados y su re-sintesis en ftriacilgliceroles y almacenamiento en el citosol hepético, el
higado presenta una via alterna de oxidacion que no es regulada por esta enzima. Esta oxidacién
se realiza dentro de los microsomas llamados también peroxisomas y presenta un 12 % de
aumento al dia 1 posparto en relacion al dia 21 preparto (Dann y Drackley, 2005; Gonzélez y
Koenekamp, 2006; Sanchez, 2006; Walsh er al., 2007; Duffield ez al., 2009).
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La mayor parte de la degradaciéon de las grasas ocurre en las células hepdticas, a pantir de las
cuales los cuerpos cetonicos y el glicerol salen y entran a la circulacién. El glicerol a través de la
circulacién sistémica, puede entrar en el proceso de glucdlisis para formar piruvato que serd
oxidado en el ciclo Krebs, produciendo didxido de carbono y energia en forma de ATP,
susceptible de utilizarse en cualquier actividad celular como transporte, biosintesis y movimiento
(Dann y Drackley, 2005 Dann er al., 2005; Walsh e al., 2007; Martinez et al., 2010). En cuanto
a los cuerpos cetdnicos, éstos son metabolitos oxidables normales cuando estidn presentes en
niveles relativamente bajos dentro de la circulacion sistémica, y pueden ser usados como una
fuente adicional de energia por tejidos corporales solventando la escasez de glucosa (Figura 14).
Sin embargo, cuando existen clevadas concentraciones de cuerpos ceténicos, el estado
metabdlico se encuentra comprometido, se disminuye la movilizacién de los 4cidos grasos no
esterificados, debido a que los cuerpos ceténicos sirven como reguladores de su liberacion, a
ravés de fa reduccién de la lip6lisis elevando las concentracién de malonil-CoA en el citosol.

ocasionando la supresion de la actividad de la camitina palmitoiltransferasa [ y Il y como

consecuencia el balance energético negativo se perpetia peligrosamente (Dann y Drackley, 2005;
Dann er al., 2005; Sénchez, 2006; Walsh ef al., 2007; Duffield et al., 2009).

Acidos grasos nreester ificadas

Cannlita palintoiltvansderasa

B-axidacién [ Energia para tejidos corparsles
Mitacundyia hepulica

Acenl-coenzima A (CoA)

(Con oxalacetato) e Acotoucetil-CoA

Socanil Cod
oxoicido transferasa

D-bidroxibutirato deshidrogenasa

==

Cetolisis
Fuente: Elaboracion propia a partir de (Dann y Drackley, 2005; Dann er al., 2005; Sdnchez. 2006, Watsh er al.,
2007, Duffield et al., 2009).

‘ Acetoacetil-CoA |

Arutona

Acetoacetara

Cetogénesis

Avulvarelaty

Figura 14. Metabolismo de los cuerpos cetdnicos
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Una vez estabilizada la glucemia, la movilizacién de 4acidos prasos no esterificados se vuelve a
moderar y se establece un nuevo estado, con la tasa de movilizacién de é4cidos grasos no
esterificados ajustada z los valores adecuados para mantener la concentracion de glucosa en

sangre (Gonzélez y Koenekamp, 2006; Walsh ef al., 2007; Duffield er al., 2009).

Tanto el acetoacetato como el B-hidroxibutirato son 4cidos relativamente fuertes, por lo
que durante la cetosis producen una acidosis sistémica que se manifiesta con el descenso del pH
sanguineo y son excretados en la orina (cetonuria) o en fa leche (cetolactia). Por su parte la
acetona al ser volatil, puede ser detectada por su olor en el aire expirado (Dann y Drackley, 2005;

Dann e al., 2005; Huzzey et al., 2005; Goff, 2006; Krall, 2006).

La cetosis subclinica es una de las principales patologfas en los hatos lecheros de alta
produccidn, esta intimamente ligada a otras patologias, y es de las que més pérdidas econdémicas
provoca, alcanzando los US$ 145 incluyendo tratamiento, disminucion en la produccion lactea
por 1.4, 1.8, 3.2 y 4.2 kg de leche, al alcanzar una concentracién en suero de 1400, 1600, 1800 y
2000 pM de B-hidroxibutirato respectivamente, aumento en los dias abiertos al retrasar la
concepcién en dos semanas, por alteracién del ciclo ovérico de los animales, asimismo
incrementa tres veces la posibilidad de desarrollar cetosis clinica y desplazamiento de abomaso, y
aumenta la posibilidad de desarrollar mastitis clinica (Dann y Drackley, 2005; Dann er al., 200S;
Gonzilez y Koenekamp, 2006; Walsh er al., 2007; Duffield er al., 2009; Martinez e al., 2010).

I1l. 1. 3. Lipoproteinas de muy baja densidad

La gran cantidad de dcidos grasos no esterificados que tlegan al higado provoca una infiltracion
de grasa y la re-sintesis de triacilgliceroles que se almacenan en el citosol. Sin embargo, debido a
que el higado de los rumiantes en comparacién con los no rumiantes es deficitario en las enzimas
lipoproteina lipasa y lipasa hepatica, los triacilgliceroles re-sintetizados almacenados en ¢l citosol
deben ser hidrolizados a nivel de diacilgliceroles, y transferidos hacia un pequefio banco de
reservas secretorio dentro de Jos microsomas o peroxisomas. Donde son nuevamente re-
sintetizados a triacilgliceroles para ser unidos a lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD;

densidad = 0.95 a 1.006 g/mL) (Figura 15). Por consecuencia s¢ obtienc un nivel bajo en la
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exportacion de triacilgliceroles incorporados a estas lipoproteinas en comparacién con los no
rumiantes (Gonzalez y Koenekamp. 2006: Walsh er al., 2007: Dutfield ef al.. 2009; Navarro er
al., 2009).

La sintesis y secrecién de lipoproteinas de muy baja densidad, requiere de 50 a 55 %
triacilgliceroles, 18 a 20 % fosfolipidos, 12 a 15 % colesterol esterificado con un 4cido graso y 8
a 10 % colesterol libre (Figura 16). Estos lipidos deben ser agregados para su enlace a la
apolipoprotefna B-100, lo que ocurre gracias a la presencia de una protelna de transferencia
microsomal de triacilgliceroles (MTP) (Dann y Drackley, 2005; Dann et al., 2005; Gonzalez y
Koenekamp, 2006; Walsh ef al., 2007; Navarro ef al., 2009).

Sin oxalicetato I—'DI Cuierpos celénicos
Avetil-coenzima A (CoA) Hlgado graso

Mitocondria hepanra

| ATP Hﬂmmdaum

rila de Krehs | Tetacilgitceroles re-snieizados | Diacilgliceroles|

Actdos grasos na estenficados

A. butmco

A propionico

Lipoproteinns dec wuy bajn densidad ‘

Fuente: Elaboracion propia a parur de (Gonzalez y Koenckamp. 2006, Walsh er a/ . 2007, Duffield er af., 2009:
Navarra et al.. 2009)
Figura 15. Mctabolismo hepético de los 4cidos grasos
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Los triacilgliceroles v el colesterol esterificado a un acido graso son insolubles en el medio
acuoso por lo que para poder ser transportados en la sangre deben estar cubiertos por moléculas

anfipaticas, formando lipoproteinas de muy baja densidad (Duftield er af., 2009; Navarro ef al.,

2009).

El colesterol libre y los fosfolipidos se localizan en exterior hidrofilico; por lo tanto
interactdan con el entorno acuoso (Figura 16). en el interior se alojan las sustancias hidrofobicas
como el colesterol esterificado a un 4cido graso y los triacilgliceroles. La apolipoproteina B-100
es necesaria para la estabilizacion de la molécula en forma de agregado esférico, de manera que
cualquier interferencia en su elaboracidn tiene un efecto depresor sobre la formacion de estas
lipoproteinas y la consecuente reduccién en la exportacién de triacilgliceroles desde el higado

Drackley, 2005; Dann ef al., 2005; Gonzalez v Koenekamp, 2006; Walsh er al., 2007,

(Dann y
Navarro ef al., 2009).
| [ I 50 a 55 % de manlghtmln I
18 a 20% de fosfolipidos Y RS
4 /
-
i~
<z I 8 a10% de colesterol libre |
i o X
\4’- o
Apolipoprotcina B-100 he T : k
BE S
k@ | 12a15% de calesteral esterificado
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Fuente: Modificado a partir de (Navarro ef a/ . 2009).

Figura 16. Estructura de lipoproteinas de muy baja densidad

Las vacas lecheras disminuyen fuertemente el consumo en los Gltimos 21 dias antes del
parto, lo que condiciona el estrés del parto no solamente a la resultante de la liberacién de acidos
grasos no esterificados desde el tejido adiposo. sino también a la declinacién de los niveles
séricos de la S-adenosilmetionina v de la colina, precursores de la sintesis de fostatidilcolina, que

juega un rol importantisimo para la secrecion de apolipoproteina B-100 en Ja célula hepdtica
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(Dann y Drackley, 2005: Dann er al., 2005; Gonzdlez y Koenekamp. 2006; Walsh er al., 2007;
Navarro ef af., 2009).

Ul 2. El periodo de transicién del ganado lechero
111 2. 1. Adaptaciones metabélicas

Las vacas lecheras durante el periodo de transicién que abarca de 2] dias previos a 21 dfas
posteriores al parto realizan ajustes metabdlicos y una adaptacién de su sistema digestivo, con
cambios cuantitativa y cualitativamente importantes (Bauman er al, 2006; Correa v Carulla,

2009; Dufticld er al., 2009).

El periodo seco se divide en dos sub-periodos, el perfodo seco fresco y perfodo seco
preparto. El periodo seco fresco abarca las primaras tres semanas desde ¢l momento ¢n que la
vaca es secada. Durante este perfodo con la finalidad de recuperar el tejido de la glandula
mamaria reduciendo la produccién Jactea, se deja de aportar concentrados en el alimento y
paralelamente se traslada las vacas a potreros de baja calidad nutricional, con lo que el perfil y
cantidad de nutrientes absorbidos por el animal cambian drésticamente, lo que implica, reajustes
en el metabolismo de los animales y en su microflora ruminal que pasa de ser Gram+ amilolitica,
a Gram- celulolitica. Como consecuencia de lo anterior, las concentraciones de los productos
finales de la fermentacion ruminal se modifican lo mismo que el pH del rumen, factores
determinantes en el crecimiento y desarrollo de las papilas ruminales, por lo que éstas pierden
casi 2/3 de su longijtud llegando a medir 0.5 cm al final del periodo seco fresco (Dann er al.,
20035; GofT, 2006; Krall, 2006; Garcfa y Montiel, 2011).

El periodo seco preparto es quizd ¢l periodo més critico y comprende las cuatro ultimas
semanas antes del parto. L.os cambios en ¢l consumo de materia seca asi como en el estado
hormonal y metabdlico de los animales, se presentan de manera dramética en esta fase. Durante
este perfodo se incorpora a las raciones cantidades importantes de cereales (almidén con mayor
densidad energética). Cuando esto sucede de forma violenta se desencadena un incremento en la
flora bacteriana amilolitica (de 3 a 5 dias) (p. €j., Streptococcus bovis y Bacteroides amylophilus)

y se produce gran cantidad de 4cido lactico, con un logaritmo negativo de la constante de
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disociacién (pKa) de 3.86 (Daon er al., 2005; Krall, 2006; LeBlanc er al., 2006; Mulligan er al.,
2006a; Goldhawk er al., 2009).

En un rumen bien adaptado, las bacterias utilizadoras de acido léctico (p. ¢j.,
Megasphaera elsdenii y Selenomonas ruminantium), lo metabolizan a otros compuestos menos
acidos como acético con un pKa de 4.76 y propionico con un pKa de 4.87; sin embargo, el
desarrollo de este tipo de bacterias es lento (de 3 a 4 semanas), por lo que se produce un retraso
en el desarrollo de Jas papilas ruminales debido a que su crecimiento depende fundamentalmente
de Ja presencia de acido propidnico, producto de la fermentacion de los almidones (Bauman et

al., 2006; LeBlanc et al., 2006; Mulligan ef al., 2006a; Correa y Carulla, 2009; LeBlanc, 2010).

Los dcidos grasos voldtiles que se absorben con relativa facilidad en el rumen, no pueden
absorberse a la velocidad adecuada debido a la reduccién del tamano de las papilas ruminales,
(0.5 cm de longitud durante el periodo seco fresco), ocasionado por el previo incremento de
forrajes con mayor cantidad de fibra detergente neutra (FDN) en el alimento y el aumento en la
flora bacteriana celulolitica. Para lograr recuperar el potencial de absorcién del rumen es
necesario lograr que el largo de las papilas aumente hasta 1-1.5 cm (Dann et af., 2005; Krall,
2006; LeBlanc et al., 2006; Mulligan er al., 2006a; Goldhawk et al., 2009).

Durante el posparto temprano el hecho de pasar de un estado de prefiez y sin producir
leche a estar vacia y produciendo grandes cantidades de leche, le exigen al animal una elevada
capacidad de adaptacién a las nuevas condiciones metabdlicas y fisiolégicas. Pero dicha
capacidad de adaptacion no basta, por lo que son necesarias practicas de manejo adecuadas. De lo
contrario, la combinacion de la produccion masiva de 4cido l4ctico, la adaptacién lenta de las
poblaciones microbianas que utilizan dicho 4cido, y la reducida capacidad de absorcién de la
pared ruminal. resultard cn la posibilidad de aparicién de patologias metabélicas (p. €j., cetosis e
higado graso), nutricionales (p. ej., hipocalcemia, acidosis ruminal y desplazamiento de
abomaso), sanitarias (p. ej., mastitis y metritis), y productivas (p. ¢j., baja produccion de leche y
relacién grasa: proteina desestabilizada) (Bauman er al., 2006; Correa y Carulla, 2009; Duffield
et al., 2009).
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IIL. 2. 2. Adaptaciones endocrinas durante el periodo de transicién

Las hormonas que actian aumentando la gluconeogénesis en ¢l higado de vacas jecheras en el
preparto incluyen a la insulina, glucagén, leptina, somatotropina, glucocorticoides como el
cortisol, factor de crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-I), progesterona y estrégenos. Los
animales en balance energético negativo se caraclerizan por niveles sanguineos elevados de
somatotropina y acidos grasos no esterificados, y niveles bajos del factor de crecimiento similar a
la insulina tipo I, insulina, ¥ glucosa. En estas condiciones, los mecanismos de la regulacion
homeorrética cstablecen la prioridad de utilizacidn de nutrientes hacia la produccién de leche por
encima de la funcion reproductiva; por Jo tanto, es de esperar que las vacas de mayor produccién
tengan un menor porcentaje de energfa disponible para funciones reproductivas en situaciones de

balance energético negativo (Bauman er al., 2006, Walsh er al., 2007; Watters ef al., 2008).

Durante el primer tercio dc la lactancia, la concentracién de insulina cae, debido al
balance energético negativo, baja disponibilidad de glucosa y de sus precursores el propionato,
lactato y glicerol asociado a una disminucién en la respuesta del pancreas a agentes
insulinotrépicos ocasionando un estado de hipogfucemia. La insulina estimula la formacion de
proteinas v promueve la lipogénesis en el tejido adiposo, provocando la formacion de
triacilgliceroles a partir de los dcidos grasos no esterificados por lo que inhibe la lipélisis, por una
marcada supresion de la movilizacién de dichos &cidos (Goff, 2006; LeBlanc er al., 2006;

Mulligan er al., 2006a).

La insulina presenta una vida media en la circulacién de S a 10 minutos y sus
concentraciones sanguineas son bajas durante el perfodo de transicién. por lo que las pocas
reservas de glucosa se redirigen hacia la glandula mamaria como fuente de energia para la

sintesis de lactosa (Bauman er al., 2006; Walsh et al., 2007; Watters et al., 2008).

La baja cantidad de insulina hace que ésta pierda su bloqueo estimulatorio sobre el
glucagén, por lo que éste favorece el aumento de la gluconcogénesis. Ademas, el glucagén
promucve la lipdlisis mediante la activacién de la enzima carnitina palmitoiltransferasa,

estimulando la entrada de 4cidos grasos no esterificados al interior de la mitocondria, con la
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sintesis de cuerpos cetonicos (Bauman er al., 2006; Mulligan er al., 2006a; Angulo ef al., 2009,
LeBlane, 2010).

La insulina aparte de mantener la glucemia, participa en la estimulacion de la secrecion de
la hormona foliculo estimulante (FSH), la secrecion pulsétil de la hormona luteinizante (LH) y la
secrecion de progesterona por parte del cuerpo lateo; por lo tanto, niveles bajos de insulina en
sangre pueden resultar en bajas concentraciones de progesterona que durante el principio de
lactacion, es una de las causas mas comunes del fallo reproductivo en tos bovinos lecheros.
Ademds, la insulina parece ser la principal responsable de la disminucién del factor de
crecimiento similar a la insulina tipo [, durante el posparto; el descenso de este factor de
crecimiento o de sus receptores durante este periodo, resulta en graves consecuencias
reproductivas que incluyen un desarrollo lento y anormal de los foliculos, que nunca llegan a la

ovulacién (Bauman ef al., 2006; Walsh et al., 2007; Watters ef al., 2008; LeBlanc, 2010).

Las concentraciones de somatotropina aumentan lentamente Juego del parto. La
somatotropina esté involucrada en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y actua de
manera simitar al glucagdn, con un efecto directo promoviendo la gluconeogénesis al aumentar la
disponibilidad de glucosa y con un efecto indirecto a través del antagonismo que ejerce sobre la

accion de la insulina (Bauman er al., 2006, Walsh et al., 2007; Watters ef al., 2008).

La relacién somatotropina + glucagén / insulina en los niveles sanguineos, genera un
incremento importante en la liberacién de 4cidos grasos no esterificados del tejido adiposo,
invirtiendo la relacion lipogénesis / lipélisis. Esta relacién es importante, debido a que cada
hormona afecta a la lactancia de manera antagdnica (LeBlanc ef al., 2006; Mulligan ef al., 20064;
Galvis et al., 2007; LeBlanc, 2010).

Mientras que las vacas de alta produccion presentan elevadas concentraciones de
somatotropina con elevada capacidad para movilizar dcidos grasos no esterificados desde tejido
adiposo y bajas concentraciones de glucosa ¢ insulina, las vacas de menor produccién presentan
menores concentraciones de somatotropina por lo tanto su capacidad de movilizar acidos grasos

no esterificados desde tejido adiposo es baja y elevadas concentraciones de insulina por lo que
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una mayor cantidad de glucosa es destinada a (ejidos corporales. Estas caracleristicas tienen
como efecto una menor produccién lactea (LeBlanc er al., 2006; Mulligan er al., 2006a; Galvis er

al., 2007; LeBlanc, 2010).

En rumiantes, Ja secrecidn de leptina estd correlacionada con los niveles del factor de
crecimiento similar a la insulina tipo I. Al ser una hormona secretada por el tejido adiposo, la
concentracién de leptina en sangre es mayor cuanto mayor sea la proporcién de grasa corporal.
Por lo tanto, es muy importante que se apliquen programas nutricionales que aseguren que los
niveles de grasa corporal durante el preparto no sean elevados o deprimiran la ingestién, ni
demasiado bajos o no se secretaria suficiente leptina para permitir una buena funcién

reproductiva (LeBlanc ef al., 2006; Mulligan et al., 2006a; Galvis et al., 2007; LeBlanc, 2010).

El cortisol (ambién estimula el proceso de gluconcogénesis. al inducir la movilizacion de
proteinas de los tejidos que suplen aminoacidos para ser convertidos en hidratos de carbono para
la produccion de energia. En vacas lecheras la concentracién de cortisol comienza a ¢levarse para
incrementar dramaticamente la glucosa por lo menos 3 dias antes del parto y alcanza un pico
méximo al parto agotando las reservas hepaticas de glucdgeno; luego, disminuye a su
concentracién preparto de 3 a 5 dias de ocurrido éstc (Bauman er al., 2006; Walsh er al., 2007;
Walters ef al., 2008).

Los estrégenos y los glucocorticoides son agentes inmunosupresores que se elevan a
medida que se acerca el parto, comprometiendo al sistema inmunolédgico durante el perfodo de
transicién al deprimir la funcién de los neutréfilos v los linfocitos (Bauman et al.. 2006; Walsh e/
al., 2007; Watters ef al., 2008; LeBlanc, 2010).

Las reservas hepéticas de glucdgeno se recuperan y aumentan hacia la segunda semana
posparto, a pesar de Ja demanda de glucosa para la sintesis de laclosa por la ubre después del
parto, debido al incremento en la gluconcogénesis necesaria para fa lactancia; a medida que la
lactancia progresa v la produccién de leche disminuye, los niveles séricos de insulina son

7

recuperados (Bauman ef af., 2006; Walsh er al., 2007; Watters et al., 2008).
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111 2. 3. El balance energético negativo

El balance energético negativo (BEN) es la consecuencia de las condiciones gue caracterizan al
perfodo seco preparto y se entiende como el déficit energético entre el consumo de energfa por
parte del animal y la energia requerida para el mantenimiento y la prefiez en la vaca gestante y el
mantenimiento Y la lactacién en la vaca lactante (Bauman er al., 2006; GofT, 2006; LeBlanc et al.,

2006; Correa y Carulla, 2009; LeBlanc, 2010).

Durante el periodo de transicién que abarca de 21 dias previos a 21 dias posteriores al
parto, se produce un aumento sustancial de las necesidades energéticas debido al desarrollo fetal
y a las necesidades de sintesis de calostro. El consumo de materia seca desde los 60 hasta los 21
dias previos al parto es de 12 a 13 kg (2 % del peso vivo), en la tercera semana previa al parto la
capacidad de consumo comienza a disminuir llegando el dia antes del parto de 7 a 9 kg (1.4 % del
peso vivo), o equivalente a un 30 a 35 % de disminucion; posteriormente la capacidad de
consumo comienza a incrementarse. A los 7 dias de lactacién el consumo de materia seca es de
14 a 15 kg (2.5 % peso vivo), a los 14 dfas de lactacién es de 17 a 18 kg (2.9 % peso vivo) y a los
21 dfas de lactacion es de 19 a 20 kg (3.4 % peso vivo) (Dann et al., 2005; Dann er al., 2006;
Douglas er al., 2006; Mulligan er al., 2006a; Cuervo, 2009).

El balance energético negativo normalmente alcanza su pico maximo durante la primera
a segunda scmana del posparto. Los requerimientos de energia de la vaca se incrementan
con el aumento de la produccidén y alcanzan el méximo aproximadamente seis semanas
después del parto (Figura 17). Por otro lado. el consumo maximo de energia podria no
alcanzarse hasta la semana dieciséis posparto, por consiguiente la vaca puede alcanzar un
balance energético positivo alrededor de los cien dias posparto (Huzzey et al., 2005; Krall, 2006;
LeBlanc er al., 2006; Duffield er al., 2009; LeBlanc, 2010).

El ganado bovino tiene la capacidad de compensar ¢l déficit alimentario de energfa a
través de la movilizacién de grasa corporal. Sin embargo, un exceso de movilizacién de grasa
conduce a problemas patolégicos y reproductivos. El déficit cnergético, conduce a una

disminucion de los niveles de glucosa e insulina en sangre que estimula la movilizacion de grasa,
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resultando en un aumento de los 4cidos grasos no esterificados en sangre, duplicando su cantidad
entre los diecisiete dias preparto y los dos dias posparto. Estos 4cidos grasos se utilizan como
fuente de energia por la B-oxidacion, pero cuando la movilizacién de ellos es excesiva, se saturan
las vias de metabolizacion y exportacién de lipidos, y se generan vlas hepaticas alternativas entre
las que la formacion y exportacion de cuerpos cetdnicos, y la formacion y almacenamiento
hepético de triacilgliceroles son las mas frecuentes (Rios er al., 2006; Winkelman et al., 2008;
Duffield e al., 2009).
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Figura 17. Balance energético negativo, curva de lactancia, curva de ingestién y recria

La duracién 6ptima del periodo seco para maximizar el rendimiento lechero es de 55 a 65
dias. Periodos muy largos de mas de 70 dias y periodos muy cortos de menos de 40 dias reducen

el rendimiento de la siguiente lactacién, expresado en baja calidad con menos sélidos totales y
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baja cantidad de leche. El periodo seco no debe ser el momento de restaurar las reservas
corporales, perdidas durante la Jactancia anterior debido a dos razones fundamentales (Huzzey e/
al., 2005; Cuervo, 2009; Goldhawk et al., 2009):

I. La vaca es mas eficiente desde el punto de vista metabdlico, durante el final de la
lactancia en comparacién con el periodo seco: por Jo que ¢n términos de energia es mas

caro recuperar el estado de la vaca durante el periodo seco.

2. Los 60 dias de periodo seco pueden ser insuficientes para restaurar las reservas corporales

si la pérdida durante [a lactancia ha sido excesiva.

[1]. 3. Recomendaciones para la etapa de transicién

I11. 3. 1 Evaluacién del estado corporal

La escala mas difundida para la evaluacién del estado corporal de las vacas asigna puntajes gue
van del 1 al 5. donde el | representa a una vaca muy caquéctica y el 5 a una vaca obesa.
Idealmente la vaca se debe secar y llegar al parto con un estado corporal entre 3.5 y 3.7 (Figura
17; Cuadro 5) (Bauman e/ al., 2006; Goftf, 2006, LeBlanc ef al., 2006; Galvis ef al., 2007; Correa
y Carulla, 2009; LeBlanc, 2010). Las vacas que paren caquécticas tendrdn menos reservas
corporales para moviljzar, por lo tanto tendran picos de lactancia mas bajos y demoraran més en
presentar celos, alargandose el intervalo parto-concepcién (Galvis ef al., 2007; Guo et al., 2007,
Goldhawk et al., 2009).

Cuadroe 5. Valores 6ptimos de condicidn corporal

Puntos de la etapa de lactacion Valor de condicién corporal
Parto 3.5a3.7
Pico maximo de produccion (42 dias aprox.) 2.75
Lactancia media (2/3 de lactacion) 3
Lactancia tardia {3/3 de lactacion) 3.25
Perfodo seco (2 meses) 3.5a3.7

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Bauman er al., 2006, Goff, 2006, LeBlanc ef al., 2006, Galvis ef al., 2007,
Correa y Carulla, 2009, LeBlanc, 2010).
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Condicién corporal grado 1:

Existe una profunda cavidad alrededor de la base de la cola. Los huesos de la cadera y las
Gltimas costillas son prominentes v facilmente palpables. En las 4reas de la cadera y el lomo no
se detecta presencia de lejido graso. Los huesos de la pelvis son agudos. con escaso tejido
muscular. La piel de la zona es eldstica y se separa sin dificultad con la punta de los dedos. El
lomo presenta una profunda depresién (Duffield. 2004; Krall, 2006; Galvis er al., 2007; Guo et
al, 2007).

Condicion corporal grado 2:

La cavidad alrededor de la base de la cola aun persiste pero es menos profunda, con algo
de tejido graso que puede palparse en la punta del espinazo, los huesos de la pelvis siguen siendo
prominentes. Las altimas costillas aparecen algo redondeadas y se las puede palpar en su parte
superior con una muy leve presion. En el lomo es todavia visible la depresion. Grado 2.5
(regular/flaca), es tipico de vacas de elevado mérito genético durante la lactancia temprana, entre
los primeros 30 a 35 dias posparto. El descenso de la condicién corporal desde el parto hasta el
pico de lactancia, debe estar en alrededor de 0.5 y nunca mayor a | punto. Luego del pico de
lactancia la condicién corporal debe comenzar a mejorar un 0.5 hasta alcanzar e] grado 3 durante

el segundo tercio de la lactancia (Duffield, 2004; Galvis e al., 2007; Guo et al., 2007).

Condicion corporal grado 3:

No existe cavidad alrededor de Ja base de la cola, €l tejido graso si bien no es prominente
se palpa con facilidad en toda el 4rea. Las caderas pueden detectarse solamente ejerciendo una
leve presion y son redondeadas al tacto. Una moderada capa de tejido graso cubre la parte
superior de las ultimas costillas y se necesita una presiéon més firme para palparlas, La depresién
en el frea de! lomo no se ve con facilidad (Duffield, 2004; Krall, 2006; Galvis et al., 2007; Guo
et al., 2007).

Condicidn corporal grado 4:
Se observan y palpan con facilidad las cubicras de grasa alrededor de la cola y la punta
del espinazo. Los huesos de las caderas se detectan con presién mds firme y su aspecto es

netamente redondeado. La piel es muy suave y es extremadamente dificil separarla con los dedos.
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Una gruesa capa de tejido cubre la parte superior de las altimas costillas y se requiere mayor
presion para palparlas. No existe depresion en el drea del lomo (Duffield. 2004; Galvis er af.,
2007; Guo et al., 2007).

Condicion corporal grado 3:

L.a base de la cola se encuentra “sumergida™ en una gruesa capa de grasa. Son muy
dificiles de palpar los huesos de la zona, aiin con una fuerte presion. Se observan a simple vista
cumulos de grasa localizados. Los huesos de la pelvis, tienen un aspecto totalmente redondeados.
La piel esta tensa y es imposible separarla con los dedos. Los huesos del area del lomo estan
cubiertos por una densa capa de grasa, por [o que no se pueden palpar atin con fuertes presiones

(Duffield, 2004; Krall, 2006; Galvis ef al., 2007; Guo et al., 2007).
I11. 3. 2. Relacién forraje: concentrado de la racién pre y posparto

La reduccién en el consumo de materia seca (MS) antes del parto, los cambios fisiolégicos
asociados a la gestacién y al parto, adicionados a las necesidades de fa glandula mamaria en la
factogénesis: 2 veces la demanda de aminodcidos, 5 veces la de 4cidos grasos volatiles y 2.5
veces la de glucosa (aproximadamente 2500 g/dia) como precursor de lactosa y para la sintesis de
leche, han llevado a la necesidad de formular una racion especial para las vacas de preparto,
capaz de reducir el riesgo de trastornos metabdlicos en el periodo posparto y mejorar el
rendimiento de la lactancia. El problema principal radica en que los requerimientos en consumo
de materia seca y de nutrientes de la vaca en ¢l perfodo de preparto cambian con relativa rapidez
(Galvis er al., 2007; van Knegsel ef al., 2007a; Winkelman ef a/., 2008; Correa y Carulla, 2009;
Duffield ef al., 2009).

El final de la prefiez requiere de grandes cantidades de recursos metabélicos, para el
desarrollo de la unidad feto-placentaria que consume diariamente 0.82 Mcal de energia
metabolizable (EM), 117 g de proteina, 10.3 g de calcio. 3.5 g de fosforo y 0.2 g de magnesio;
por lo que en esta etapa fisiol6gica, la densidad energética de la dieta debe ser de 1.6 Mcal
EM/kg de MS, la proteina del 14 al 17 %, (con 30 a 35 % de esa proteina en forma no degradable

en ¢l rumen), el aporte de hidratos de carbono no estructurales (HCNE) del 20 al 25 % de laMS y
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el aporte de fibra neutro detergente (FDN) no superior al 0.86 % del peso vivo (PV) en vacas de
primer parto y de 0.92 % en vacas adultas (Bauman ef al., 2006; Dann ef al., 2006; Correa y
Carulla, 2009: Duffield er al.. 2009).

Cuando se produce el parto y comienza la produccién de calostro, estos requerimientos se
ven incrementados rapidamente. Asi la produccion de 10 litros de calostro por dia requiere de |1
Mcal de EM, 140 g de proteina, 23 g de calcio, 9 g de f6sforo y 1 g de magnesio; por lo que en
esta etapa fisiolégica, la densidad energética de la dieta debe ser de 2.4 a 2.8 Mcal EM/kg de MS,
la proteina del 16 al 18 %, (con 38 a 42 % de esa proteina en forma no degradable en el rumen),
el aporte de hidratos de carbono no estructurales del 35 al 41 % de la MS y el aporte de fibra
neutro detergente no superior al 0.79 % del peso vivo en vacas de primer parto y del 0.87 % en
vacas adultas (Bauman er a/., 2006; Dann er al., 2006; Correa y Carulla, 2009; Duffield er al.,
2009).

Durante ¢l periodo de transicién, es importante balancear el nivel de concentrados y de
fibra efectiva de los forrajes para reducir la seleccién, mantener o recuperar el tamiz fibroso para
permitir que éste reduzca la tasa de pasaje de las particulas de granos de la racién, alentar el
masticado del bolo alimenticio y el llenado y movimientos ruminales (al menos 10 % de la racién
mixta total debe tener un tamano de particula mayor que 19 mm) (Dann et a/., 2005; Dann er al.,
2006; Douglas ef al., 2006; Mulligan er al., 2006a; Mulligan er al., 2006b; Mulligan v Doherty,
2008).

Se deben incorporar cereales secundarios con carbohidratos no tibrosos en las raciones de
preparto. ya que se estimulard el desarrollo de las poblaciones de bacterias que utilizan el 4cido
lactico y asi se permitird que el 4cido propidnico producido provoque el desarrollo de las papilas
ruminales. En la actualidad sc recomienda incrementar [a concentracion energética de la raciéon
de 1.56 a 1.63 Mcal de EN/kg de materia seca con un 0.5 a 0.75 % del peso vivo del animal en
forma de cereales (p. ¢j., de 3 a 4.5 kg de cereales en una vaca de 600 kg), y 1.6 kg de proteina/kg
de materia seca (Duftield, 2004; Guo ef al., 2007; van Knegsel er al., 2007a; van Knegsel e/ al.,
2007b).
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Asimismo en las raciones de preparto, s¢ debe incluir una fuente de fibra para mantener la
movilidad y salud del rumen (p. ¢]., gramineas de buena calidad v en lo posible con un contenido
bajo en calcio y potasio), de esta manera se busca mantener activa a la hormona paratiroidea
(PTH), responsable de tres mecanismos de adaptacién: reduccion de la pérdida renal de calcio,
movilizacién de calcio de los huesos y aumento en la sintesis de 1,25 (OH) 2-D3 colecalciferol.
El silo de maiz es el forraje con més bajo nivel de potasio, por lo que es muy apropiado para las
dietas de preparto. Por el contrario, las leguminosas presentan niveles clevados de este mineral y
de calcio, por lo que debe cvitarse su uso en las semanas previas al parto (Bauman er al., 2006;

Dann er al.. 2006; Correa y Carulla, 2009; Duffield ef al., 2009).

En la mayoria de Jas dietas formuladas para vacas de alta produccion basadas en maiz, cl
aporte de proteina bacteriana més el aporte de protcina dietaria que escapa a la fermentacion
ruminal, no cubren los requerimientos de los aminodcidos metionina y lisina que han sido
relacionados como limitantes para la sintesis de proteina lictea, y para la sintesis de
apolipoproteina B-100; por lo que el suministro de lisina, metionina o colina a vacas posparto
aumentard Ja sintesis de fosfatidiicolina, la concentracion hepatica de apolipoproteina B-100 y la
consecuente formacién de lipoproteinas de muy baja densidad, disminuyendo el incremento de
los triacilgliceroles en el higado, que durante ¢l periodo de balance energético negativo es un
dep6sito de grasa (Galvis ef al., 2007, van Knegsel er al., 2007a; van Knegsel et al.. 2007b;
Winkelman er al., 2008; Correa y Carulla, 2009; Duffield er al., 2009).

I11. 4. El diagnéstico de la cetosis

El diagnostico de la cetosis se basé por aftos en la determinacién de tos cuerpos cetonicos en
muestras de orina o leche mediante el test Rothera, prueba que reacciona principalmente con
acetona y acetoacetato y en menor grado a B-hidroxibutirato. Este método tiene un nivel de
deteccion mayor de 10 mg/dL equivalentes a = 1.7 mM. El test Rothera basa su principio en
mezclar 74 % de carbonato de sodio, 23 % de sulfato de amonio y | % de nitroprusiato de sodio.
Una pequena cantidad de esta mezcla solida se coloca en una superficie blanca y se anaden unas
gotas de leche o de orina de la vaca, si el animal tiene cetosis se observa un color rosado que se

intensifica a morado al aumentar los cuerpos ceténicos (Campos ef al, 2005; Brickner et al,
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2007, Correa y Carulla, 2009; lwersen ef al., 2009).
IT1. 4. 1. Quimica seca

Actualmente se han realizado estudios tendientes a determinar el B-hidroxibutirato en muestras de
leche, y acetoacetato en muestras de orina y Jeche. esto motivado por la facilidad en la obtencién
de muestras. Con dicho objeto se ha desarrollado un método semi cuantitativo, basado en quimica
seca mediante el uso de cintas reaciivas y polvo. en las que el B8-hidroxibutirato de la muestra de
feche o el acetoacetato en muestras de orina y leche reaccionan con los reactivos de la cinta,
produciéndose una reaccidn de color cuya intensidad es proporcional a la concentracton del B-
hidroxibutirato o acetoacetato en la muestra, entregando de esta forma resultados en rangos

aproximados (Carrier e/ al., 2004; Nielsen er al., 2005; Brickner et al., 2007).

Prueba tira reactiva BHBA p. ej., Keto-Test® (Elanco, Nagoya, Japon): es un anélisis que
se realiza para medir los niveles de B-hidroxibutirato tnicamente en leche. Quimica del analisis:
la almohadilla de Ja tira reactiva contiene una enzima que convierte e B-hidroxibutirato en
acetoacelato. Esta reaccion genera iones de hidrégeno (H™) que reducen el azul de
nitrotetrazolium en formazén, de color morado. Cuanto mas oscuro sea el color morado, mayor es
la concentracion de B-hidroxibutirato (Campos er al., 2005; Niclsen e al., 2005; Brickner er al.,
2007).

Instrucciones de uso (Campos er al.. 2005; Nielsen ef al., 2005; Brickner ef al., 2007; Iwersen et

al., 2009):

. Recoger la muestra de leche (de un cuarto o un poo! de los cuatro); si las muestras de
leche fueron refrigeradas, dejar que alcancen la temperatura ambiente o si la leche ha
estado quieta durante cierto tiempo, asegurarse de mezclarla bien antes de realizar la

prueba.

2. Sacar una tira reactiva del frasco y posteriormente cerrarlo herméticamente (las tiras

reactivas son sensibles a la humedad); si las tiras reactivas fueron refrigeradas de 2 °C a
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25 °C (36 °F a 77 °F) para su mejor conservacion, se debe permitir que alcancen la

temperatura ambiente antes de realizar la prueba.

3. Se debe evitar tocar la almohaditla de las tiras reactivas asi como, usar las tiras que han
cambiado de color después de estar guardadas durante un almacenamiento prolongado. La
almohadilla de la tira reactiva sin usar debe ser de color amarillo.

4, Sumergir la almohadilla de la tira reactiva en la muestra.

S. Sacar la tira y agitarla para eliminar ¢l exceso de leche.

6. Esperar un minuto y comparar el resultado con el (Cuadro 6); la cetosis subclinica se

establece con valores de 8-hidroxibutirato en leche superiores a 0.2 mM,

Cuadro 6. Interpretacién de la concentracion de 8-hidroxibutirato en leche

Concentracién Milimolar Conceniracién Micromolar Interpretaciéon Color
0OmM 0OpuM tira nueva amarillo
0.01 2 0.099 mM 10 a 99 uM normal (—) café claro
0.1a0.199 mM 100 a 199 uM cuestionable (+/~)  morado claro
0.22a0.499 mM 200 a 499 uM positivo (+) morado
0.5a31.0mM 500 a 1000 pM positivo (++) morado fuerte

1 - mol: unidad fundamental del Sistema Intemacional de Unidades que mide el peso molecular de una sustancia (p
¢j , atomos, moléculas, iones, clectrones, radicales v otras particulas) cxpresado en gramos
2 -mibmolar 107 mol/L.

3 - micromolar 10 mol/L

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Carnier es al., 2004. Campos et al.. 200S: Nielsen ef al., 2005; Brickner er
al., 2007, Iwersen er al., 2009).

Prueba tira reactiva AcAc p. gj., KetoStix® (Bayer, Etobicoke. Ontario): es un andlisis que
se realiza por medio de tiras reactivas para medir Jos niveles de acetoacetato en orina (Campos ef
al., 2005; lwersen er al, 2009). La quimica del andlisis y las instrucciones de uso son muy

similares a las tiras reactivas para B-hidroxibutirato en leche, pero la interpretacién de sus
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resultados es distinta (Cuadro 7), la cetosis subclinica se establece con valores de acetoacetato en

orina superiores a 1.47 mM.

Cuadro 7. Interpretacion de la concentracién de acetoacetato en orina

Concentracion Milimolar ~ Concentracién Micromolar  Interpretacién Color
0.49 mM 490 pM traza amarilto
1.47 mM 1470 pM chica café claro
3.94 mM 3940 uM moderada violeta claro
7.84 mM 7840 uM grande violeta
15.7 mM 15700 uM muy grande violeta fuerte

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Carrier ef al., 2004, Campos ef al., 200S; Nielsen et al., 2005, Brickner ef
al., 2007, twersen et al., 2009)

Prueba polvo reactivo p. ¢j., PINK® milk ketone test (Butler, Dublin, OH): es un anélisis
que se realiza por medio de polvo para medir los niveles de acetoacetato en leche. El polvo se
agrega a las muestras de leche y se debe asegurar que el reactivo se mezcle bien antes de
interpretar la prueba (Campos et al., 2005; Brickner ef al., 2007) (Cuadro 8), la cetosis subclinica

se establece con valores de acetoacetato en leche superiores a 0.1 mM.

Cuadro 8. Interpretacion de la concentracion de acetoacetato en leche

Concentracion Milimolar  Concentracién Micromolar Interpretacién Color
menos de 0.1 mM menos de 100 pAf negativo (=) sin cambio
0.1 mM 100 uM cetosis subclinica (+)  rosa claro
mas de 0.5 mM més de 500 pA/ cetosis clinica (++)  rosa fuerte

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Carrier er al., 2004, Campos ef al., 2005, Nielsen er al., 2005; Brickner ef
al., 2007, [wersen et al., 2009)

T11. 4. 2. Perfil metabélico sanguineo

Para evaluar el grado de movilizacién de grasa y la magnitud del desequilibrio energético, en la

actualidad se emplean con bastante éxito los perfiles metabélicos, dados a conocer desde 1970
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como un método de diagndstico para detectar alteraciones metabolicas en hatos lecheros,
producto de desequilibrios en el ingreso. circulacién y egreso de los nutrientes al organismo; los
metabolitos mas significantes para conocer el balance energético y poder llegar a un anélisis
integral de Ja situacién de la vaca al inicio de la lactancia son: 3-hidroxibutirato, dcidos grasos no
esterificados, colesterol y urea (Campos er al., 2005: Dann et al., 2005; Bauman er al., 2006;
Dann er al., 2006; Rios er al., 2006; Correa y Carulla, 2009).

Instrucciones de uso:
1. Las muestras de sangre se recolectan a través de venopuncion en la vena yugular o
coccigea (10 mL de sangre extraida utilizando tubos al vacio sin anticoagulante) la misma

hora det dia, en ayunas y después del orderio de la manana.
2. Las muestras se enfrian a 4 °C y se transportan al laboratorio.
3. El suero se prepara por centrifugacion (1600 x g durante 15 minutos a 4 °C).

4. Una vez separado el suero, éste es depositado en alicuotas y conservado en refrigeracion y

congelado a -20 °C para su posterior analisis en serie a) final del periodo de recoleccién.

5. La concentracion de colesterol, 8-hidroxibutirato, 4cidos grasos no esterificados y urea se

determinan utilizando diferentes test de lectura:

o B-hidroxibutirato mediante el método enzimatico NAD™ dependiente (p. ej., Kit
RANDOX, art. 1007).

o Acidos grasos no esterificados mediante el método enzimatico colorimétrico (p. ej.,
Kit RANDOX, art. 115).

e Colesterol mediante el método colesterol-oxidasa (p. ¢j., Kit Stambio, art. 1010).

o Urea mediante el método ureasa/NADH (p. ¢j., Kit Roche, art. 1360604).

6. Las muestras se procesan en un analizador bioquimico semiautomatico (p. ¢j., Microlab

200. Merck).

Los 4cidos grasos no esterificados son indicadores mds sensibles que la glucosa, para
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establecer los desbalances de energia en el inicio de Ja Jactancia en bovinos. La concentracién de
4cidos grasos no esterificados debe ser inferior a 0.33 mM equivalente a 330 pM en el periodo
seco fresco (primeras cuatro semanas desde el momento en que la vaca es secada), menor que
0.40 mM en el periodo seco preparto (cuatro Gltimas semanas antes del parto), y en la lactancia
temprana inferiores a 700 pM; valores superiores sugieren un desequilibrio energético en el
animal, y han sido asociados con valores bajos en la concentracién de colesterol. Niveles de
glucemia inferiores a 3.0 mA/ se usan para clasificar a las vacas que padecen bajance energético

negativo (Bauman ef al., 2006; Correa y Carulla, 2009).

La deteccidn de cetosis subclinica, se define por un nivel excesivo de cuerpos cetdnicos
circulantes con ausencia de signos clinicos. En los dltimos afos para discriminar entre vacas
sanas y vacas afectadas por cetosis subclinica se¢ han utilizado diferentes puntos de corte con
respecto al B-hidroxibutirato sanguineo, basandose en la produccién y el deterioro de la salud de
la vaca lechera: [.2 mAM (Geishauser e al., 1998; van Knegsel e al., 2010), | mM (Sorribas et
al., 2002; Goldhawk er al., 2009) 6 1.4 mM (Duffield er al., 2009; Iwersen ef al., 2009).

El colesterol es un lipido anfipatico, caracteristica que le permite formar parte de la
estructura de la membrana externa de las lipoproteinas de muy baja densidad, este lipido se
almacena en los tejidos en forma de ésteres de colesterilo, y es el precursor de todos los demés
esteroides del organismo, como corticosteroides, hormonas sexuales, acidos biliares y vitamina
D. Las vacas que han desarrollado una severa infiltracién grasa en el higado presentan una
disminucién en la concentracion del colesterol asociado con las lipoproteinas de muy baja
densidad. Lo anterior se debe a los desequilibrios energéticos propios de la etapa de transicion
entre ¢l parto y el inicio de la lactancia; por lo que al analizar la colesterolemia entre vacas sanas
4.2 mM y vacas con cetosis 3.3 mM, se establece que ta colesterolemia es un buen indicador del
balance de energia después de alcanzar el pico de produccién de leche, debiendo utilizarse otros
indicadores para corroborar el estado de cetosis antes de esle perlodo (Dann ef /., 2005; Bauman
et al., 2006; Dann er al., 2006; Rios er al., 2006; Correa y Carulla, 2009).
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HI. 4. 3. Relacién grasa: proteina como indicador de cetosis subclinica

La leche bovina esta constituida en promedio por 87 % agua y 13 % de llamados sélidos lacteos
que incluyen la grasa, las proteinas, la lactosa y los minerales. Las proteinas comprenden no sélo
a la fraccion proteica verdadera sino también la no proteica constituida por urea y amoniaco. La
proteina verdadera esta constituida a su vez por cantidades variables de distintos tipos de caseina
(p. e, a-1, a-2, B-2 y k) y lactoalbaminas que pueden representar del 15 a 20 % de las proteinas.
La fraccién nitrogenada no proteica, principalmente la urea varfa en funcién de la movilizacién
de aminodacidos del tejido muscular y de la cantidad de proteina soluble y nivel de carbohidratos
no estructurales en la dicta (Bobe er al.. 2004; Sanchez, 2006; Walsh er al., 2007; Angulo ef al.,
2009; Duffield et al., 2009).

Los lipidos que predominan en la leche son fundamentalmente triacilgliceroles (98 %)
fosfolipidos (1 %), esteroles (0.5 %) y el resto son glicolipidos, colesterol, dcidos grasos libres y
vitaminas liposolubles. Los principales 4cidos grasos constituyentes poseen entre 4 y 18
carbonos, siendo mas abundamte el miristico (C14), el triacilglicérido mas importante es el 1,2

dipalmitoil-3 butiroil glicérido (Bauman er al., 2006; Dann ef ai., 2006; Angulo er al., 2009).

Tradicionalmente se ha visto a los datos sobre composicién de leche (p. ¢j., grasa,
proteina, conteo de células somdticas, etc.) como la base para cvaluar genéticamente L0ros y
establecer criterios para el pago de la eche a los productores. En Jos dltimos afios sin embargo,
esos mismos datos son utilizados para identificar animales con problemas metabolicos, detectar
posibles desbalances en las dietas y desarrollar estrategias de manejo por grupos de animales
(Bobe et al., 2004; Sanchez, 2006; Walsh ef al., 2007; Correa y Carulla, 2009; Duffield e/ al.,
2009).

Entre los factores que afectan la composicion de la leche se¢ encuentran los factores
genéticos, la etapa de la lactancia, la edad del animal, el estado sanitario y el ambiente;
tradicionalmente de un 55 a un 60 % de la variacion observada se debe a factores genéticos (p.
ej., razas y lineas genéticas dentro de una misma raza) y de un 40 a 45 % a factores ambientales,

donde problemas en la alimentacién indican una alteraciéon en la relacion normal entre acido
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acético y acido propiénico en el rumen (Bobe ef al., 2004; Sanchez, 2006; Walsh er al., 2007;
Correa y Carulla, 2009; Duffield et al., 2009).

Los valores normales de grasa se ubican en 3.6 % en la raza Holsiein Friesian y 4.9 % en
la raza Jersey; contenidos normales y esperables de proteinas totales suelen ubicarse en 3.08 % en
Holstein Friesian y 3.8 % en Jersey, con contenidos esperables de lactosa de 4.6 y 4.8 % y el
contenido de minerales totales con una participacién en el rango de 0.72 a 0.74 % para todas las
razas (Cejna y Chladek, 2003; Buttchereit ef al., 2010) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Valores normales de sélidos en leche

Componentes Holstein Friesian Jersey
% de grasa 3.6 4.9
% de proteina 3.08 3.8
% de lactosa 4.6 4.8
% de minerales 0.72a0.74 0.7220.74
relacién grasa: proteina (WA 1.29

" relacion grasa proteina: por cada 1.17g de grasa producida en vacas Holstein Friesian, se produce ) g de proteina.

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Ceyna v Chladek, 2005. Buitcherent et al . 2010)

La produccion de grasa y protefna se encuentra elevada y positivamente correlacionada.
con lo que el balance entre la proteina y la grasa es relativamente constante en vacas funcionando
en forma normal. Cuando se presenia un exceso de carbohidratos y proteinas solubles en rumen
que causan un aumento de protones y de amonio respectivamente, la produccién de proleina se
hace mayor que la produccion de grasa, generando una inversion grasa: proteina o depresion en la
grasa lactea (Bobe et al., 2004; Sanchez, 2006; Walsh e al, 2007; Comea y Carulla, 2009;
Duflield et al., 2009). Por ¢l contrario, una relacion grasa: proteina muy alta, es un indicador de
balance energético negativo asociado a deficiencias en carbohidratos no estructurales. Por lo que
la cetosis subclinica propia de la lactancia temprana sugiere una alteracién de la relacién grasa:
proteina en leche, debido a una disminucién en la produccion de proteina laciea a causa de una
reduccién en el suministro de energia y un incremento en la produccién de grasa laciea,
ocasionado por la mayor disponibilidad de B-hidroxibutirato y 4cidos grasos libres, producidos

por el catabolismo de los lipidos corporales (Gantner et al., 2009; Buttchereit ez al., 2010).

' 53 MCA-UAM-X




IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La carencia de un estudio que cuantifique la relacion entre el B-hidroxibutirato sanguineo y la
produccién de grasa y proteina de leche durante la lactancia temprana; asi como la posibilidad de
utilizar esta asociacién, para generar modelos discriminatorios que permitan monitorear el -
hidroxibutirato sanguineo y estimar la presencia de cetosis subclinica no como una prueba de

diagndstico individual, sino como una herramienta para el diagnéstico del hato.

V. OBJETIVOS

V. 1. General
Evaluar a fravés de un estudio transversal durante la lactancia temprana, si el B-hidroxibutirato

sangu(neo se relaciona con la produccion de grasa y proteina de leche.

V. 2, Particulares
» Investigar la magnitud y el sentido de asociacion en cuanto a:
e B-hidroxibutirato — grasa por hato.

¢ [B-hidroxibutirato — proteina por hato.

f3-hidroxibutirato — relacién grasa: proteina.
Definir 1a asociacion en términos de una ecuacion matemdtica.

Generar un modelo para monitorear la concentracidn del 3-hidroxibutirato sanguineo.

Y V V¥V

Generar un modelo para estimar la presencia de cetosis subclinica.
VI. HIPOTESIS
Si durante la lactancia temprana el B-hidroxibutirato sanguineo estd en funcién de la produccion

de grasa y proteina de leche; entonces a partir de esa relacion es factible monitorear el §-

hidroxibutirato sanguineo y estimar la presencia de cetosis subclinica en el hato.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VIIL. 1 Trabajo de campo

VIL 1. 1. Colecta de las muestras de leche

Los procedimientos realizados con las vacas seleccionadas siguieron las directrices del Canadian
Council on Animal Care (CCAC). Se trabajd con 59 hatos ubicados en Québec Canada,
registrados en Dairy Production Centre of Expertise for Québec and the Atlantic (VALACTA),
durante ¢l periodo comprendido entre los meses de septiembre del aflo 2011 a mediados de marzo
del ano 2012.

Las vacas fueron seleccionadas a partir de sus registros: a) por composicion racial: més
del 85 % del grupo genético Holsiein Friesian, b) en lactancia temprana, c) por produccion de
leche: mas de 8000 kg anuales por vaca y d) por nimero de lactancia: segundo vy tercer parto.
Este patron de seleccidn fue debido a que estudios previos identificaron un incremento en la
cetosis subclinica con el aumento del nimero de partos, localizando la mayor prevalencia en el

segundo y tercer parto (Duffield er al., 2009).

De cada hato se colectaron 10 muestras dc leche-una por vaca durante el ordefio de la
mailana en frascos de 100 mL con tapa, previamente identificados con el namero de registro del
animal. Las vacas seleccionadas en cada hato sc estandarizaron de acuerdo a su dia de lactancia
para lograr una homogencidad en las muestras individuales, posteriormente se formaron 59
muestras combinadas, una por cada hato con volumenes colectivos de 100 mL cada uno y se
registré la media de produccion de leche del grupo. Inmediatamente después del mezclado
invirtiendo [0 veces cada muestra combinada de leche, se utiliz6 Bronopo! (0.04 /100 ml;
Rroad Specirum Microtabs [ D&F Contral Systems. Inc., Dublin. CA) como método de
conservacion (Sanchez er al.. 2005) y se¢ almacend a 4 °C para su posterior analisis en seric al

final del periodo de coleccion.
VIL 1. 2. Colecta de las muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron colectadas por puncion en la vena coccigea utilizando tubos al

vacio sin anlicoagulante previamente identificados con el numero de registro y hato de la vaca,
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aunque el B-hidroxibutirato es el metabolito mas estable de las cetonas presenta variaciones
asociadas con el consumo de alimento (LeBlanc, 2010) por lo que todas las muesiras se
colectaron siempre a la misma hora del dia, en ayunas ¥ después del ordefio de {a mafiana. La
sangre se enfri6 a 4 °C y se transportd al laboratorio del Deparlamento de Biomedicina
Veterinaria en la Universidad de Montreal en Québec Canadd, para formar los respectivos pools
(alfcuotas de 10 mL cada una, de 10 muestras individuales estandarizadas igual que con la leche)
para la deteccion del estado metabdlico del hato como lo describe van Saun (2006), el suero se
preparé6 por centrifugacion a 1500 x g durante 20 min a 4 °C y cada muestra se congeld a -20 °C

hasta su andlisis.

VH. 2 Trabajo de laboratorio

VIL 2. 1. Espectrofotometria en el infrarrojo por transformada de Fourier (FTIV)

Las muestras de leche se alemperaron hasta alcanzar 37 °C a bano Maria y se analizaron para
determinar la concentracién de grasa y proteina con equipo MilkoScan (Foss Flectric.. Hillerod.
Denmark), que trabaja con la region infrarroja media del espectro electromagnético (Figura 18)
cubriendo fotones con una longitud de onda de 2.5 a 14.3 pm v con una frecuencia en el numero

de veces que vibra su onda de 4000 y 700 cm' respectivamente (FOSS, 2011).

frecuenaia 4000 700 200 an't™
S SOt S T S —— [—— Y.
<pmV < 10nmY <380om <780am O 7T pm'’ 2.5 um 0 em
ek L A =
1vos gamma tavos X ultravieleta J‘“MEI coranao medio —[ Prthy J! microondas
b ey r—ovree= BRI litas b (ERS———— . S e &

N picometrar [x 1077 m; ) Nandmetro. Ix 107 m. ™ Micrémetro. 1x 10° m; *? Centimetro. centésima parte de un

@ ¢iclos por centimetro- vmdad de magnitud que indica la frecuencia can que vibra una onda en un

metro,
centimerro;  lema griega  {longitud de onda).
Fuente: Elaboracton propia a partir de (FOSS, 201 1).

Figura (8. Region infrarroja del espectro electromagnélico cubierta por MilkoScan
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El MilkoScan envié un haz de luz por diferentes espejos hasta atravesar un monocromador
(Figura 19) que dividi6 la luz blanca proveniente de una ldmpara de tungsieno en su banda de
longitudes de onda seleccionando el rayo de luz infrarrojo, posteriormente éste fue separado en
dos rayos, uno atraveso a cada una de las muestras de leche, y cl otro atraves6 por una muestra de
referencia, registrandose la cantidad de fotones absorbidos en cada longitud de onda y la
promocién subsiguiente del electrén o electrones desde un nivel de energfa a otro (van Knegsel et
al., 2010), posteriormente se escaned el espectro electromagnético mediante la transformada de
Fourier, que descompuso la sefial periédica en una suma de senos y cosenos formando una base
de datos, a partir de la cual, la transformada de Fouricr cambid las amplitudes de onda a
frecuencias permitiendo hacer muhiples lecturas de una sota muestra y conocer las frecuencias
contenidas en todos los tiempos en que existi6 [a sefial de manera simultanea. De esta manera el
MilkoScan trazd el espectro de absorcién, e identificé la cantidad de radiacién absorbida, la
longitud de onda, la forma del espectro y el tipo de enlaces quimicos presentes, (Rutten ef al.,

2009).

Luzr UV
lamparade

deuteno

Muesoa de
referenca

Muestra para

de hungsteno
anahsis

Y Monocromador; @ Fatodetector
Fuente: Elaboracion propia a partir de (FOSS, 2011).

Figura 19. Principio técnico del espectrofotémetro de absorcién de luz infrarroja

El principio 6ptico del sistema de medicion del espectroflotémetro contenido en el
MilkoScan, se basé en el hecho de que la luz se comporta como particulas de energia

independientes (fotones) cuando interacciona con la materia para transferir una cantidad fija de
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energia (Figura 20), por tal motivo toma valores discretos mas que continuos (Rutten ef al., 2009;
van Knegsel et al., 2010). Los intervalos mas pequefios entre los valores discretos son llamados
cuanto o Quanium en latin y su energia esta dada por la Constante de Planck (k) = 6.626 X 107

julios por segundo y la frecuencia (v) (van Knegsel ef al., 2010).

Enlace

Atomosdela ___—

Molécula

[Rmi o -“_‘{ X
LaseRsl pendica s | =5
descompone en una suma de:

s

M rayo de luz infrarrojo; ? letra griega A (longitud de onda) es la distancia de un maximo de la onda al sigwente,
3 - . ..

Y letra griega v (fTecuencia) es la cantidad de maximos de onda que pasan por un punto fijo por una unidad de
tiempo, se expresa en segundos reciprocos s o hertz, Hz, *) amplitud. es la allura de una onda, medida desde el

punto medio hasta el maximo.

Fuente: Elaboracion propia a partir de (Rutten er al., 2009, van Knegsel et al., 2010}

Figura 20. Principio 6ptico del sistema de medicion del espectrofotometro contenido dentro del

MilkoScan™ FT+

E] equipo MilkoScan se baso en dos longitudes de onda o filtros para grasa:

1. Grasa A: la absorcién se debié a las vibraciones de estirado en los enlaces (>C=0) del
grupo carbonilo presentes en los ésteres con una longitud de onda de 5.72 pum. (Figura 21)
(FOSS, 2011). Por tanto, este filtro cuantificé el nimero de moléculas de grasa con
independencia de la longitud y el peso de los 4cidos grasos individuales.

2. Grasa B: la absorcion se debid a las vibraciones de estirado en los enlaces (C-H) de las

cadenas de 4cidos grasos con una longitud de onda de 3.48 um. (Figura 21) (FOSS,
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2011). Por tanto, este filiro cuantificé la longitud de la cadena por el nimero de enlaces

donde se absorbié la luz v la cantidad de moléculas de acidos grasos.
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longirud de onda de $ ‘ .72 pm longlrud de onda de 3.48 jum

Fuente: Elaboracion propia a parur de (FOSS, 2011).
Figura 21. Filiros del MilkoScan™ FT+ para grasa

La molécula de proteina estd formada por aminodcidos unidos mediante enlaces
peptidicos (Rutten ef al., 2009). La absorcion s¢ debid a las vibraciones de estirado en los enlaces
(-CO-NH-) de los enlaces peptidicos, con una longitud de onda de 6.5 um (Figura 22) (FOSS,
2011). Por 1anto, este filtro cuantific6 el nimero de moléculas de proteina junto con la

concentracidn de los aminodcidos individuales por el nimero de enlaces presentes en la muestra.

Enlaces peptidicos |

H “ oY “H H o¥ M H H o
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. - o - ,
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Fuente: Elaboracién propia a parur de (FOSS. 2011)
Figura 22. Filtro del MilkoScan™ FT+ para proicina
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Posteriormente, el MilkoScan identificd el porcentaje de grasa y proteina por interpolacion del
espectro de absorbancia de las muestras de leche, con una curva de calibracion previamente
estandarizada para grasa y proteina almacenada en la memoria del equipo. Los métodos de

referencia utilizados son: Rdse Gotilieb para grasa y Kjeldahl para proteina (FOSS, 2011).

Con el fin de monitorear ¢l estado metabdlico del hato, representa una mayor utilidad
técnica conocer el desgaste productivo de la ubre. en comparacién con la cantidad de grasa y
proteina por cada kg de leche, por lo que se calcularon los kg producidos de grasa y proteina
totales por hato, tomando en cuenta la concentracién de grasa y proteina por kg de leche y la
media de produccién de leche del grupo de cada pool, los modelos adoptaron las siguientes

ecuaciones:

kg de grasa por hato = concentracion de grasa por kg de leche x kg de leche producida

kg de proteina por hato = concentracion de proteina por kg de leche x kg de leche producida

VII. 2. 2. Método enzimitico NAD* dependiente

Las alicuotas con el suero se atemperaron hasta alcanzar 37 °C a baflo Maria y se analizaron para
determinar la concentracién de B-hidroxibutirato en pM, mediante el método enzimatico NAD'
dependiente con el Kit art. 1007, RANDOX (Cuadro 10) (RANDOX, 2009).

Cuadro 10. Materiales suministrados en el Kit art. [007, RANDOX

Componentes Composicion del reactivo Concentraciones iniciales de las soluciones
Tampén, pH 8.5 Tampon tris 100 mdf
EDTAY 2 mM
Acido oxdlico 20 mM
Enzima/Coenzima NAD™® 2.5 mM
8-HBDH® 0.12 U/mL™
Patrén B-hidroxibutirato 1.0 mM

M 4c1do Etilendiamimotetraacético; ' Dinucleétido de nicotinamida y adenina, ” B-hidroxibutirato deshidrogenasa;
 unidades intermacionales por milihitro.
Fuente: Elaboracion propia a partir de (RANDOX, 2009).
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El método enzimético NAD' dependiente se basé en la accién de la enzima (-hidroxibutirato

deshidrogenasa en la oxidacién del B-hidroxibutirato (Figura 23):

B-hidroxibutirato + NAD' = NADH + H* + aceloacetato

Tanto el NAD" como el NADH absorben luz ultravioleta, ¢l pico de absorcion del NAD®
se encuentra cn una longitud de onda de 259 nm y el pico de absorcién det NADH se encuentra
en una longitud de onda de 339 nm (RANDOX, 2009). Esta diferencia en el cambio de
absorbancia, entre las formas oxidada y reducida, esta en relacion directa con la concentracion de
B-hidroxibutirato por lo que se cuantificé su absorcion en el ultravioleta a 340 nm (RANDOX,
2009) mediante un espectrofotdometro (Coulter Dacos Biochemistry Analyzer; Coulter, Hialeah,
FL) por interpolacion del espectro de absorbancia de las muestras de suero con una curva de
calibracion previamente estandarizada con el patron que incluye el Kit RANDOX, art. 1007 con

el B-hidroxibutirato 1.0 mA4.

oH 9
d Cop-
~
HCT e
i
. Bhidroxibudrato
- i
longitud de onda 340 nm B-hidll'oxibutiralo
deshidrogenasa
NADH + H*
(8] 0
DL

Fuente: Elaboracion propia a panir de (RANDOX, 2009}
Figura 23. Oxidacién de B-hidroxibutirato a acetoacetato por accién de la enzima B-

hidroxibutirato deshidrogenasa

VIL. 3. Trabajo de gabinete
Para ¢l tratamiento de los datos obtenidos se utilizé el programa estadistico (SAS, Inslitute Inc.

2001) (version 8.2, Cary, NC) (Anexo 1 y 2). Los resultados cuantitativos se expresaron en forma
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de media aritmética, desviacion estdndar, valores minimos y maximos y distribucién normal.
Para cuantificar la magnitud y ¢l sentido de asociacién entre las variables estudiadas, se realizé
un modelo de regresién lineal (PROC REG: SAS, 2001) cuya significacion estadistica se
manifesté por el Coeficiente de Correlacién de Pearson (PROC CORR; SAS, 2001) y un valor (P
<0.05).

La forma geométrica de la nube de puntos pertenecientes a una regresion lineal. puede ser
descrita por un elipsoide. La localizacién, forma y tamanio de la elipse refleja la media. varianza y
covarianza de las observaciones; sin embargo, cuando los valores atipicos (Outlier) estdn
presentes en los datos, la matriz de varianza-covarianza se extiende hacia ellos y los primeros
componentes principales serdn dirigidos a estos puntos en la periferia. Por consiguiente, el vector
no definira adecuadamente la direccion del modelo de regresién; a la par de esta situacién, en la
distancia Euclidiana se presenia el problema de que las variables pueden estar correlacionadas
entre si, ocasionando un cfccto de redundancia (Fricndly, 2008). Por lo que los valores atipicos se
determinaron mediante ¢] Macro (ROBUST MULTIVARIATE OUTLIER DETECTION; SAS,
2001) que calcula la distancia robusta de Mahalanobis para cada observacién (Friendly, 2008),
estc Macro toma en cuenta las correlaciones entre las variables y la variabilidad de clases

mediante la formula:

dp(x.X) = /(X - XIB, X = X)

donde:

d,,(x.X) = distancia robusta de Mahalanobis;

X = vector de la observacién que se quiere medir;
= vector de la media de las observaciones; y

X
JI I' = matriz de varianza-covarianza de Jas observaciones.

El Macro Outlier asigna un peso a las observaciones cuyo valor liene probabilidad de ser
(chi®) < P donde las observaciones con menor varianza tienen mas importancia que las de mayor
varianza. El programa editor de] Macro permite modificar el valor asignado a P. (PVALUE =

0.05, 0.5, 1, 2, 3... y hasta 10) alterando la forma y tamafio de la elipse de acuerdo a su matriz de
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varianza-covarianza (Figura 24). De manera simultdnea permite modificar el numero de pasos o
repeticiones a través de los datos para realizar recortes multivariados consecutivos que separen a
los potenciales valores atipicos de la base de datos.

5 | Macro Outher
Distancia robusta de Mahalanobis

&

Joo

£
<
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g
o =
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@
o
[ -
5%
>
=
L4
g o Bensidad de la elipse
.‘J-
,
] /
TI00 200 300 400 B0D 600 700 BOO 900

Vanable independiente
Fuente: Elaboracion propia a partir de (Friendly. 2008)
Figura 24. Modificacion en la densidad de la elipse: Macro Outlier. distancia robusta de

Mahalanobis

l.a variable concentracién de B-hidroxibutirato en suero, fue la que mas variacién mostré
en sus valoses, por |0 que para mejorar Ja distribucién normal de sus residuales fue necesario
transformarla a su funcién logaritmica natural: In del B-hidroxibutirato. Para examinar la
posibilidad de estimar la concentracion del B-hidroxibutirato a través de sus variables asociadas,

los modelos estadisticos adoptaron las siguientes ecuaciones:

In(B-HBA)=0a + ,6'] *kg de grasa por hato + ¢;
In(B-HBA)=0 + 8 ) *kg de proteina por hato + €;

In(3-HBA) = a + ,81 *relacion grasa: proteina - e;
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donde:

In (B-HBA) = logaritmo natural del B-hidroxibutirato en suero;

a = intercepto al eje ¥

B, = coeficiente estimador; y

e, = error estandar de la estimacion: diferencias entre lo que postula el modelo y lo que se

observa.

Se revisaron los principales supuestos para cada modelo de regresion (PROC
UNIVARIATE; SAS, 2001). La forma funcional lineal se comprobé visualmente con una
gréfica, la normalidad de los residuales o errores se verificd mediante la prueba Shapiro-Wilk e
histograma, la Homocedasticidad se confim¢é visualmente con una grifica que compard la
varianza de los valores residuales frente a los valores previstos y se verifico la no auto

correlacion de los residuales mediante la prueba de Durbin-Watson.

Para describir la relacion entre la variable de respuesia dicotémica (Y = 0/1; ausencia de
cetosis subclinica / presencia de cetosis subclinica) con la variable explicativa continua: relacién
grasa: proteina y discriminar entre hatos sanos y hatos afectados por cetosis subclinica se fijé un
punto de corte critico a | maf de B-hidroxibutirato sanguineo de acuerdo a (Sorribas er al., 2002;
Goldhawk er af., 2009) y diez puntos de corte profilactico entre 0.9 y 1 mM para identificar ¢l
mejor punto de corte para el modelo de regresién logistica (PROC LOGISTIC, SAS, 2001).

Puesto que la verosimilitud es un nimero muy pequefio (comprendido entre 0 y 1) el
modelo de regresion logistica utilizo la siguiente ecuacién basada en el logaritmo neperiano de la
verosimilitud (Schiaffino e a/., 2003) para cuantificar hasta qué punto el modelo se ajustd bien a

Jos datos:

[P/(1 = P)] = exp (Bo + fTx)

donde:
P = probabilidad de que un hato con variable explicativa continua x se clasifique con cetosis
subclinica;

Bo = intercepto al eje Y;
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' = estimador de maxima verosimilitud de la variable explicativa continua x. y

x = vaniable explicativa continua: relacién grasa: proteina

Posteriormente, se establecié un intervalo de confianza al 95 % para cl vector del
estimador de maxima verosimilitud ﬂT v se cuantificod el exceso o defecto de ventaja sobre la
probabilidad (odds rario. OR) que tienen los hatos expuestos a una modificacion en la relacion

grasa: proteina de presentar cetosis subclinica frente a no padecerla.

Schiaflino er al. (2003) establecieron que exisle una relacion directa entre el estimador de
maxima verosimilitud A y el OR. Esto significa que el £ en regresién logistica se expresa en

funcion del logaritmo neperiano del exceso o defecto de ventaja sobre la probabilidad:

In (odds) = (pq)

donde:

In = logaritmo neperiano de la verosimilitud;

odds = exceso o defecto de ventaja sobre la probabilidad,;
p = probabilidad de presentar de cetosis subclinica: y

q = probabilidad de ausencia de celosis subclinica.

El programa (PROC LOGISTIC; SAS, 2001) calculé la OR para relacién grasa: proteina
simplificando la ecuacién al climinar el In mediante la elevacién de los pardmeltros estimados, a

la potencia del estimador de méaxima verosimilitud A7 para la relacién grasa: proteina:

In (p/q) = OR = Exp (87)

donde:

In = logaritmo neperiano de la verosimilitud;

p = probabilidad de presentar de cetosis subclinica;

q = probabilidad de ausencia de cetosis subclinica;

OR = exceso o defecto de ventaja sobre la probabilidad; y

A" = estimador de maxima verosimilitud para la relacién grasa: proteina.
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Por ultimo se revisd en qué medida el modelo se ajustd a los datos por asociacién de
probabilidades previstas y respuestas observadas determinando la sensibilidad o razén de
verdaderos positivos, especificidad o razén de verdaderos ncgativos, falsos positivos o error de
tipo 1, falsos negativos o error de tipo Il y el 4rea bajo la caracteristica operativa del receptor

{curva ROC) de acuerdo a (Schiaffino er al., 2003) mediante las siguientes formulas:

VPR =100*Y=1Icoprec / (Y=1comrec * Y=0jncorrec/

donde:
VPR = sensibilidad o razén de verdaderos positivos;
Y=1.arme = presencia de cetosis subclinica clasificada correctamente; y

Y=0ue0ree = aUseNcia de cetosis subclinica clasificada incorrectamente.

SPC =100*Y=0copyec / (Y=0correc T Y=incorrec’
donde:
SPC = especificidad o razon de verdaderos negativos:
Y=0.rrec = ausencia de cetosis subclinica clasificada correctamente; y

Y=l neorree = Presencia de cetosis subclinica clasificada incorrectamente.

!

FP =100%Y=1pcomec / (Y=1comvec * Y=lincorrec/
donde:

FP = falsos positivos o error de tipo [;

Y=l meorrec = presencia de cetosis subclinica clasificada incorrectamente; y

Y=1.mee = presencia de cetosis subclinica clasiticada correctamente.

EN = 100*Y=0jncomrec / (Y=0correc + Y=Oincorrec’
donde:
FN = falsos negativos o error de tipo II;
Y=0ineorree = ausencia de cetosis subclinica clasificada incorrectamente; y

Y=0.0re. = ausencia de cetosis subclinica clasificada correctamente.
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VIIl. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

El trabajo de campo tuvo una duracién de 6 meses y medio, abarcando de septiembre del ano
201) a mediados de marzo del ano 2012. el trabajo de laboratorio cubrié el perfodo comprendido
entre el mes de octubre del afto 2011 a principios de abril del afio 2012 y para el caso del trabajo
de gabinete éste cubri6 de mediados del mes de octubre del ano 2011 a mediados de abril del afio
2012 (Figura 25).

Trabajo de campb L

Trabajo de de laboratorio

Traba]'o de de gabinete

Documentd de tesis de grado

®

I Articulo cientifico

19 de septiembre al 13 de diciembre del afo 2011, 16 de enero al 10 de abril del afio 2012, "7 de mayo al 27
de julio del afo 2012; ’ acuse de recibo de articulo enviado a |2 revista del padron de excelencin de Conacyt o en e
Insutute for Scientific Information (1S1)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 25. Cronograma de actividades
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Los hatos seleccionados mostraron una media y desviacion estdndar de 78 + 24 dias en lactancia
con valores maximos de 152 y minimos de 19 dias (Cuadro 11) ubicandolos dentro de la
lactancia temprana, con una media y desviacién estdndar de 33.21 = 4.04 kg/dia para su

produccion de leche.

Cuadro I]. Caracteristicas de los hatos en estudio, n = 59 hatos

Variable Media Desv Esta® Minimo Miaximo Normalidad™
No DL dias 78 24 19 152 0.53
PROD_LECH_HATO®Y. kg/dia 33.21 4,04 22.90 39.92 0.02
BHBA®, uM 778.51 1.69 553.65  1329.15 SN
In del BHBA ! 6.63 0.19 6.31 7.19 0.03
PROD_GRAS_HATO™, kg/dia 1.25 0.15 0.85 1.53 0.08
PROD_PROT_HATO, kg/dia 1.05 0.12 0.76 1.24 0.06
RGP, g de grasa/g de proteina i.19 0.06 1.07 137 0.07

45 (

numero de dias en lactancia, ® produccion de leche por hato, ® concentracion de B-hidroxibutirato en suero;

®) Jogaritmo natural de) 8-hidroxibutirato en suero,  produccion de grasa por hato, ' produccion de proteina por
hato: ‘" relacion grasa' proteina, ™ Desviacion Estandar, ® prueba Shapiro-Wilk, SN = sin distribucion normal P >
0.005

Una adaptacién exitosa durante el posparto conduce a una lactancia temprana sana y
productiva, mientras que una respuesta de adaptacion deficiente puede conducir a una multitud de
problemas metabélicos, como cetosis subclinica y alteracion de los componentes de la leche. Uno
de los indicadores para una respuesta adaptativa deficiente, es el aumento de las concentraciones
de cuerpos cetdnicos circulantes (LeBlanc, 2010). En este sentido, los 59 pools de suero
analizados mostraron una media y desviacién estandar de 778.51 £ 1.69 uM de B-hidroxibutirato,

con valores maximos de 1329.15 y minimos de 553.65 pM (Cuadro 11).

La utilizacion de cuerpos cetonicos por las células del organismo, €s una funcién normal
en el metabolismo de los hatos lecheros; sin embargo, la capacidad individual para manejar
elevadas concentraciones de cetonas puede variar de una vaca a otra. La definicion de un caso de

cetosis subclinica en la vaca lechera se establece como presencia en la circulacién de un nivel
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excesivo de cuerpos cetdnicos con ausencia de signos clinicos. En los Gltimos aftos para
discriminar entre vacas sanas y vacas afectadas por cetosis subclinica se han utilizado difercntes
puntos de corte con respecto al B-hidroxibutirato sanguineo, basandose en la produccion y el
deterioro de la salud de la vaca lechera: 1.2 mAf (Geishauser er al., 1998; van Knegsel ef af .
2010), 1 mA/ (Sorribas et al., 2002: Goldhawk ef al., 2009) 6 1.4 mM (Duftfield el al.. 2009;
lwersen et al., 2009). En base a estas referencias los valores maximos registrados en el estudio,
sugieren el riesgo de una reduccidn en el rendimiento de leche durante la lactancia (emprana.
Duffield er al. (2009) confirmaron esta afirmaciéon y establecieron una reduccién en la

produccion lechera de 1.88 kg/dia con valores cercanos a 1.4 mM de B-hidroxibutirato en suero.

Las muestras de leche mostraron una media y desviacion estandar de 1.25 £+ 0.15 kg/dfa
para la produccién de grasa lactea por hato, con valores minimos de 0.85 kg/dia y valores
maximos de 1.53 kg/dia. Con respecto a la produccién de proteina lactea por hato se registré una
media y desviacién estandar de 1.05 = 0.12 kg/dia, con valores minimos de 0.76 kg/dia y valores
maximos de 1.24 kg/dia.

En relacién a estos valores Gantner et al. (2009) y Bultchereit e/ al. (2010) establecieron
que con el fin de compensar el déficit energético propio de la lactancia temprana, se genera una
oxidacion incompleta de sustratos gluconeogénicos enddgenos como triacilgliceroles corporales,
elevando la concentracién de grasa en leche por un incremento en la disponibilidad de B-
hidroxibutirato y &cidos grasos libres y reduciendo ligeramente el porcentaje de proteina en leche
a causa de una reduccion en el suministro de energia. En base a estas referencias los valores
regisirados confirman adaptaciones bioquimicas en el organismo de las vacas para garantizar su

produccion lactea.

El Cuadro 12 muestra las ecuaciones de regresién lineal que describen la variacion del In
del B-hidroxibutirato durante la lactancia temprana. Los resultados indican que la produccién de
grasa por hato, no present6 asociacion estadistica con el In del B-hidroxibutirato (£ > 0.10), por
su parte la produccién de proteina por hato mostré un Cocficiente de Correlacion de Pearson
negativo (r = -0.25) lo que sugiere que la produccién de proleina por hato se reduce ligeramente

mientras el In del B-hidroxibutirato aumenta progresivamente.
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Cuadro 12. Ecuaciones de regresién lineal que describen la variacién en el In del B-

hidroxibutirato durante la lactancia temprana, n = 59 hatos

Modelo R’ r P-valor™
In (B-HBA)Y" = 6.59 + 0.03 * kg de grasa por hato + 0.17 0.00 0.02 NS

In (B-HBA) = 7.05 - 0.40 * kg de proteina por hato + 0.19 0.06 -0.25 0.0496
In (B-HBA) = 4.20 + 2.02 * relacion grasa. proteina + 0.3) 0.42 0.65 <0.001

™ Jogarnmo natural del B-tdroxibutirato, ¥ probabilidad de asociacion estadisicamente significaiva NS = no

significativo P> 0.10

La asociacién estocastica entre la relacién grasa: proteina de leche y el In del 8-
hidroxibutirato, cubre ¢l supuesto de forma funcional lineal (Figura 26). El modelo present6 una
relacién media, R? expresado en porcentaje = 42 (P < 0.001) con un Coeficiente de Correlacion
de Pearson positivo (r = 0.65) lo que sugiere que la relacién grasa: proteina se incrementa

progresivamente conforme el In del B-hidroxibutirato también aumenta.

007 1n (B-HBA) = 4.20 + 2,02 * relaclén grasa; proteina + 0.3)
751

~ o~

.50

~

.25
7.001

o

.15

In del 8-bidroxibutirato

o

.50

o

.25

4

.00 1

1.0 1.1 .2 1.3 1.4
relacion grasa: proteina (g de grasa/g de proteina)

Figura 26. Relacién entre ¢l In del -hidroxibutirato y la relacién grasa: proteina de leche. In del

B-hidroxibutirato (e); respuesta pronosticada (—)
El modelo In del B-hidroxibutirato y la relacién grasa: proteina de leche presentdé P < W =

0.05 como valor estadistico para la prueba de Shapiro-Wilk, por 1o tanto, de acuerdo a su

proximidad a 0.5 se establece que se cubre el supuesto de normalidad para sus residuales (Figura
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27), presentd 1.97 como valor estadistico para la prueba de Durbin-Watson, por lo tanto, de
acuerdo a su proximidad a 2 se establece la no auto correlacion de los residuales. Con respecto a
la Homocedasticidad. se observé que la varianza de los errores estocasticos para cada modelo de

regresion fue la misma para cada observacién (Figura 28) cubriendo el supuesto del modelo.

30 7 Shapiro-Wilk. P < W = 0,05

25

zo ~

6—-pr~3B0%Y0 T

-6.3 -0.2 -a.1 ] 0.1 0.2 0.3
Residuaies

Figura 27. Normalidad de tos residuales: modelo lineal In del B-hidroxibutirato = relacion grasa:

prot¢ina de leche
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Figura 28. Homocedasticidad: modelo lineal residuales = previstos. Residuales (®): respuesta

pronosticada (—)
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La glandula mamaria utiliza nutrientes energéticos como la glucosa para sintetizar aminodcidos
no esenciales y cubrir la sintesis de protelnas de la leche (Doepel y Lapierre, 2010). Sin embargo,
durante la lactancia temprana los acidos grasos no esterificados también utilizan nutrientes
energéticos para realizar su oxidacién mitocondrial (Sanchez, 2006) generando una competencia
por glucosa con la glandula mamaria. Esto sugeriria una marcada reduccion en la sintesis de
proteinas de la leche en hatos con cetosis subclinica. Sin embargo, la variacion explicada por el
modelo sélo alcanzd el 42 % con la refacion grasa: proteina de leche. Estos resultados sugieren
que fa glandula mamaria aitera de manera diferente su captacion de glucosa y aminoacidos en
respuesta a la cantidad y el perfil de nutrientes presentado a la misma. Hip6tesis apoyada por
Doepel y Lapierre (2010) y Lemosquet er a/. (2009), que establecieron que cuando la energia se
limita, la glandula mamaria obtiene parte de su energia a partir de otros nutrientes diferentes a la
captacion de glucosa mamaria como acetato, B-hidroxibutirato y aminodcidos esenciales. Por lo
tanto el modelo propuesto alcanza sélo el 42 % debido a que las variaciones observadas en la
relacion grasa: proteina de leche estan vinculadas a los intercambios metabolicos entre varios
nutrientes energéticos, tanto a nivel corporal como a nivel mamario por lo que estas variaciones

no se explican iinicamente por la disponibilidad de glucosa en la glandula mamaria.

Dado que la relacién grasa: proteina de leche refleja el estado de equilibrio energético del
hato (Cejna y Chladek. 2005; Lemosquet et al., 2009; Buttchereit et al., 2010) y que esta variable
presenta una relacion media y positiva con [a concentracién de B-hidroxibutirato sanguineo, se
generd ¢l Cvadro 13 con los valores previstos calculados 4 partir del modelo de regresién,
estableciendo que con 95 % de confianza tanto el valor de la variable dependiente como el de su

previsto se encuentran dentro del rango establecido con un a de 0.95.

El modelo lineal propuesto podr(a ser una herramienta Gtil para los administradores de
multiples hatos. Los hatos con una marcada lipo-movilizacion, mostrada a través de una relacién
grasa: proteina de leche c¢levada durante la lactancia temprana, pueden ser marcados para una
atencion adicional y prevenir la presencia de cetosis subclinica y la pérdida de leche (Duflield er

al., 2009) o para hacer un diagnédstico anticipado de problemas posteriores al parto.
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Cuadro 13. Valores previstos: modelo lineal B-hidroxibutirato = relacién grasa: proteina
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43 TO7 17 706 27 671 83 - ERE-R) - 953 37 0 %0 -0
¢ §l9 02 s28 82 788 20 - §15.60 - 113003 G 80 022
47 8jz n 81 4 T80 5% - 6431 83 - 11a7 63 a sa -0 22
45 21 09 820 57 780 55 - 601,55 - 1118 79 [ ) orl
19 111,58 77278 74248 - 572,39 1053 3 a 79 -0 23
0 6331 76 63270 389 92 - 464 05 - 562 63 106 0 0o
31 71595 715 10 06 27 539 13 99227 RO O 1e
52 51 68 780 %5 749 95 372.49 1053 63 113 a2
53 854 89 €54 06 81241 - 4626 4) = 1164 45 a 83 019
34 §3803 81712 W63 - 620,17 - 1141.39 0 89 -0.12
55 T43 37 742 48 713 37 - 543 57 - 1gaz 25 108 008
6 53 52 787 48 727798 ; 26116 10327 104 @04
57 926 54 92519 862 64 - 992 27 678 5§ - 1301 43 135 030
58 825 %0 828 82 78840 - 871 31 S14.00 - 1130.03 108 008
39 IR} 47 780 55 749 95 - 812 41 572 49 - 1453 63 a9 -0 08

' B-hidroxibutirate pAf. ' Difrencia cntre los valores observados v los valores estimados. ' Residual logaritmico

2
')
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El Cuadro 14 muestra los estimadores de la regresion logistica utilizada para examinar la
asociacién entre [a ausencia y presencia de celosis subclipica con respecto a la relacién grasa:

proteina de leche.

Cuadro 14. Estimador de maxima verosimilitud (8"), odds ratio [Exp (#")]. Max re-escalado R*
(MRR?2), sensibilidad, especificidad, falsos positivos (F*) falsos negativos (F) de cctosis
subclinica a través de su asociacion con la relacién grasa: protefna de leche en 10 diferentes

puntos de corte de B-hidroxibutirato sanguineo, n = 59 hatos

Puntodecorte  p°  Exp(#’) MRR2 Sensibilidad Especificidad F' F
BHBA, mM

(%)
0.91 24.55 4.61 0.38 45.5 95.8 286 115
0.92 25.71 1.46 0.40 333 98.0 250 109
0.93* 28.05 1.52 0.44 375 98.0 250 9.1
0.94 28.05 1.52 0.44 37.5 98.0 250 9.1
0.95 28.05 1.52 0.44 37.5 98.0 25.0 9.1
0.96 24.84 6.19 0.39 42.9 98.1 250 73
0.97 24.84 6.19 0.39 42.9 98.1 250 73
0.98 24.84 6.19 0.39 42.9 98.1 250 73
0.99 24.84 6.19 0.39 429 98.1 250 73
1 24.84 6.19 0.39 42.9 98.1 250 73

Los resultados indican que [a relacion grasa: proteina presentd asociacion cstadistica con
la cetosis subclinica. El estimador de maxima verosimilitud " para el punto de corte critico
fijado en | mAf de B-hidroxibutirato sangulneo fue de 24.84 (P < 0.001). Para Ja escala
logaritmica de las probabilidades binominales (Logit), se establece que por cada aumento de una
unidad en la relacién grasa: proteing, el Logit aumentard en un 24.84. En lo referente al exceso o
defecto de vemaja sobre la probabilidad (odds ratio, OR) se establece que por cada aumento de
una unidad en la relacién grasa: proteina se tiene 6.19 veces mas ventaja sobre la probabilidad de

presentar cetosis subclinica.
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E] modelo fogistico propuesto demostrd ser util para estimar la presencia de cetosis subclinica a
partir de la relacién grasa: proteina de leche. Segiin los resultados del modelo, el mejor punto de
corte para buscar la profilaxis y anticipar el diagnostico de cetosis subclinica es de 0.93 mA/ de B-
hidroxibutirato sanguineo y se establece que por cada aumento de una unidad en la relacién
grasa: proteina se tiene 1.52 veces mas ventaja sobre la probabilidad de padecer cetosis subclinica

describiendo una forma sigmoidea en la respuesta pronosticada (Figura 29),

1.00

0.75

0.50

Probablidad (%)

0.25 4

0.00 DO M OO0DC [~] (o}

T
1.1 12 1.3 14
Relaclén grasa: profema de Ieche (B de grasa-g de proteina)

Figura 29. Prediccion de la probabilidad de cetosis subclinica a través de su asociacién con la
relacién grasa: protefna de leche. Intervalo de confianza del 95 %; punto de corte de 0.93 mM de

B-hidroxibutirato sanguineo; valores observados (o), respuesta pronosticada (—).

Las muestras de leche mostraron una media y desviacion estandar de 1.19 + 0.06 g de
grasa/g de proteina (Cuadro 11) para la relacién grasa: proteina de leche, con valores méaximos de
1.37 y minimos de 1.07 g de grasa/g de proteina. En este sentido Cejna y Chladek (2003)
establecieron que la relacion grasa: proteina en vacas Holstein Friesian se ubica en 1.17 gramos
de grasa producida por 1 gramo de proteina. Por lo que los valores méaximos registrados en el
estudio, sugieren la presencia de cetosis subclinica en varios hatos. Cejna y Chladek (2005) y
Mulligan ef al. (2006b) confirmaron esta afirmacion, indicando que valores cercanos o superiores

a 1.4 indican una gran deficiencia energética y cetosis subclinica si los cuerpos cetonicos estan
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presentes y que un aumento en la relacién grasa: proteina de leche en una proporcién significativa
de vacas durante lactancia temprana, sefiala un problema de transicion que deberia ser tratado a

nivel de hato en el primer periodo seco y el periodo transitorio.

El Cuadro 15 muestra los porcentajes de sensibilidad y especificidad calculados a partir
del modelo logistico que relaciona la ausencia v presencia de cetosis subclinica con respecto a la
relaciéon grasa: proteina de leche y los porcentajes de sensibilidad y especificidad de cinco

pruebas comerciales para la deteccién de cetosis subclinica

Cuadro 15. Sensibilidad y especificidad del modelo relacién grasa: proteina y pruebas

comerciales para deteccién de cetosis

Prueba (distribuidor) Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Modelo logistico (relacion grasa: proteina de leche)™” 42.9 98.1
Ketolac™ tira reactiva (Hoechst, Unterschleissheim, Alemania)®® 3.4 100
Ketostix* tira reactiva (Bayer, Etobicoke, Ontario. Canada)® 4.6 100
Bioketone polvo (Biopharmaceutiques, Laval, Quebec, Canada)® 333 99.8
Ketocheck™ polvo (Great States. St. Joseph, Missouri)™ 27.6 100
Utrecht polvo (Universidad de Utrecht, Utrecht, Paises Bajos)™ 425 100

" datos de 59 muestras combinadas, una por cada hato (pools de 10 muestras individvales cada una) de leche y
sangre, punto de corte 1 mM de B-hidroxibuurato sanguimeo. ' datos de 529 muestras individuales (de 1 a 5 muestras
por vaca) de leche v sangre. punto de coric | maf de B-hidroxibutirato sanguineo para Kctolac y | 2 mAf de $-

hidroxibutirato sanguineo para Kctostix. Bioketone, Ketocheck y Utrecht. Fuente: (Geishauser er al., 1998).

El punto de corte critico fijado en I mAf de B-hidroxibutirato sanguineo para el modelo de
regresion logistica mostro valores de especificidad de 98.1 %, pero su sensibilidad fue menor de
lo esperado (42.9 %). Los resultados indican que el modelo logistico fue mas sensible para
identificar verdaderos positivos con respecto a Ketolac, Ketostix, Bioketone, Ketocheck y
Utrecht, siendo este tltimo el méas cercano al porcentaje de sensibilidad alcanzado por el modelo.
Con respecto al porcentaje de especificidad el modelo logistico registré 98.1 % para identificar
verdaderos negativos, un porcentaje ligeramente inferior en comparacién con las cinco pruebas
comerciales. Estos valores confirman que los hatos identificados con probable presencia de

cetosis subclinica mediante el modelo logistico, deben ser monitoreados mediante pruebas
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adicionales, mientras que los hatos con resultados de ausencia de cetosis subclinica pueden

descartarse con un grado ¢levado de confianza.

El &rea bajo la caracteristica operativa del receptor (curva ROC). fue de 0.83 (Figura 30),
mediante esta representacion de los pares (1-especificidad, sensibilidad) la curva ROC nos
proporciona una representacion global de la exactitud diagnéstica. Los resultados indican que
existe un 83 % de probabilidad que el diagndstico realizado a un hato con cetosis subclinica sea
mas aceptado que el de un hato sin celosis subclinica escogido al azar.

1 00

0.75 1

050
Area bafo la (curva ROC) = 0.8358 %)

ScnsidUidad (») verdadero posith o

0.25

Q.00

T T T T T

0.00 0.25 050 075 1.00
-e3pecificidad (%) fabo povitho

™ drea bajo la curva ROC 0.5 a 6 prueba mala, 0 6 a 0.75" prueba regular, 0 75 a 0.9: prueba buena, 0.9 a 0.97
prueba muy bucna, 0 97 a ) prueba excelente
Figura 30. Curva ROC: modelo logistico ausencia y presencia de cetosis subclinica = relacion

grasa: proteina de leche. Respuesta pronosticada (—)

Al respecto Sorribas er a/. (2002) establecen que si la prueba no permitiera discriminar
entre grupos, la curva ROC seria una diagonal que une los vértices inferior izquierdo y superior
derecho, por lo que al observar que la curva se localiza hacia el vértice superior izquierdo se

confirma que la curva ROC obtenida, si permite discriminar entre grupos,

Para cada variacién que produzca cambios en [a sensibilidad o especificidad, al menos un

caso pasa a ser considerado como verdadero positivo, 1o que corresponde a un trazo vertical, o
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como falso positivo, lo que da lugar a un trazo horizontal. En el caso de que se¢ produzcan
empates, es decir, dos 0 més casos con el mismo vator de la prueba: si el empate ocurre entre un
caso del grupo enfermo y otro del grupo sano aparecerd un trazo diagonal en la representacion
grafica (Sorribas ef al., 2002). En este sentido la curva ROC obtenida por la asociacién entre la
ausencia y presencia de cetosis subclinica con respecto a la relacién grasa: proteina de leche tiene
la forma de una escalera confirmando casos verdaderos positivos y falsos positivos y la ausencia
de casos con el mismo valor de la prueba entre el grupo enfermo y €! grupo sano ya que no se

observan trazos diagonales.
X. CONCLUSION

El modelo lineal In del [-hidroxibutirato = relacion grasa: proteina v el modelo logistico que
relaciona la ausencia y presencia de cetosis subclinica con respecto a la relacién grasa: proteina
de leche, son herramientas utiles para ¢l monitoreo de la concentracion del B-hidroxibutirato v la
deteccién de presencia de cetosis subclinica, especialmente porque la cuantificacién de la
relacién grasa: protefna de leche se obtiene a partir de las pruebas de rutina para el andlisis del
rendimiento de leche en cada hato. Sin embargo, con base en el porcentaje de variacién del In del
B-hidroxibutirato explicado por el modelo lineal y el porcentaje de sensibilidad registrado en el
modelo logaritmico, se sugiere sélo utilizar estas herramientas como un apoyo para ¢l monitoreo

del hato.
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X1. PROSPECCION

En la oxidacién complcta de los triacilgliceroles sc genera una disolucién en la que ¢l disolvente
es agua (H,0) y el soluto principal es dioxido de carbono (COs), esta mezcla origina acido
carbonico (H2CO;) 4cido débil que opera como un buffer al perder | 6 2 iones de hidrégeno (H')

generando bicarbonato (HCO;3') y carbonato (CO3%) respectivamente (Loerting y Bemnard, 2010).

Si la oxidacién de los triacilgliceroles es incompleta (como durante el balance energético
negativo, caracter(stico de la lactancia temprana) se origina cetosis subclinica con la biosintesis
de 4cidos no volatiles como el B-hidroxibutirato (Figura 31), sustancia que por su cardcter acido
es capaz de liberar iones H' en el liquido extracelular, aumentando varias veces su concentracion
y reduciendo la capacidad buffer del bicarbonato por intercambio idnico y por lo fanto se
incrementa la diferencia entre aniones y cationes en la sangre (Kraut y Madias, 2010). Por lo que
sugerimos en futuras investigaciones que pretendan mejorar ¢l modelo In del B8-hidroxibutirato =
relacion prasa: proteina de leche considerar la aponiaciéon del estado 4&cido: base con la

cuantificacién de variables sanguineas como Anién Gap y bicarbonato.

Anmenta i1 Menos Aimenio Suslratos endogenos
B - } et —
Fibra  Cmbohdralas _Proteinas Fibia  Carbohudralos Grasa  Prateinas
N L - i . - o O ' |
4 A J = |
Rumen A - | Rumen / - |
% 4 e | - - |
Ve . S |
| } > ~
Acgtica Bulinco Propidnica | Ac#lico Butinco Propiénico
s 4 +

| |
2 dlomos 3 dtomos
de carbona o carbong

3 atomos | 2 alomos |
de carbona| | | g gde carbona

| Acas grasos ¥

1.

Fostordacon oxdatva Fostoniacion axdativa

. H
Acetl Coenama Al . — Oralacelalo | no esterficados — Acetl r_”r,_r.;,m_.l,:} . _—— Onalacelalo Laclosa
Y | Y4 \
Cslralﬁ\, ’ }. ones de tidrdgena Cirato—~, ,/ \\
. | 1 \
1Ciclo de rrebs | : (H*) !‘C-cm de Krebs)
. ‘ | . — — b
o Acetona  Aceloacetato  G-hidioxibubrato N
N
-\ () (H*)
acido carbomca (HaC O3 == (CONNHO) acdo carbomco (HaCO3) e (COZHIH G}
Bicarbonato (HGO4 ) y Carbonato [CG-;{I Bac arbonatn (HC Oy ) y Carbonato iC\.'iJ?.)
A) B)

Fuente: Modificado a partir de (van Knegsel et al., 2007a)
Figura 31. Alteracion del estado 4cido: base. ™ Balance energético positivo, ® Balance

energético negativo.
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XII. APENDICE

Anexo 1. Editor SAS para monitoreo de B-hidroxibutirato sanguineo mediante regresién lineal

FITLE "Relacion entre el p-hidroxibutirato sanguineo v la produccion de grasa s proteina de Jeche';
OPTIONS NODATE NOCENTER NONUMBER.

PROC IMPORT OUT=WORK.Merge_profil_rtn_production

DATAFILE="C ‘Lisers\W ¢sartDeskiopiMergeprofil vim production shy"

DBMS=EXCEL2000 REPLACE,

SHEET=Data Original,

GETNAMES=YES;

DATA Data_Maestria. SET work Merge_proﬁl nm_producuon RUN;

Y I | ! \ wol atian . I RS
-=‘|.‘4 W PELYT LI TO= prodducoi e fresvieiin gt Botos 108 F s lacion
walia aritmesiea de los valures tesiduabes s | e et Dt coniendis e el Macio
PROC REG, MODFI In _BHBA=RGP; nulpul oul-templ r-rc5|d
PROC ANOVA_ CLASS Hato, MODLL resid=Hato,
PROC SORT out=temp]l, by Hato,
%let var_prod=No_DL PROD_LECH_HATO PROD_GRAS_HATO PROD_PROT_HATO RGP,
PROC MEANS DATA=templ;
VAR In BHBA &var prod: by Hato:
QUTPUT OUT=temp2 mean=mean_resid in_fHBA &var prod: RUN,

DATA lemp3 SET lempl,nbs mean remd—abs(mcan resxd) *uhs=vilores absolutos®”
Probaisihdad Jde ser elasiticados hatfier 1 e
%aulher(Datrlcmp} var=abs_mean resnd id=Hato, oul-lemp4 pvelue=0.03, PASSES=5,
PROC SORT DATA=temp4 oul—lempS b} Hato; RUN
Yo sl ar e Thatos Vs » NERTRIIER
Loy dotoe cecararmmer, oo D o T stadae e oty e Bk e oo e olae v oo A
DATA hatos, merge temp2 lempS (keep = hato _weight_). bv Hato.
PROC GPIL.OT DAl A=hatos,
TITLE "latos Quilers”,
axisl order=6 to 8 by (.23 minor=none,
axis2 order=! to 1.4 by 0.1 minor=nong;
symbol b i=rt v=dot c=black r=1,symbol2 1=rl v=dot c=red.
plot In BHBA*RGP= weight /vanis=axis] haxis=axis2,
PROC UNIVARIATE NORMAL. plot DATA=hatos, WHERF _weight_=1:
VAR In_BHBA &var_prod. RUN;
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Foeresion e ead Modelos sin hatos Outhers

) logarme nanural del B-Indroxibutnato <aneonee = producenon de giasa por hato ¥
0 2) logarmmoe natural del B-Indrovibutrato cone e = produceon de protema por hato :
I i {
(R HER LR LA ' . P S PRI PR T
"
T 0 N
] 1 a
thedes e Teit I L 1 1 e
o

PROC REG DA A=hatos, WHEFRFE_weight =1
MODEL In_BHBA=PROD_GRAS_HATO/DW CLM CLI,
QU PUT OUl=regrellineal r=residual predicted=previsto,
PROC GPLOT DATA=hatos, WHLRE weight =1,
TITLE "In BHBA *produceion de grasa por hato”,
axis! order=¢ to § by (1.23 minor=none,
uxis2 order=0 83 to 1.53 by £.16 minor=none,
symboll 1=rl v=dot c=black r=1;
plotIn BHBA*PROD GRAS HATO= weight /vaxis=axis| huxis=axis2;
PROC UNIVARIATE NORMAL. DATA=regrellineal; VAR residual, HIS1OGRAM/clill=gray normal;
PROC REG DATA=tegrellineal. MODEL residual=previsto, RUN,
2y
PROC REG DAl A=hatos. WII1IRL:_weight_=1,
MODEL In_BHBA=PROD_PROT_HATO/DW CI.M CLL
OUTPUL OUT'=regre2linea) r=residual predicted=previsto;
PROC GPLOT DATA=hatos, WHERE _weight_=1,
TITLE "In fHBA®praduccion de proteina por hato";
axis! order=6 to 8 by 0.25 minor=none,
ax182 order=0.76 to 1.24 by .22 minor=none;
symbol | 1=rl v=dot ¢=black r=1:
plot In_BHBA*PROD_PROT_HATO=_weight_fvaxis=axis] haxis=axis2,
PROC UNIVARIATE NORMAL DATA=regre2lineal, VAR residual, | {STOGRAM/cfili=gray nornal,
PROC. REG DAT A=regre2lineal; MODFI. residual=previsto: RUN;

3 .
PROC REG DATA=hatos: WHERE_weight_=1,
MODLL In BHBA=RGP/DW CLM CLI;
OUTPUT OUT=regre3lineal (=residual predicted=previsto,
PROC GPLOT DATA=hatos; WHERF_weight_=1,
TITLE "lo_BHBA*rclacion grasa proteina”,
uxis] order=6 1o § by .25 mimor=none;
ax1s2 order=1 (o 1.4 by 0.1 minor=none,
symbol] 1=t v=dot ¢=black =1,
plot In_fHBA*RGP=_weight_/vaxis=axis| havis=axis2.
PROC UNIVARIATE NORMAL DATA=regre3lincal; VAR residual, HISTOGRAM/ctill=gray normal,
PROC REG DATA=regre3hincal, MODEL residual=previsto, RUN.
PROC CORR DATA=hatos. WHERE_weight_=I. VAR PROD_GRAS_HATO PROD_PROT_HATO RGP
WITH In_BHBA, RUN,
Tiegrotme YN TN Do I e, [N

il ded [Fhdros ooy ROP oe e . alt el Sabvar oo Jdo dates o ot

soll CMiee Faeel 007 con e tormbs s Moo e O st vy i

i
’

PROC PRINT DA'TA=hatos. WIIERE _weight_=1. VAR Hato In_BHBA RGP_weight_. RUN, QUIT.
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Anexo 2. Editor SAS para prediccion de cerosis subclinica mediante regresidn logfstica

TCRION siisd Pooteana Ju Je o
TITLE "Prediccion de celosss subelimea medianie regresion logistica™,
OPTIONS NODATE NOCENTER NONUMBER,
PROC IMPORT OUT=WORK Ceto sub
DATAFILE="C Lisers\Cesar\Desklopil laios s OQuthets {weight 1) x1s”
DBMS=EXCEL2000 REPLACE;
SHEET=LOGISTIC,
GETNAMES=YES. RUN,

Liedtis

= la v artable tespstiesiad v disorete ©eto sub

wr ptatural do i=hidrosals fde Phadiosabuinate, con

CHASN LI 1o e oo b ETa8 Han i i 5an T S S SN VT

DATA LOGISTIC; SET Ceto sub,
Ceto sub=In BHBA>=6.90177552%,
PROC PRINT DATA=LOGISTIC.
PROC FORMAT:
VALUE YES NO

0="No'
1="Yes, RUN,
|t v e 1
| I 1ol | y
1 Nl [ Wl i
leelonm 1 STR VTR
Loy qug el mdeh I | | | "
vendi
e Lorel B I [T LB T il
Wt roedie 2oner i eada Sl ROOMINVR i el sedeio ctable ppralr en bang et de
Fevos padichn de protaiah m ! | ol vorte i Wl Tt
vaputalas de pealihiidad cunhis el pureennne Je s arar de N erdae

. , sy o - ! .
porcentigy de v Rovoe de Verdinderos Nevativos (SPC ¢ ponent
nma P ol m
'R T

s 1A

T b Ll SN Lo imeeye can

i odinds [ENER R TR LS T AR R BT

Al ‘ ([N L 'I|'.!!|\.il VTN TR (SR TR AT |
PROC LOGISTIC DATA=LOGISTIC DESCENDING,
LLABEL: FORMAT Ceto_sub YI'S NO) |
MODL-I. Ceto_sub= RGP/EXFE C1, CTABLE pprob=(0 10 | by .25),
OUTPUT OUTY=PREDICTED PRIDICTED=PHAT .OWIiR=LCL UPPI:R=UCL,
PROC PRINT DATA=PREDICTED, VAR PHAT LCL UCL,
TITLE "Probahihdades previstas ¢ sniervalo de confianza Y8 20",
OPTIONS PS=24,
PATTERN COLOR=BLACK VALUE=EMPTY.
PROC GCHART DATA=LOGISTIC: LABLL, FORMA | Ceto sub YI-S N3,
TITLE “"Distribucion de T relacion grasa protema de leche por Status Jde cetosis suixcliniga”,
VBAR RGP/MIDPOIN I'S=1.05 TO 140 BY .03 GROUP=Ceto_sub: RUN, QUIT:
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