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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo suplementar una fuente de colina herbal en cabras
Alpino Francés durante el periodo de transicion y evaluar su efecto sobre el
comportamiento productivo. Se utilizaron 18 cabras gestantes agrupadas en tres
tratamientos de suplementacion (0, 4 y 8 g/d). La fuente herbal de colina se ofreci6
peletizada a partir del dia 130 de gestacion hasta el dia 90 posparto. Semanalmente se
registraron los cambios de peso (CP), produccion lictea, y se obtuvieron muestras de
leche de cada individuo para estimar la concentracién de componentes lacteos (grasa,
proteina, lactosa, s6lidos totales y s6lidos totales no grasos) mediante espectrofotometria.
Mensualmente se estimd el consumo de materia seca (CMS), y se obtuvieron muestras
fecales para calcular la digestibilidad. Al final del ensayo se obtuvieron muestras para
analizar el perfil bioquimico sérico mediante fotometria automatizada. Los resultados
mostraron el efecto positivo de la suplementacién sobre la produccién de leche y el
rendimiento de los componentes lacteos (P < 0.01), ademds, se observo el efecto lineal
de la dosis suplementada sobre la produccién y rendimiento de los componentes lacteos
(P <0.05). Las cabras suplementadas con 8 g/d presentaron pesos corporales mas altos
en el periparto (P <0.05). No existi6 evidencia estadistica del efecto de la suplementacion
sobre digestibilidad, CMS, CP posparto y el perfil bioquimico (P > 0.10), a excepcién de
la glucosa (P < 0.05). Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que la
suplementacion con 8 g/d de colina herbal durante el periodo de transicién favorece el
desempefio productivo de cabras lecheras sin incrementar significativamente el CMS, sin

embargo, no es suficiente para disminuir las concentraciones séricas de B-Hidroxibutirato.

Palabras clave: cabras lecheras, colina herbal, perfil bioquimico, produccién lactea.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effect of the supplementation of herbal
choline on productive performance of Alpine goats on transition period. Eighteen
pregnant goats were used, animals were grouped in three treatments of supplementation
(0, 4 y 8 g/d). Herbal choline source was offered pelletized since 130 day of gestation
until 90 day of lactation. Weekly, were recorded body weight (BW) changes, milk yield,
and milk samples were obtained from each individual to estimate the concentration of
milk components (fat, protein, lactose, total solids, non-fat solids) by spectrophotometry.
Dry matter intake (DMI) was estimated and fecal samples were obtained to calculate the
digestibility. At the end of the assay, were obtained blood samples to analyze the
biochemical profile by automatized photometry. Results showed that herbal choline
supplementation positively affected the production of milk and milk components (P
<0.05) and showed a linear effect of the supplemented dose on milk and milk components
production (P < 0.01). Goats supplemented with 8 grams per day showed a higher BW
before and after parturition (P < 0.05). There no exists significant evidence of the effect
of supplementation on DMI, digestibility, BW changes on lactation period and
biochemical profile, except for glucose (P < 0.05). In conclusion, supplementation with
8 g/d of herbal choline during the transition period improves the productive performance
of dairy goats without significantly increasing the CMS, however, it is not enough to

reduce B-Hydroxybutyrate blood concentrations.

Key words: dairy goats, herbal choline, biochemical profile, productive performance.
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1. INTRODUCCION

La poblacién caprina se localiza principalmente en paises en desarrollo brindando una
fuente de alimentacioén e ingresos (Devendra y Haenlein, 2011; Eski ef al., 2015). En
México las principales razas productoras de leche son Saanen, Alpina y Nubia (Montaldo
et al., 2010), criadas principalmente en regiones aridas y semidridas del norte del pafs,
bajo sistemas de produccién intensivos y extensivos (Aréchiga et al., 2008).
Generalmente se obtiene una baja produccién (Escareiio et al., 2013), a 1o que se suma la
predisposiciéndel ganado lechero a padecer trastornos metabdlicos como cetosis e higado
graso, causados por el desbalance entre la ingesta y el requerimiento nutricional (Bionaz
et al., 2012), comprometiendo el bienestar y productividad de los animales (Rahmani et
al., 2014; Leiva et al., 2015; Harter et al., 2016). Por ello, se buscan estrategias que, desde
el enfoque nutricional, puedan prevenir la aparicion de trastornos metabdlicos y
favorezcan la produccidn, y particularmente se ha fomentado el uso de aditivos naturales.

La colina es precursora en la sintesis de lipoproteinas (Jayaprakash et al., 2016), las
cuales movilizan lipidos para proveerlos como sustrato en la sintesis de grasa lactea (Zhou
et al., 2016b), evitando su acumulacion a nivel hepético, lo que previene y corrige la
aparicion de trastornos metabdlicos (Amruktar et al., 2015), ademads, permite el ahorro de
metionina (Zom et al., 2011) lo que favorece la sintesis de proteina l4ctea. Por ello, se ha
realizado la suplementacion con fuentes sintéticas de colina, la cual ha mostrado efectos
positivos sobre el desempeno productivo del ganado bovino lechero (Pinotti et al., 2003;
Supriyati et al., 2016), sin embargo, son escasos los estudios que evalien el efecto de la
suplementacién con colina en cabras lecheras y mds aun los estudios que utilicen fuentes
herbales de colina. Por lo que, el presente estudio tuvo como objetivo suplementar una
fuente de colina herbal en cabras Alpinas durante el periodo de transicion y evaluar su

efecto sobre el comportamiento productivo.

11



2. MARCO TEORICO

2.1 Leche de cabra

La leche es una fuente de alimento y nutrientes que se produce a través del proceso de
lactacién, proceso constituido por una serie de etapas integrales en la gldndula mamaria
(GM): mamogénesis, eyeccion, galactopoyesis, involucién y periodo seco, todas estas
regidas por funciones fisioldgicas, endocrinolégicas y bioquimicas (Svennersten-Sjaunja
y Olsson, 2005; Park et al., 2013).

El rendimiento y la composicion lictea varia en funcién del genotipo, etapa de
lactacion, nimero de partos, estado de salud (Kumar et al., 2016), clima, regién, método
de ordefio y alimentacién (Crisa, 2013; Kukovics y Németh, 2013; Sachin et al., 2017).
Esta dltima, afecta la produccion lactea de forma extra e intramamaria, ya que, el
mecanismo de produccion se basa en el flujo y extraccion de sustratos, asi como en la
actividad secretora de las células epiteliales mamarias (CEM) (Saipin et al., 2013).

En México se han introducido razas de aptitud lechera, siendo la Alpina, Nubia y
Saanen las mas populares (Montaldo et al., 2010). La raza Saanen es la que generalmente
presenta mayor produccién en kg/d, pero con menor concentracion de grasa y proteina,
laraza Nubia presenta un comportamiento inverso, mientras que, laraza Alpina presenta

rendimientos intermedios (Cuadro 1) (Rojo et al., 2016).

Cuadro 1.

Promedio de produccidn lactea (kg/d) en cabras

Referencia Alpina Nubia Saanen
Montaldo et al. (2010) 1.7 1.5 1.8
Barrén et al. (2013) 3.0 2.6 3.7
Silvaet al. (2013) 2.1 - 1.8
Rojo et al. (2016) 3.7 2.7 4.3

2.1.1 Composicionde la leche de cabra

Est4 constituida por agua (77-80%) y solidos totales (ST). Los ST estan representados
por una fraccién de macronutrientes que incluyen lipidos, proteinas, carbohidratos, y una
fraccion de micronutrientes conformados por vitaminas y minerales, correspondientes a
la fraccion de cenizas (Gaucheron, 2013; Bidot, 2017). La fraccién de macronutrientes es

alta al inicio de lalactacién y tiende a disminuir progresivamente (Kumar et al., 2016).
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Hay reportes de la composicion de la leche de cabra en relacion con la raza (Cuadro
2), de manera general, la concentracién de materia seca (MS) oscilaentre 11.5y 13.5%,
grasa entre 3.5 y 8.0%, proteina entre 2.8 y 3.4%, y lactosa entre 3.4 y 4.4% (Park y
Haenlein, 2010; Zervas y Tsiplakou, 2013), con una media de 3.8% de grasa, 3.4% de
proteina y 4.1% de lactosa (Park et al., 2007).

Cuadro 2.
Concentracion (%) de grasa, proteina y lactosa en leche de cabra de diferentes razas
Raza Grasa Proteina Lactosa
Alpina 3.50°, 3.76¢, 2.954,3.16°, 4.074, 4.22,
3.964 4.81°¢ 3.27%, 3.85¢ 4.41°
Nubia 4.25° 3.40° 4.15°
Saanen 3.444, 3.5 3.78° 2.774,3.0%, 3.13° 4.129, 4,255 4, 452

“Vega et al. (2007); Silva et al. (2013), Salvador et al. (2016), ‘Lobo et al. (2017).

2.1.1.1 Lipidos

La fraccidn lipidica es la mis importante en términos de costos y nutricién (Park et al.,
2007), y la que mas varia (Zervas y Tsiplakou, 2013). Esta variacién depende en gran
medida del factor nutricional (Silanikove et al., 2010), por lo que la alimentacion se usa
como herramienta para modificar la composicién y rendimiento de la grasa lictea
(Bauman y Griinari, 2001).

En la leche, los lipidos estdn representados como glébulos de grasa (GG), compuestos
por una alta concentracién de dcidos grasos (AG) de cadena corta y media (Kumar et al.,
2016; Sachin et al., 2017) rodeados por una bicapa constituida por fosfolipidos, colesterol
y proteinas derivadas de las CEM (Gordon, 2013). En cabras, los principales AG de
cadena corta en la leche son los caproicos, caprilicos y capricos, a los que se atribuye el
sabor caracteristico de la leche de cabra, los cuales representan hasta el 18% de los AG
totales (Zervas y Tsiplakou, 2013; Kumar et al., 2016).

Los triacilgliceroles (TAG) representan entre el 95 y 98% del total de la fraccion
lipidica, el resto estd conformado por AG no esterificados (AGNE’s), diacilgliceroles,
monoacilgliceroles, ésteres de colesterol (Bauman y Griinari, 2001), y fosfolipidos, donde
se incluye la fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilcolina (PCH), fosfatidilserina (PSE),
lisofosfatidilcolina (LP), fosfatidilinositol, entre otros (Gordon, 2013; Garciaetal., 2014).

13



2.1.1.2 Proteinas

Las proteinas de la leche de cabra se agrupan en caseinas, proteinas del suero y proteinas
de la membrana del GG. Las principales caseinas son B-caseina, K-caseina, asl-caseina y
as2-caseina, cuya suma representa hasta el 80% de las proteinas totales (Kumar et al.,
2016; Sachin et al., 2017). La albumina, B-lactoglobulina y a-lactoalbimina conforman
las proteinas del suero y representan entre el 17 y 22% de las proteinas totales (Zervas y
Tsiplakou, 2013). La fraccidn proteica tiende a disminuir sistematicamente a lo largo de

lalactacion (Kukovics y Németh, 2013).

2.1.1.3 Carbohidratos

La leche de cabra aporta pequefias cantidades de oligosacéridos, glucopéptidos,
glucoproteinas y aziicares nucleotidicos (Sachin et al., 2017) que actian como
precursores de glicoproteinas, glucolipidos y oligosacaridos en la biosintesis de la leche
(Crisa, 2013), sin embargo, el principal carbohidrato en la leche es la lactosa (Zervas y
Tsiplakou, 2013) cuya concentracion permanece relativamente estable incluso durante un
alto rendimiento (Saipinet al., 2013).

La lactosa se sintetiza a partir de glucosa y galactosa en la GM (Park et al., 2007).
Durante la lactacidn, se estima que las cabras pueden utilizar entre el 60 y 85% de la
glucosa total producida, ya que el requerimiento de glucosa para la sintesis de lactosa
aumenta drasticamente. Ademds, la lactosa actia como osmorregulador induciendo la
absorcion mamaria de agua, por lo que, la tasa de sintesis de lactosa en las CEM actiia

como un factor que influye en el volumen de leche producido (Osorio et al., 2016).

2.1.1.4 Vitaminas y minerales

La leche de cabra contiene macrominerales: Ca, P, Mg, Na, K, CI, y microminerales: Fe,
Cu, Zn, Se, Mn, I, F, Cr, Pb, Cd, Co, Si, B (Gaucheron, 2013), que representan entre el
0.7 y el 0.85% del total de los componentes lacteos (Zervas y Tsiplakou, 2013). Aporta
una concentracion de 0.134% de Cay 0.121% de P, siendo superior en comparacion con
laleche de vaca cuyo aporte es de 0.122% de Ca 'y 0.119% de P (Park et al., 2007).

La concentraciéon de vitaminas en la leche depende de la alimentacidn, la sintesis
microbiana y la sintesis en el tejido (Graulet et al., 2013). La leche de cabra aporta
vitaminas A, D, By, B2, B3 y Bs, sin embargo, es pobre en acido félico (Bog) y cobalamina
(B12) (Kumar etal.,2016), aportando 1.0 y 0.06% respectivamente, mientras que, la leche

de vaca aporta 5.0 y 0.36%, respectivamente (Bidot, 2017).
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La vitamina Bo se encuentra en el organismo como dihidrofolato o tetrahidrofolato
(Graulet et al., 2013). Los folatos son sintetizados por plantas y microorganismos, sin
embargo, se metabolizan a nivel ruminal, su déficit disminuye la concentracion de
metionina (MET), colina (COL), PCH, y la tasa de sintesis proteica (Girard, 2017).

La vitamina B, secretada en la leche es sintetizada por bacterias ruminales cuando
hay Co disponible (Graulet et al., 2013). La gluconeogénesis puede agotar sus reservas,
ya que participa en este ciclo (Baldi y Pinotti, 2006). En las reacciones de metilacién,
actia como cofactor de metionina sintetasa (Zeisel, 2006), enzima que cataliza la
regeneracion de MET a partir de homocisteina (HCY) (Girard, 2017), por lo tanto, el
déficit de B, inhibe la sintesis de MET y su derivado S-adenosilmetionina (SAM), lo que

podria bloquear las reacciones de metilacion (Girard y Matte, 2005).

2.1.2 Sintesis de grasay proteina ldctea
Los componentes lacteos como grasa, proteina y lactosa se producen en las CEM y se
liberan en la luz alveolar, mientras que, los micronutrientes y el agua provenientes de la

circulacion se mueven a través de las CEM sin sufrir modificaciones (Park et al., 2013).

2.1.2.1 Sintesis de grasa (globulos grasos)

Los AG que componen los GG provienen de tres fuentes: los esterificados en TAG
transportados por lipoproteinas, AGNE’s provenientes de la movilizacién de reservas
corporales y AG sintetizados de novo en las CEM (Bauman y Griinari, 2001; Anderson
etal., 2007; Angulo et al., 2009).

Los AG de cadena corta y una fraccion de los de cadena media se sintetizan de novo
en las CEM, los precursores son los dcidos acético y butirico provenientes de la
fermentacién ruminal, mientras que los grupos de dos carbonos provienen del acetato y
B-hidroxibutirato (B-HB), este dltimo, proporciona la mitad de los cuatro carbonos
iniciales de AG sintetizados de novo (Bauman y Griinari, 2001; Park et al., 2007).

La otra fraccion de AG de cadena media proceden de los lipidos circul antes
provenientes de la alimentacion, mientras que, los AG de cadena larga proceden de lipidos
circulantes en forma de TAG transportados en quilomicrones y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) (Park et al., 2007), asi como de los AGNE’s
movilizados desde el tejido adiposo (Anderson et al., 2007; Garciaet al., 2014). Se estima

que, entre el 4 y 8% de los AG de la leche se originan a través de lipdlisis del tejido
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adiposo, este porcentaje aumenta a medida que el balance energético se vuelve mas
negativo (Bauman y Griinari, 2001).

La sintesis de GG inicia con la sintesis de TAG en el reticulo endoplasmético (RE)
liso de la CEM. Este proceso consiste en la activacion y esterificacion de los AG con
glicerol-3-Py otras moléculas de Acil-CoA. Como resultado se obtiene una molécula de
diacilglicerol-3-P, cuyo grupo fosfato se elimina mediante hidrolisis, de esta manera se
obtiene una molécula de diacilglicerol a la que se le transfiere un grupo acilo procedente
de un Acil-CoA para obtener, finalmente, una molécula de TAG (Angulo et al., 2009).

En el RE rugoso, moléculas de TAG, colesterol, mono y diacilgliceroles, y vitaminas
liposolubles se agregan para conformar el nucleo del GG (Garciaetal.,2014). Este nicleo
es cubierto por una capa de fosfolipidos, y al salir al citosol es revestido por una monocapa
constituida por proteinas y lipidos, incluyendo PCH y LP. De esta manera se forma
micromicelas que se agrupan en micelas, estas avanzan hacia uno de los polos de la CEM
y al pasar al lumen alveolar arrastran una porcién de citoplasma y membrana celular,
formandose asi la membrana del GG, compuesta por TAG, colesterol, fosfoglicéridos,
esfingolipidos (Angulo et al., 2009; Lu et al., 2014), y proteinas que representan entre el
1 y 4% de la proteina lactea total (Bionaz et al., 2012).

2.1.2.2 Sintesis de proteina (caseinas)

La sintesis de proteina es un proceso de alta demanda energética cuyos componentes
bésicos son los aminodcidos (AA) (Park et al., 2007; Osorio et al., 2016), siendo la MET
un AA clave en la alimentacién del ganado lechero (Ardalan et al., 2009; Vailati et al.,
2017), cuyo déficitdisminuye la tasa de sintesis proteica (Doepel et al., 2004), es por ello
que, ladisponibilidad de AA y el suministro de energia son factores que regulan la sintesis
de proteina en la GM (Sigl et al., 2013; Li et al., 2017).

En este proceso participan los &cidos ribonucleicos de transferencia (ARNt) y
mensajeros (ARNm) ubicados en el citoplasma de las CEM. Los AA son tomados de la
circulacién através de transportadores (Li et al., 2017) localizados en la membrana celular
(Osorio et al., 2016), estos se activan con Adenosin Trifosfato (ATP) y se transfieren a
un extremo del ARNt para ser transportados al RE rugoso.

La traduccion se realiza en los ribosomas mediante la lectura de codones para el
ARNm y anticodones para el ARNt (Garcia et al., 2014). Este proceso inicia cuando en
el extremo del ARNm se inserta la subunidad ribosémica menor, exponiendo el codon

iniciador para unirse con el anticodén en el sitio P, originando MET como primer AA.
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Posteriormente, un segundo codon se coloca frente al sitio A y un anticodon para ese
segundo codon se fija a la molécula, cuando los sitios P 'y A de la subunidad ribosémica
mayor estdn ocupados simultineamente, se establece un enlace peptidico entre los dos
AA. Los codones se asocian de acuerdo con la complementariedad de sus bases, esta
secuencia se repite en funcidon del nimero de AA que contenga el polipéptido, y dado que
existen codones que no presentan anticodones, la biosintesis llega a interrumpirse. Como
resultado de este proceso se obtienen diferentes caseinas (Garcia et al., 2014).

En el ganado caprino, la tasa de sintesis proteica en la GM aumenta hasta siete veces
durante el periodo de transicién, donde, la proteina lactea puede representar hasta un 60%
de la sintesis proteica total (Bionaz et al., 2012), mientras que, la sintesis de proteina
tisular hasta un 88%, lo que representa la mitad del aporte de ATP generado en la GM
(Hanigan etal., 2009). Para satisfacer lademanda de AA por parte de la GM, los animales
movilizan proteina tisular alterando las reservas de AA intra y extracelulares, por lo que,
la sintesis de proteinas puede favorecerse desde un enfoque nutricional al proveer un
mayor aporte de energia metabolizable y AA especificos como MET (Osorioetal., 2016),

al proveer suplementos que favorezcan su ahorro y/o disponibilidad.

2.2 Nutricion y subnutricion en el ganado lechero
La alimentaciéon de animales estabulados puede representar hasta el 85% de los costos
totales de produccion (Elizondo, 2008) e influye en gran medida en el desempefio
productivo del ganado (Zahra et al., 2006; Ardalan et al., 2009), por lo que se deben
conocer y satisfacer los requerimientos nutricionales de los animales de acuerdo con la
etapa fisioldgica y desempeno productivo (Castillo, 2013). La mayoria de los nutrientes
se encuentra en los alimentos, sin embargo, estos deben estar disponibles de tal forma que
puedan ser digeridos, absorbidos, transportados y metabolizados para ser aprovechados.
Durante el periodo de transicion, la alimentacion y nutricion juegan un papel clave en
el bienestar de la madre y las crias, ya que, en esta etapa se da gran parte del desarrollo
fetal y de 1a GM, lo que implica una mayor demanda de energia y proteina (Bionaz et al.,
2012). Este periodo es critico tanto en sistemas extensivos como intensivos, debido a las
variaciones en la calidad y disponibilidad de alimento, y a la falta de esquemas
alimenticos sin el uso de aditivos o suplementos clave (Mellado et al., 2011). Esto
predispone a episodios de subnutricién y a la aparicion de trastornos metabodlicos (Celi et
al.,2008; Eski et al., 2015), causados por la diferencia entre la ingesta y el requerimiento

nutricional (Osorioy Vinazco, 2010).
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La subnutricién en animales gestantes causa una variedad de secuelas que dependen
de la duracioén e intensidad de la restriccion. Las secuelas se manifiestan como pérdidas
de peso y disminucién en la puntuacién de condicién corporal (BCS, por sus siglas en
inglés), disminucion de la ingesta, hipoglucemia, baja productividad (Laporte-Broux et
al., 2011), si el episodio de subnutricién es prolongado, hay predisposicién a cetosis e
higado graso. Se recomienda que los animales reciban suplementacion para evitar
episodios de subnutricién y la aparicién de trastornos metabdlicos (Celi et al., 2008). Esta
practica puede favorecer el bienestar de la madre y sus crias y mejorar el rendimiento y

composicion lactea (Hashemi et al., 2008; Luna et al., 2015).

2.2.1 Trastornos metabdlicos del periodo de transicion
Durante el periodo de transicién, hay un aumento significativo de los requerimientos
nutricionales (Abd-Allah, 2013; de Souza et al., 2015; Lima et al., 2016b). EIl
requerimiento de glucosa, AA, y AG, aumenta para apoyar el desarrollode la GM, el
crecimiento fetal, y la sintesis de leche (Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005; Hérter et
al., 2016), especialmente la fraccion proteica (Osorio et al., 2016). En este periodo, la GM
se convierte en un tejido metabdlicamente activo y energéticamente exigente (Hanigan et
al.,2009), en el que se da hasta el 80% del crecimiento fetal, por 1o que, aproximadamente
el 36% de la glucosa circulante se concentra en la regién feto-placentaria (Lima et al.,
2012a). Se estima que la gestacion en cabras implica un aumento hasta del 75% de las
necesidades de nutrientes (Hérter et al., 2016), y al mismo tiempo, la expansion del dtero
causa una reduccion progresiva del espacio ruminal disminuyendo el consumo de materia
seca (CMS) y, por lo tanto, de nutrientes (Albay et al., 2014; Zhou et al., 2016a).

Para satisfacer la demanda energética de este periodo, los animales sintetizan glucosa
a partir de sustratos gluconeogénicos (Vasava et al., 2016), posteriormente, pasan de un
metabolismo anabdlico a uno catabdlico (Svennersten-Sjaunja y Olsson, 2005;
Shahsavari et al., 2016), lo que implica la movilizacién de los AG almacenados en el
tejido adiposo (lipdlisis), para utilizarlos en el higado (Kagar et al., 2010; Brandio et al.,
2016), pudiendo perder hasta el 80% de la grasa almacenada (de Souza et al., 2015).

Durante la lipdlisis se libera glicerol y AGNE’s por hidrélisis (Briisemeister y
Stidekum, 2006; Ardalan et al., 2009). En el higado, el glicerol entra en la
gluconeogénesis (Rahmani et al., 2014), mientras que los AGNE’s se esterifican en TAG
(Pinotti et al., 2002; Janovick et al., 2006), o se oxidan a acetil-CoA mediante B-oxidacién

(Osorio y Vinazco, 2010; Sun et al., 2016). La carnitina participa en el proceso de -
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oxidacion facilitando la entrada de los AG a las mitocondrias (Fontana et al., 2006), por
lo que, el déficit de carnitina disminuye latasa de B-oxidacion (Kagaret al., 2010), dando
lugar ala formacién de cuerpos ceténicos (CC) que, al acumularse, causan cetosis (Zahra
et al., 2006; Baldi et al., 2011; Albay et al., 2014). El acetil-CoA, procedente de la -
oxidacién, en combinacidén con oxalacetato forma ATP en el ciclo de Krebs, pero, si el
oxalacetato escasea, el acetil Co-A forma CC al metabolizarse en acetoacetato, el cual se
reduce en B-HB o descarboxila en acetona (Eski et al., 2015).

Los CC pueden ser utilizados como fuente de energia en corazén, misculo esquelético,
rifiéon y GM, sin embargo, la cetogénesis puede aumentar hasta cinco veces durante el
periodo de transicion, rebasando la capacidad del tejido para su aprovechamiento,
causando hipercetonemia y acidosis metabdlica (Albay et al., 2014; Yadav et al., 2016),
dado que los CC acidifican el pH sanguineo (Lima et al., 2012a; 2016a). Los cuadros de
cetosis pueden ocurrir durante la gestacion (toxemia gestacional) o durante la lactacién
(Yadav et al., 2016), en cabras lecheras es mas frecuente el segundo caso (Pichler et al.,
2014; Zobel et al., 2015). El1 B-HB es utilizado como marcador de diagnéstico de cetosis
(Klein et al., 2012) ya que representa hasta el 85% del total de los CC (Doré€ et al., 2015).

Los AGNE’s esterificados en TAG se empaquetan en VLDL, las cuales consisten en
un nicleo de TAG rodeado por fosfolipidos y apolipoproteinas (Zom et al., 2011). Las
VLDL se movilizan fuera del higado para actuar como fuente de energia y apoyar la
sintesis de grasa en la GM (Ardalan et al., 2009; Zhou et al., 2016a), al formar parte de
las membranas fosfolipidicas de los GG (Sales et al., 2010; Pineda y Cardoso, 2015).

La capacidad hepdtica parala oxidacién y exportacién de TAG como VLDL, son bajas
en rumiantes en comparacion con otras especies (Ardalan et al., 2009; Lima etal., 2012a),
por lo que, cuando hay una elevada tasa de captaciéon de AG por parte del higado y se
supera la capacidad de oxidacién en la mitocondria, o bien, cuando la sintesis de VLDL
es insuficiente debido al suministro insuficiente de PCH, el TAG puede acumularse en
los hepatocitos causando una lipidosis hepatica (Figura 2, #5) (Bobe et al., 2004; Santos
y Lima, 2012a; Shahsavari et al., 2016).

La lipidosis hepdtica compromete el bienestar y el rendimiento productivo y
reproductivo de los animales (Elek et al., 2008; Brandao et al., 2016), altera las funciones
del higado (Briisemeister y Stidekum, 2006; Jayaprakash et al., 2016), causando efectos
negativos en la sintesis y biotransformacion de metabolitos, detoxificacion y excrecion
de deshechos (Cooke et al., 2007; Osorio y Vinazco, 2010), y se asocia con la incidencia

de enfermedades como mastitis y metritis (Zom et al., 2011).
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La cetosis e higado graso se manifiestan como pérdidas de peso (Osorio y Vinazco,
2010; Amruktar et al., 2015), disminucién en la BCS (Elek et al., 2008), baja actividad,
bruxismo, (Zobel et al., 2015), edema en extremidades, decubito prolongado, debilidad,
polipnea, atonia ruminal (Lima et al., 2012b). Si el curso de la enfermedad se prolonga,
los signos progresan hacia decubito lateral, ceguera, nistagmo, temblores, espasmos
mioclénicos de los musculos faciales, ataxia, coma (Lean, 2011; Doré et al.,2015; Vasava
etal., 2016), sin un diagndstico oportuno pueden ser fatales (Zobel et al., 2015).

En animales con cetosis hay reduccién en la produccién de leche, especialmente
cuando tienen baja BCS durante la gestacion, ya que eso limita la lipdlisis y restringe el
efecto de la ingesta de nutrientes sobre la produccidon (Zobel et al., 2015), ademds, un
bajo CMS puede asociarse con una baja ingesta de calcio, predisponiendo a un cuadro de

hipocalcemia (Eski et al., 2015).

2.2.1.1 Perfil bioquimico en animales con cetosis

La estimacion de la concentracion de metabolitos sanguineos es una herramienta util de
prevencion y diagndstico complementario (Celi et al., 2008; Quintero etal., 2011), ya que
estos reflejan el estado nutricional de los animales (Amruktar et al., 2015) asociado con
laetapa fisioldgicay el estado de salud (Cuadro 3). En animales con cetosis se manifiestan
alteraciones como hipoglucemia e hipercetonemia (Quintero et al., 2011; Pichler et al.,
2014), se encuentran altas concentraciones de AGNE’s (Ye et al., 2010; Amruktar et al.,
2015; Jayaprakash et al., 2016), TAG, colesterol, urea (Eski et al., 2015), aumento de las
actividades de enzimas hepaticas (Lima et al., 2016b) como aspartato aminotransferasa
(AST), asi como desequilibrios electroliticos asociados con acidosis, falla renal, y dafio
muscular, y altas concentraciones de creatinina (Lean, 2011).

La glucemia suele mantenerse constante bajo control endécrino, considerandose un
rango aceptable entre 50 a 63 mg/dL (Pichler et al., 2014). Por otra parte, una
concentracién B-HB por debajo de los 0.8 mmol/L es aceptable, mientras que, valores
entre 0.9 y 1.6 mmol/L sugieren una cetosis subclinica. En casos de cetosis clinica, la
glucemia disminuye por debajo de los 41 mg/dL y la concentracién de B-HB supera los 3
mmol/L (Sadjadian et al., 2013).

La prevencién de estos trastornos puede lograrse desde un enfoque nutricional, al
satisfacer los requerimientos de proteina, energia y micronutrientes, especialmente en la

ultima etapa de gestacion (Lean, 2011), ademas, la suplementacién de nutrientes claveen
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etapas criticas puede hacer mas eficiente el metabolismo, evitar el déficit nutricional y la

aparicionde trastornos metabdlicos y favorecer el desempeiio productivo de los animales.

Cuadro 3.
Concentraciéon de metabolitos sanguineos en caprinos bajo diferentes condiciones
fisioldgicas y de salud

Estado de salud Etapa fisioldgica
Metabolito

Sanos Enfermos’ Gestacion Parto
AGNE's? 0.3? 1.7 0.70¢, 0.27 0.3!
B-HB? 0.5, 0.84, 3.0/ - 0.7%

0.7, 0.6
Colesterol® - - 109.9? 79.6
Glucosa® 50.0° 64.6'  41.0°, 28.3" 64.5° 58.3%

30.9'

TAG? - - 50.0°, 64.6! 41.0°, 28.3M

'Animales diagnosticados con cetosis o toxemia gestacional.

“mmol/L, *mg/dL.

AGNE’s: acidos grasos no esterificados, B-HB: B-Hidroxibutirato, TAG: triacilgliceroles.
“Kagar et al. (2010); PLima et al. (2012b); ‘Albay et al. (2014); “Pichler et al. (2014); °de
Souza et al. (2015); 'Eski et al. (2015); £Lima et al. (2016a); "Lima et al. (2016b); 'Vasava
et al. (2016); JAmirul et al. (2016).

2.3. Colina y metabolitos derivados

En este estudio, la colina (COL) destaca por su desempefilo como agente lipotropico que
previene y corrige la acumulacion excesiva de grasa en el higado (Bindel et al., 2005;
Jayaprakash et al., 2016), destacando que su uso es particularmente benéfico sobre los
cambios metabdlicos que ocurren durante el periodo de transicién (Pinotti et al., 2003;
Lima et al., 2012c¢).

La COL es una amina cuaternaria trimetilada (Ardalan et al., 2009; Pineda y Cardoso,
2015), clasificada como quasivitamina ya que no participa en sistemas enzimaticos y se
requiere en mayores cantidades (g vs mg) en comparacién con las vitaminas tradicionales
(Pinotti et al., 2002; Shahsavari et al., 2016). Es un nutriente esencial para el crecimiento
y desempeio de los animales (Supriyati et al., 2016) al tener multiples funciones en la

produccion, reproduccion y salud animal (Rahmani etal., 2014; Jayaprakash et al., 2016).
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Esto se debe a que es precursor en el metabolismo de proteinas, grasas y energia (Huawei
et al., 2015), actuando como sustrato para la sintesis de PCH y betaina (BET), los cuales
participan en diversos procesos bioldgicos (de Veth et al., 2016).

Puede sintetizarse de forma endogena como COL per se o en forma de fosfolipidos
(Pinotti et al., 2002; Baldi y Pinotti, 2006), o bien, puede obtenerse a través de la ingesta,
en forma hidro o liposoluble (Lewis et al., 2015; Richard et al., 2016; Robinson y Bertolo,
2016). Alimentos como soya, harina de canola, harina de pescado (Pinotti et al., 2002),
cebada, maiz, harina de algodén y heno de alfalfa aportan cantidades que no superan los
0.68 mg/g de MS (Supriyati et al., 2016), ademas, la COL es susceptible a ser degradada
a nivel ruminal, donde, solo una pequefia porcién escapa para ser absorbida a nivel
intestinal en forma de LP o COL (Li y Vance, 2008).

El requerimiento de COL puede satisfacerse a través del consumo de MET (Zahra et
al., 2006), BET, vitamina By y B> (Savoini et al., 2010), sin embargo, esto compromete
disponibilidad de estos metabolitos para otras funciones. La concentraciéon de COL se
equilibra mediante la ingesta y participacién en las vias de metilacion, su deplecién es

mediante oxidacion y/o secrecionbiliar como PCH (Li y Vance, 2008).

2.3.1 Fosfatidilcolina
La PCH representa el 95% del total de COL en la mayoria de los tejidos animales, el 5%
restante incluye COL, fosfocolina, glicerofosfocolina y acetilcolina (Li y Vance, 2008).
La PCH es fundamental para el mantenimiento Yy replicacion celular, absorcion y
transporte de los lipidos, es el fosfolipido predominante (>50%) en la estructura de las
membranas celulares (Gosell et al., 2005; Davidson et al., 2008), participa en la sintesis
de lipoproteinas (Fischer et al., 2005; Fagone y Jackowski, 2013), especialmente las
VLDL, donde representa hasta el 75% de los componentes totales (Huawei et al., 2015).

La COL es un sustrato para la sintesis de PCH (Li y Vance, 2008; Santos y Lima,
2012a; Pineda y Cardoso, 2015), a través de dos complejas vias: si hay COL libre
disponible, la formacién de PCH ocurre mediante la via Citidina-Difosfato-Colina (CDP-
Colina) o via Kennedy, mientras que, sila COL es escasa la formacién de PCH ocurre a
través de la via Fosfatidiletanolamina Metiltransferasa (PEMT).

A través de la via Kennedy, la COL se fosforila a fosfocolina (con el consumo de
ATP), posteriormente se obtiene CDP-colina con el consumo de Citidina-Trifosfato
(CTP), a lacual se le suma una molécula de diacilglicerol para formar PCH (Cole et al.,

2012; Fagone y Jackowski, 2013). Mediante la via PEMT, la sintesis de PCH se produce
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por la adicion secuencial de tres grupos metilo a PE, grupos que provienen de S-
Adenosilmetionina 0 SAM (molécula derivadade MET), esta reaccion esté catalizada por

laenzima PEMT (Briisemeister y Siidekum, 2006; Fagone y Jackowski, 2013).

2.3.2 Betaina
La BET tiene multiples funciones, pero en este estudio destaca por su papel como donador
de grupos 14bil metilo (Jaeger et al., 2009; Peterson et al., 2012; Lewis et al., 2015), ya
que, al poseer tres, resulta en una fuente importante de estos para las vias de metilacion
(Banskalieva et al., 2005; Sales et al., 2010). Se estima que la COL (via BET) puede
aportar hasta el 60% de los requerimientos de los grupos metilo (Huawei et al., 2015).

La BET se sintetiza de novo en higado y rifién, a partir de la oxidacion de COL a
aldehido betaina por colina-oxidasa, que se oxida adicionalmente a BET por aldehido
deshidrogenasa (Gosell et al., 2005; Cooke et al.,2007; Robinson y Bertolo, 2016), siendo
una reaccion irreversible, la BET no puede reducirse a COL (Pinotti et al., 2002).

La transferencia de los grupos metilo transforman a la BET en dimetilglicina (DMG),
la cual se degrada en sarcosina y finalmente en glicina. Los grupos metilo de la DMG se
separan por oxidacion en forma de fragmentos de 1-carbono y sintetizan grupos metilo

de novo a través del sistema tetrahidrofolato (THF) (Eklund et al., 2005).

2.3.3 Metionina

La MET es un AA azufrado necesario para la sintesis de proteina lictea, cuyo
metabolismo estd estrechamente ligado a BET, COL y carnitina (Eklund et al., 2005; Ye
etal.,2010; Acosta et al., 2016). Participaen la sintesis de fosfolipidos y VLDL (Zhou et
al., 2016a), en su forma SAM resulta en una fuente importante de grupos metilo (Pinotti
et al., 2002; Shahsavari et al., 2016).

La MET y lisina son AA limitantes tanto en el caprinos (NRC, 2007) como en bovinos
lecheros (Ardalan et al., 2009; Osorio et al., 2016; Vailati et al., 2017), por lo que su
ingesta no suele satisfacer los requerimientos, especialmente durante la lactacién (NRC,
2001). Cuando hay déficit de COL, los animales catalizan MET para proporcionar grupos
metilo, ademds la PCH hepética consume mis MET que cualquier otro metabolito
(McBreairty y Bertolo, 2016), se estima que, hasta el 28% de la MET disponible se utiliza
para sintetizar COL (Ardalan et al., 2009), lo que puede conducir a la deficiencia de este

AA (Huawei et al., 2015), afectando la tasa de sintesis de PCH y a su vez la sintesis de

23



VLDL, asicomo la sintesis de proteinas donde desempefia un papel estructural importante

(Robinson y Bertolo, 2016).

2.3.4 Carnitina
Facilita el transporte de los AG al interior de la mitocondria para poder llevar a cabo la
B-oxidacién (Pinotti et al., 2002; Baldi y Pinotti, 2006; Osorio y Vinazco, 2010),
incrementa la tasa de sintesis de leche y apoya el sistema inmunolégico.

La deficiencia de carnitina disminuye latasa de B-oxidaciénde los AG de cadena larga
(Kacar et al., 2010), predisponiendo a cetosis y a la acumulacién de TAG, causando

higado graso (Savoini et al., 2010; Pirestani y Aghakhani, 2017).

2.4 Vias de metilacion
Se requieren grupos metilo para la sintesis de COL, PCH, MET, y carnitina (Eklund et
al., 2005). Estos metabolitos participan directa o indirectamente en la movilizacién de
AG (Jaeger et al., 2009) a través de la sintesis de PCH, asi como en el recicladoy ahorro
de MET (Ardalan et al., 2009; Zom et al., 2011; Santos y Lima, 2012a) y, por lo tanto,
influyen en la tasa de sintesis de proteinas (Robinson y Bertolo, 2016).

Las vias de metilacién se compensan mutuamente (McBreairty y Bertolo, 2016) a
través de los sistemas de remetilacion y transmetilacion, en las cuales se sintetiza MET a

partir de HCY y COL a partir de PE.

2.4.1 Remetilacion

2.4.1.1 Sistema betaina-homocisteina S-metiltransferasa

La BET participa en la remetilacion de la HCY para formar MET (Fischer et al., 2005),
a través del sistema Betaina-Homocisteina S-Metiltransferasa (BHMT) (de Veth et al.,
2016). Por esta via, BET dona un grupo metilo a la HCY por la enzima BHMT, se
obtienen MET y DMG. Durante laprivacionde COL, PCH y BET, se requiere mas folato
para facilitar la remetilacién, lo que aumenta su requerimiento, mientras que el déficitde
folato implica un mayor uso de BET para el aporte de grupos metilo, 1o que aumenta los

requerimientos de COL (Robinson y Bertolo, 2016).

2.4.1.2 Sistema tetrahidrofolato
El folato en forma de 5-metil-THF, proporciona un grupo metilo para formar MET a partir

de HCY, en esta reaccion participa la enzima metionina sintasa y vitamina B, como
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coenzima (Pinotti et al., 2002; Girard, 2017), como producto se obtiene THF, el cual
posteriormente forma 5,10-metilenotetrahidrofolato, cuando se reduce irreversiblemente
por metilenotetrahidrofolato reductasa a 5-metil-THF, un grupo metilo queda disponible
para la remetilacion (Robinson y Bertolo, 2016).

El fluyjo de MET en el organismo regula el proceso de remetilaciéon (Robinson y
Bertolo, 2016). El metabolismo de los grupos metilo mantiene una tasa de catabolismo
baja y una tasa elevada de sintesis de novo a través del sistema THF, sin embargo, este
sistema requiere folato y precursores gluconeogénicos, los cuales pueden ser limitantes
en periodos de desequilibrio de glucosa (Baldi y Pinotti, 2006), por ello, se debe reducir
la sintesis de novo a través de este sistema (Pinotti et al., 2005), la mejor alternativa es
que se lleve a cabo a través de la via PEMT mediante la ingesta adecuada de COL

(McBreairty y Bertolo, 2016).

2.4.2 Transmetilacion

2.4.2.1 Via S-Adenosilmetionina

La conversion de MET en SAM proporciona grupos metilo para mas de 50 reacciones de
transmetilacion, incluyendo la sintesis de COL (Baldi y Pinotti, 2006) y PCH (Bertolo y
McBreairty, 2013). La transmetilacion comienza cuando el dtomo de azufre de MET es
adenosilado para formar SAM. La SAM posee un grupo metilo terminal 14bil, el cual se
transfiere a una variedad de precursores metabdlicos por enzimas metiltransferasa que
producen la S-adenosilhomocisteina (Robinson y Bertolo, 2016), la cual, puede

hidrolizarse a HCY, permitiendo a partir de esta, la sintesis de novo de MET a través del

sistema BHMT o THF (Pinotti et al., 2002).

2.4.2.2 Via fosfatidiletanolamina metiltransferasa

La sintesis de novo de COL se genera a través de la metilacion secuencial de tres grupos
metilo a PE para formar PCH (Savoini et al., 2010; Santos y Lima, 2012a; Zhou et al.,
2016a), la cual se hidroliza mediante la accidn de las enzimas pancredticas Al, A2 y B
(Buchman, 2009) para formar COL (Figura 3, #4). La sintesis de COL por esta via no
significa que no se requiera de forma exdgena (Baldi y Pinotti, 2006). Este proceso
consume tres moléculas de SAM por cada molécula de PCH que se forma (Martinez et
al.,2013), sintetizando aproximadamente un tercio de laPCH end6gena (Coleet al.,2012;
Bertolo y McBreairty, 2013), mientras que el otro 70% se sintetizan a través de la via

Kennedy (Li y Vance, 2008).
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Durante la deficiencia de COL, esta se recicla al aumentar la actividad de PEMT
mediante un incremento en la concentraciéon de PE, o bien, mediante una regulacidn
positiva de la expresion de PEMT durante una deficiencia prolongada. La disponibilidad
de COL afecta la sintesis de PCH a través de PEMT, que a su vez afecta la disponibilidad

de grupos metilo para otras reacciones (McBreairty y Bertolo, 2016).

2.5 Colina en leche

La GM es un tejido diana para la COL y sus derivados, tanto para la sintesis de leche
como para el mantenimiento de la integridad del tejido (Pinotti et al., 2002). En este
organo la PCH participaen el transporte y la secrecion de grasa lactea (Baldiet al., 2011),
ya que se incorpora en las membranas de fosfolipidos alrededor de los GG, por lo que,
una mayor disponibilidad PCH o COL puede aumentar el rendimiento de grasa al
aumentar la disponibilidad de AG (Elek et al., 2008).

La leche de cabra presenta una composicién variada de metabolitos derivados de COL
(Pinotti et al., 2002). Del contenido total de COL, la fosfocolina representa el 53%, la
glicerofosfocolina el 19%, la PCH el 14%, la esfingomielina el 12% y la COL libreel 2%
(Richard et al., 2016). La produccion de compuestos metilados en la leche es
particularmente alta, las cabras secretan entre 100 y 150 mg/d de COL libre (Savoini et
al.,2010), niveles que se mantienen a costa de agotar las reservas hepaticas de COL (Zhou
et al., 2016b), ocasionando que los precursores de la via del THF sean limitantes,
especialmente al inicio de la lactacion (Baldi et al., 2011).

Se ha demostrado que no existen cambios en las concentraciones plasméaticas de COL
en vacas que recibieron infusiones a nivel abomasal, sin embargo, la secrecion de COL
en leche es sensible a las infusiones post-ruminales, por lo que se puede utilizar como
indicar de la absorcién de COL (Deuchler et al., 1998; Pinotti et al., 2002). Para la
determinacion de la concentraciéon de fosfolipidos se emplean técnicas enzimaticas

colorimétricas como la descrita por Takayama et al. (1977).

2.6 Degradacion y deficienciade colina

En el National Research Council (NRC), se han establecido los requerimientos de COL
para animales de produccion como aves, cerdos y peces, pero no para rumiantes (de Veth
et al., 2016). No obstante, 1a COL se ha identificado como un nutriente critico durante el

periodo de transicion (Lima et al., 2012¢; Sun et al., 2016), y ha sido generalmente
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aceptado que la alimentacion de rumiantes aporta baja concentracion de COL, ya que esta
se degrada a nivel ruminal (Jaeger et al., 2009; Pacheco et al., 2010; Zhou et al., 2016a).

Durante la degradacion ruminal, los grupos metilo de la COL se metabolizan en
trimetilamina, la cual puede acumularse o convertirse en metano (Pinotti et al., 2002), por
ello, la ingesta de COL contribuye de manera insignificante en su requerimiento (Baldi et
al.,2011), causando que los rumiantes experimenten deficiencias de COL y, por lo tanto,
de sus derivados. Debido a la compleja interrelacién entre COL, PCH, BET, MET,
carnitina, Bo y B2 (Pinotti et al., 2005; Janovick et al., 2006; Jayaprakash et al., 2016) su
deficiencia puede resultar indetectable, especialmente en rumiantes (Savoini et al., 2010).

El déficit de PCH en el RE disminuye la sintesis de VLDL (Cole et al., 2012), lo que
reduce la tasa de exportacion de TAG causando su acumulacion en el higado (Pinotti et
al., 2002) afectando su funcionalidad (Elek et al., 2008), por ello, el higado graso se
considera un signo clinico clésico de deficiencia de COL (Hartwell et al., 2000; Baldi y
Pinotti, 2006; de Veth et al., 2016), siendo los rumiantes mas susceptibles a este trastorno
que cualquier otra especie (Cooke et al., 2007).

La deficiencia de COL provoca alteraciones en el crecimiento, y en la funcionalidad
del cerebro, pancreas y rifion (Fontana et al., 2006). Ademds, resulta en una limitante para
la produccién de leche (Zhou et al., 2016a), ya que, dentro de la GM, enzimas, factores
de transcripcion y receptores nucleares se ven afectados, disminuyendo la absorcién de
lipidosy secrecion de grasa lactea (Baldi et al., 2011).

Por ello, es recomendable la suplementacion con COL y/o sus derivados,
especialmente durante el periodo de transicién (Ardalan et al., 2009; Supriyati et al.,
2016). La administracion de COL se ha realizado mediante infusiones post-ruminales y,
actualmente en forma de COL protegida de la degradacién ruminal (RPC, por sus siglas
en inglés) (Jayaprakash et al., 2016), para el segundo caso, se han desarrollado productos
comerciales de RPC sintética que se absorben a nivel intestinal (Elek et al., 2008; Huawei

etal., 2015; de Veth et al., 2016).

2.7 Suplementacion nutricional en rumiantes

Durante los ultimos afios se ha fomentado el uso de aditivos de origen natural en la
alimentacion animal para mejorar su salud y rendimiento. Existen extractos y fragmentos
de plantas bioactivas que tienen efecto antimicrobiano, antioxidante, antiinflamatorio e
inmunoestimulante, otras aportan metabolitos de importancia nutricional. Sin embargo,

las interacciones producidas son complejas y las dosis efectivas son dificiles de
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determinar (Jounary y Morgavi, 2007), ya que los efectos con dosis bajas pueden ser
indetectables, mientras que, dosis altas pueden ser toxicas (Frankic¢ et al., 2009). Por ello
se necesita investigacion cientifica para comprender los procesos metabdlicos
involucrados, asi como para la determinacién de las dosis efectivas.

En el caso de rumiantes, se utilizan aditivos con el fin de manipular la fermentacién
ruminal, aumentar la eficacia de la digestion y el metabolismo de los nutrientes, reducir
la produccion de metano (Franki€ et al., 2009), y mejorar el desempeiio productivo de los
animales, especialmente en ganado productor de leche (Duque et al., 2011).

Cuando se buscan beneficios a nivel post-ruminal se utilizan aditivos protegidos, es
decir, que no sean susceptibles a la degradacion por parte de las bacterias ruminales. Para
lograr esto, los aditivos deben se someten a tratamientos con calor, proteccion con taninos
o polimeros, reacciones de aldehidos proteicos, quelacién y encapsulacion con lipidos
(Vargas y Elizondo, 2015; Gadeyne et al., 2017). Existe una variedad de aditivos
protegidos de la degradacién ruminal que han mejorado la salud y/o el desempefio
productivo de rumiantes lecheros (Cuadro 4), donde se incluye el uso de fuentes sintéticas
de COL protegida, cuyos efectos han sido evaluados en rumiantes lecheros durante el
periodo de transicidn o al inicio de la lactacion, los cuales se describen con mayor detalle

en el punto 2.7.1.

Cuadro 4.

Aditivos protegidos utilizados en rumiantes

Aditivo Efecto positivo sobre Referencia

Grasas Balance energético negativo Duque et al., 2011
Produccién de hormonas Moyano y Rodriguez, 2014
gonadotrépicas

Omega 3y 6 Pardmetros productivos Duque et al., 2013

MET Contenido de proteina en leche Dourado et al., 2001
Produccion lactea Davidson et al., 2008
Reduccioén de la concentracion de - Civelek et al., 2013
HB sérico

Lisina Ganancia diaria de peso Xue et al., 2011

MET + lisina Produccion lactea Lee etal., 2012
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2.7.1 Suplementacion con colina en rumiantes

El déficit energético durante el periodo de transicién disminuye la productividad y
aumenta la incidencia de enfermedades posparto (Jayaprakash et al., 2016), sin embargo,
la suplementaciéon con COL durante este periodo ha mostrado efectos positivos sobre la
produccion y la salud de los rumiantes (NRC, 2007; Acosta et al., 2016).

La RPC administrada como cloruro de colina a base de COL libre es de origen
sintético, la cual estd protegida por una capa de AG (Pacheco et al., 2010). Esta capa no
puede ser digerida por los microorganismos ruminales, pero a nivel intestinal, es
degradada por enzimas digestivas que la descomponen liberando la COL para su
absorcion (Jayaprakash et al., 2016). La COL se absorbe desde el lumen del intestino
delgado (Supriyati et al., 2016), en bajas concentraciones, se absorbe mediante un
transportador, y en altas concentraciones, viaja mediante difusion pasiva. El transporte de
COL dentro y fuera de la célula, es un proceso asociadoy regulado por la via CDP-colina
(Fagone y Jackowski, 2013).

La suplementaciéon con RPC actda sobre varios mecanismos, disminuye la utilizacidén
de MET como donador de grupos metilo, esto permite el ahorro de MET (Briisemeister y
Stidekum, 2006) y favorece la sintesis de proteina lactea (Elek et al., 2008; Janovick et
al., 2006). Por otra parte, disminuye los depdsitos hepéticos de TAG (Cooke et al., 2007;
Amruktar etal., 2015), ya que la disponibilidad de PCH permite la formacién de VLDL,
donde los TAG se movilizan hacia la GM para actuar como sustrato en la sintesis de grasa
lactea (Leiva et al., 2015; Zhou et al., 2016b), reduciendo al mismo tiempo la incidencia
de lipidosis hepdtica (Zom et al., 2011) y cetosis (Jayaprakash et al., 2016).

Se han realizado estudios en los que evaldan el efecto de la suplementacién con fuentes
de sintéticas de COL sobre el desempeiio productivo y salud del ganado lechero. En
bovinos, se ha reportado que la suplementacién con RPC aumenta la produccién de leche
(Pinotti etal., 2003) ya sea suplementando durante el periodo de transicion (Jia-sanet al.,
2012) o durante la lactancia temprana (Davidson et al., 2008). Ademds de mejorar la
calidad nutricional de la leche, previene el higado graso y la cetosis (Amrutkar et al.,
2015; de Veth et al., 2016; Jayaprakash et al., 2016), y puede aumentar el CMS (Zom et
al., 2011). Cabe agregar que, puede tener efectos favorables sobre la capacidad
antioxidante (Sun et al., 2016) y mejorar la funcién inmune permitiendo que los animales
respondan mejor a los cambios metabdlicos posparto (Vailati et al., 2007; Zhou et al.,
2016c). En ganado caprino, se ha reportado el incremento en la produccion lictea, asi

como en la concentracién de grasa y/o proteina (Pinotti et al., 2008; El-Gendy et al., 2012;
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Supriyati et al., 2016), ademds de un mayor CMS y menor concentracién sanguinea de [3-
HB (Baldi et al., 2011).

De manera general, la suplementaciéon con fuentes sintéticas de COL durante el
periodo de transicion ha mejorado la produccién lactea, aumentado la concentracion y
rendimiento de los componentes lacteos, y ha prevenido la cetosis e higado graso. Sin
embargo, los efectos de la suplementacion han sido diversos y aleatorios, lo cual puede
atribuirse a las interacciones que hay entre la dosis y fuente de COL, el inicio y duracién
de la suplementacién, genotipo, alimentacién, manejo general de los animales, asi como
los métodos de medicién y muestreo. Cabe destacar que, son escasos los estudios que
evaluen el efecto de la suplementacion con COL en cabras lecheras y mds aun los estudios
que utilicen fuentes herbales de COL, por ello, el presente estudio tuvo como objetivo
suplementar una fuente de colina herbal en cabras Alpinas durante el periodo de transiciéon

y evaluar su efecto sobre el comportamiento productivo.

3. HIPOTESIS
La suplementacioén con una fuente herbal de colina durante el periodo de transicidn, tiene
efectos favorables en al menos uno de los pardmetros productivos y disminuye la

concentracion de cuerpos cetonicos séricos en cabras Alpinas estabuladas.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacion via oral con diferentes dosis (0,4 y 8 g/d) de una
fuente de colina herbal, sobre el comportamiento productivo de cabras Alpinas

estabuladas durante el periodo de transicion.

4.2 Objetivos especificos

e Conocer la respuesta de la suplementacion sobre los cambios de peso,
digestibilidad y consumo de materia seca.

e Comparar la respuesta sobre la produccién de leche, y la concentracién y
rendimiento de los componentes l4cteos: grasa, proteina, lactosa, sélidos totales,
s6lidos totales no grasos.

e Analizar en suero las concentraciones de glucosa, colesterol, urea, cuerpos

cetoénicos, proteinas séricasy enzimas hepaticas.
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5. MATERIAL Y METODOS
El presente estudio se dividié en una fase de campo que incluyd el manejo animal
(alimentacion, suplementacion, ordefio y muestreo), y una fase de andlisis de laboratorio

(leche, sangre y alimento), y andlisis estadistico.

5.1 Ubicacion

La fase de campo se realizé en el Centro de Ensefianza Prictica e Investigacién en
Produccién y Salud Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (F-MVZ)
de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), entre diciembre de 2017 y
mayo de 2018. La fase de andlisis de laboratorio se realizo en los laboratorios de
Bromatologia, Analisis Licteos y Ensayos Metabdlicos de la Universidad Auténoma

Metropolitana (UAM) Unidad Xochimilco, entre noviembre de 2017 y junio de 2018.

5.2 Animales

Los procedimientos que involucraron animales se realizaron bajo los lineamientos del
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion
(CICUAE) de la F-MVZ de 1a UNAM. Se utilizaron 18 cabras Alpino Francés con 130d
de gestacion y 67.5 £ 6.9 kg de peso corporal, los animales fueron seleccionados de un
grupo hembras que previamente ingresaron a un programa de sincronizacion, con el fin
de agrupar y reducir el periodo de partos. Los animales se alojaron en corrales grupales

donde disponian de agua limpia y fresca ad libitum y asoleadero.

5.3 Alimentacion

Se administraron dos dietas de acuerdo con la etapa fisioldgica (Cuadro 4), estas se
disefiaron siguiendo las recomendaciones del NRC (2007) gestacion tardia y lactacion
temprana. Previo a la formulacién, se realiz6 un andlisis quimico proximal a los
ingredientes, siguiendo los métodos de la Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos
(AOAC, 1990) para conocer la concentracién de MS por el método de secado en estufa
952.08, grasa cruda (GC) por el método 920.39, proteina cruda (PC) por el método
Kjeldahl 954.01, cenizas totales (método 942.05), fibra detergente neutra (FDN) y fibra
detergente 4cida (FDA) mediante la técnica de Van Soest (1963), asi como la
determinacion del aporte energético. Los andlisis se realizaron en el Laboratorio de

Bromatologia y Ensayos Metaboélicos de 1a UAM-Xochimilco.
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Durante los horarios de alimentacién (9, 12 y 17 h), los animales permanecieron 60
min en la jaula individual asignada (60 x 120 cm) con acceso a comedero.

Posteriormente, los animales salian al corral grupal.

5.4 Tratamientos

Los animales se asignaron a uno de los tratamientos experimentales de acuerdo con un
disefio completamente al azar: 0, 4 y 8 g/d de colina herbal. La colina herbal utilizada
bajo el nombre comercial BioCholine Powder® (Nuproxa, México), estd elaborada a base
de Achyrantes aspera, Azadirachta indica, Trachyspermum ammi, Citrullus colocynthis
y Andrographis paniculata, fuentes naturales de COL y PCH. El suplemento herbal se
peletiz6 utilizando como vehiculo cascarillade soya (1:1), 1a porcién diaria se administro
via oral de manera individual durante el periodo de transicion (a partir del dia 130 de

gestacion hasta el dia 90 posparto), siendo 121 d de suplementacion.

Cuadro 4.
Ingredientes y composicion de las dietas administradas
Gestacion Lactacién
Ingredientes (g/kg)!
Alfalfa (pellets) 193 217
Heno de avena 207 224
Concentrado comercial® 196 238
Ensilado de maiz 404 321
Composicion quimica (g’kg MS)
Proteina cruda 94 100
Grasa cruda 20 20
Fibra detergente neutra 580 585
Fibra detergente acida 356 338
Cenizas 102 102
Materia Seca 668 718

Mis 70 g/d de sales minerales: Ca (20%), Mg (2%), Zn (20 mg), Se (30 mg).
YIngredientes: maiz, sorgo, semilla de algodon, pasta de oleaginosas, subproductos de

cereales, melaza de cafia.
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5.5 Orderio

Los animales se ordefiaron de manera mecdnica en una sala de tipo parada convencional
de linea baja con 12 plazas y seis unidades de ordefio con medidores individuales. El
ordefio se realizd a las 8 h y a partir de los 30 d de lactacion se realiz6 un ordefio adicional

(16 h), debido al incremento en la produccién lactea.

5.6 Variables analizadas

Peso final, cambios de peso (CP), CMS, digestibilidad.

Producciéon de leche, concentraciéon y rendimiento de componentes ldcteos: grasa,
proteina, lactosa, sdlitos totales (ST) y sélidos totales no grasos (STNG).

Concentracion sérica de acido Urico, albumina, aspartato aminotransferasa (AST), B-
Hidroxibutirato (B-HB), bilirrubina, colesterol, creatinina, deshidrogenasa lactica (DHL),

fosfatasa alcalina (ALP), globulina, glucosa, proteina total, urea, calcio y fésforo.

5.6.1 Cambios de peso, digestibilidady consumo de materia seca

Los animales se pesaron semanalmente para conocer los CP. El CMS se estim6 a partir
del peso del alimento ofrecido y el rechazo, este método se realiz6 durante 5 d
consecutivos a los 145 d de gestacion y a los 25, 55 y 85 d posparto. Durante el proceso,
se obtuvieron muestras fecales del recto de los animales para calcular la digestibilidad

mediante la técnica de cenizas insolubles en dcido (método AOAC, 929.06).

5.6.2 Desemperio productivo

La produccion de leche (I/d) se registré semanalmente a partir de los 7 d posparto.
Durante el ordefio matutino se obtuvieron muestras de leche de cada individuo (70 mL)
y se mantuvieron en refrigeracion (-4 °C) hasta su andlisis, 24 h después de su coleccion.
Se estimd la concentracion (%/d) de grasa, proteina, lactosa, ST y STNG mediante
espectrofotometria (Milko Scan, Foss-Electric, Dinamarca). El rendimiento l4cteo (kg/d)
se calcul6 a partir de la produccién en litros ajustada a una densidad de 1.036 g/mL (Vega
et al., 2007), el rendimiento (g/d) de los componentes lacteos se calculd a partir de la

concentracion de cada componente y el volumen de leche producido.

5.6.3 Perfil bioquimico sérico
Al 90 d posparto se obtuvieron muestras de sangre de cada animal mediante venopuncion

yugular (aproximadamente 5 mL) en tubos vacutainer con EDTA. Las muestras se
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centrifugaron (3000 g x 10 min), el plasma recuperado se almacend a -20 °C hasta su
andlisis. La concentracién de acido urico, albimina, AST, B-HB, bilirrubina, colesterol,
creatinina, DHL, ALP, globulina, glucosa, proteina total, urea, calcio y fésforo se estimé

utilizando un auto-analizador (KONTROLab 2017, DESEGO, México).

5.6.4 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el programa estadistico SAS (2002). Se confirmé la
normalidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y se analizaron mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el procedimiento GLM. Las medias de los
tratamientos se compararon con la prueba de Tukey declarando la significancia estadistica
a P <0.05. Se realiz6 un anélisis de correlacionentre variables. Se analizaron los efectos
lineales (L) y cuadraticos (Q) de las dosis suplementadas. Para el andlisis de peso corporal
y CMS, se utilizé el peso inicial (a los 130 d de gestacion) y el nimero de crias como

covariables.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cambios de peso, digestibilidady consumo de materia seca

El efecto de la suplementacién con COL herbal sobre los CP se presenta en el Cuadro 5.
Las cabras suplementadas con 8 g/d de COL herbal presentaron pesos corporales mas
altos a los 148 dias de gestacion y a los 4 dias posparto en comparacion con el grupo
testigo (P > 0.05). Durante la lactacion, los CP diarios se presentaron como pérdidas en
el grupo suplementado con 8 g/d, contrastando con los otros grupos (0 y 4 g/d), sin
embargo, el peso final no difiri6 entre tratamientos.

Estos resultados coinciden parcialmente con Pinotti et al. (2008), quienes no
observaron diferencias en los CP durante el periparto y lactacién entre cabras
suplementadas con RCP (4 g/d) y el grupo testigo. No obstante, El-Gendy et al. (2012) y
Supriyati et al. (2016), reportaron el efecto de RPC (2 g/d) sobre los CP durante la
lactacion, donde, las cabras suplementadas presentaron mayor ganancia de peso, sin
embargo, el efecto de la suplementacién sobre el desempefio productivo fue inferior al
efecto presentado en los animales del presente estudio.

En ganado bovino, Amruktar et al. (2015) suplementaron RPC (54 g/d) y reportaron
ganancias de peso, mientras que, Piepenbrink y Overton (2003), Rahmani et al. (2014), y
Soltan et al. (2016), no reportaron diferencias sobre los CP con dosis de RPC entre los 30
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y 90 g/d, de igual forma, Suksombat et al. (2012), no encontraron efecto sobre los CP con

la combinacién de biotina y RPC (20 + 20 mg/d, respectivamente).

Cuadro 5.
Cambios de peso en cabras Alpinas suplementadas con una fuente de colina herbal

durante el periodo de transicién

Colina herbal (g/d) Valor-P
EEM
0 4 8 L Q
Gestacion
Peso inicial', kg 64.03  68.06 70.10 1.691 - -
Peso preparto?, kg 69.83> 71.13*®  76.00* 1.772 0.83 0.33
Lactacién
Peso postparto?, kg 56.53* 56.071° 62.54* 1313 0.22 0.06
Peso final*, kg 58.33  56.80 59.85 1.690 0.89 0.37
Cambios de peso, g/d 20.00 19.78 -29.84 19.506 039 0.57

1130 y 2148 d de gestacion, *4 y 90 d de lactacidn.
ab Valores con diferente superindice en la misma fila difieren (P < 0.05).
Peso inicial y niimero de crias se usaron como covariables.

EEM: error estindar de la media. Valor-P L: lineal, Q: cuadratico.

Aunque no era objetivo del estudio, es de importancia mencionar el peso promedio de
las crias al nacimiento y el peso total de la camada, los cuales fueron3.7,3.4y 3.7,y 6.2,
7.4 y 5.8 kg para los grupos suplementados con 0, 4 y 8 g/d de COL herbal,
respectivamente. El peso corporal de las crias al nacimiento no fue afectado por el
suplemento herbal, sin embargo, Habeeb et al. (2017) reportaron que las crias de madres
suplementadas con RPC pesaban hasta 64.8% mads en comparacion con las crias del grupo
control, no obstante, en ese ensayo utilizaron las dosis mds altas de RPC reportadas en
cabras (20 g/d) y la suplementacion inicié antes del empadre. Por lo que si se busca tener
crias con pesos més altos al nacimiento seria recomendable suplementar con fuentes de
COL por periodos mas prolongados.

Los efectos de la suplementacién con colina herbal sobre el CMS vy digestibilidad se
presentan en el Cuadro 6. La digestibilidad y el CMS no fueron afectados por la
suplementaciéon (P > 0.10). El CMS no tuvo correlacién con el peso corporal o la

produccion lactea.
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No hubo efecto de la suplementacion sobre la digestibilidad, en este sentido, E1-Gendy
et al. (2012) evaluaron el efecto de la suplementacién con RPC (2 g/d) sobre la
digestibilidad de nutrientes y MS, sin obtener diferencias entre los animales
suplementados y el grupo control. En otros ensayos se ha evaluado el efecto de RPC sobre
el pH, 4cidos grasos volatiles totales y la concentracién de amoniaco-nitrégeno en el
rumen, sin observar cambios en cabras (Habeeb et al., 2017) y bovinos (Mohsen et al.,

2011), lo cual puede atribuirse al hecho de que la RPC no se degradé a nivel ruminal.

Cuadro 6.
Digestibilidad y consumo de materia seca (CMS) en cabras Alpinas suplementadas con

una fuente de colina herbal durante el periodo de transicion

Colina herbal (g/d) Valor-P
EEM
0 4 8 L Q
Digestibilidad, % 49.7 51.1 64.1 41.15 0.38 0.63
CMS total, kg/d 1.50 1.52 1.64 0.21 0.63 0.83
CMS por etapa, kg/d
Preparto 1.73 1.70 1.99 1.73 0.54 0.62
Dia de lactacion
7-30 1.72 1.36 1.53 1.72 0.56 0.27
31-60 1.51 1.60 1.55 1.51 0.91 0.78
61-90 1.07 1.43 1.48 1.07 0.30 0.63

Peso inicial y nimero de crias se usaron como covariables.

EEM: error estandar de la media. Valor-P L: lineal, Q: cuadratico.

El CMS fue mayor durante el periparto en todos los grupos y fue decreciendo a lo largo
de la lactacién en el grupo control, mientras que, en los grupos suplementados hubo un
aumento en el CMS en el segundo mes de lactacién coincidiendo con el aumento de la
produccién de leche. En este punto, cabe mencionar que, fue mayor la correlacién entre
la produccién lactea con el CMS durante el periparto (r=0.62; P <0.01), que con el CMS
durante la lactacién (r = 0.53; P < 0.03). Lo que sugiere que, debe evitarse el déficit
nutricional al final de la gestacién y apoyar el metabolismo con fuentes de COL, ya que
la GM se ve afectada por el nivel de nutricion previa al parto (Hérter et al., 2016), lo cual

impacta directamente en el desempefio productivo.

36



En cabras, D’Ambrosio et al. (2007) y El-Gendy et al. (2012), no observaron
diferencias en el CMS entre tratamientos con la suplementacion de RPC (4 y 2 g/d,
respectivamente). Habeeb et al. (2017) reportaron el aumento en la produccién de leche
y un aumento sobre el CMS en animales suplementados con RPC (20 g/d), es decir, el
aumento en la produccién lactea se atribuyé a una mayor ingesta de nutrientes, no
obstante, Baldi et al. (2011) reportaron un mayor CMS en animales suplementados con
RPC (4 g/d) sin observar cambios en la produccién lctea. En el presente estudio se
manifesté un comportamiento inverso, es decir, no se observo efecto de la suplementacién
sobre el CMS, aunque hubo efectos positivos en la produccién y rendimiento de los
componentes lacteos, es decir, hubo un mejor desempefio productivo sin el incremento
significativo en el CMS, lo que sugiere que hubo mayor eficiencia alimenticia en los
animales suplementados. En bovinos el efecto de RPC sobre el CMS también es aleatorio,
por ejemplo, Hartwell et al. (2000), Cooke et al. (2007), y Rahmani et al. (2014), no
reportaron diferencias sobre el CMS entre tratamientos con dosis de 12, 15y 90 g/d de
RPC, respectivamente, por otra parte, Ardalan et al. (2009), Zom et al. (2011), y Soltan
et al. (2012), reportaron el aumento en el CMS con dosis de 60, 60 y 30 g de RPC,
respectivamente, en este sentido, Zahra et al. (2006) observaron una interaccion entre

BCS y el CMS, donde, el CMS fue mayor en animales con mayor BCS.

6.2 Perfil bioquimico sérico

Los efectos de 1a suplementacion con colina herbal sobre la concentraciéon de metabolitos
séricos se presentan en el Cuadro 7. No existié evidencia estadistica del efecto de la
suplementacion sobre las concentraciones séricas de acido trico, albumina, AST, 3-HB,
bilirrubina, colesterol, creatinina, DHL, ALP, globulina, proteina total, urea, calcio y
fésforo (P > 0.10), sin embargo, hubo efecto de la suplementacién sobre la glucemia (P
< 0.05). El grupo suplementado con 4 g/d presenté una glucemia mas baja frente a los
otros grupos, aunque el valor se encuentra dentro del rango aceptable sugerido por Pichler
et al. (2014), a su vez, la glucemia del grupo testigo rebasé el rango considerado como
aceptable. En la concentracion de albimina se presentd un efecto cuadrético positivo con
la suplementaciéon de COL herbal, mientras que, en la concentracion de glucosa y fésforo

se presentd una curva cuadrética (P < 0.05).
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Cuadro 7.
Perfil bioquimico sérico! de cabras Alpinas suplementadas con una fuente de colina

herbal durante el periodo de transicién

Colina herbal (g/d) Valor-P
EEM

0 4 8 L Q
Glucosa, mg/dL. 68.008  58.60°  61.42%® 1370 0.04 0.03
B-Hidroxibutirato, mmol/L.  0.80 0.86 1.13 0.111 029 0.68
Colesterol, mg/dL. 122.00  95.00 98.57 6.624 020 0.31
Urea, mg/dL 57.67 57.00 50.86 4456 0.60 0.80
Acido irico, mg/dL 0.47 0.44 0.56 0.034 032 0.34
Bilirrubina, mg/dL 0.53 0.44 0.44 0.032 032 052
Creatinina, mg/dL 0.97 0.96 0.93 0.024 058 0.83
Proteina total, g/dL. 8.73 8.80 8.42 0.147 046 052
Albumina, g/dL 3.83 4.46 3.81 0.123 094 0.01
Globulina, g/dL 4.57 4.34 4.61 0.148 091 048
Albumina/Globulina 0.83 0.87 1.04 0.046 0.75 0.07
ALP?, pg/L 109.67  78.60 98.00 0.085 0.60 0.18
AST?, ng/L 19.90 19.00 18.71 1.260 0.75 0.92
DHL?, pg/L 104.00  109.00  98.29 7.199 0.78  0.65
Calcio, mg/dL 9.33 9.44 9.31 0.239 098 0.84
Fésforo, mg/dL 4.90 4.24 4.83 0.141 0.84 0.05

190 d de lactacion.
Fosfatasa alcalina, *Aspartato aminotransferasa, “Deshidrogenasa lictica.
ab Literales distintas en la misma fila indican medias diferentes (P < 0.05).

EEM: error estandar de la media. Valor-P L: lineal, Q: cuadratico.

En caprinos, D’ Ambrosio et al. (2007) y Pinotti et al. (2008) no reportaron diferencias
sobre la concentracion de colesterol, glucosa, f-HB, AGNE’s y urea entre tratamientos,
con dosis de 4 g/d de RPC, mientras que, Baldi et al. (2011) report6 menores
concentraciones de B-HB con la misma dosis de RPC. En el presente estudio, no existio
efecto en la concentracion de B-HB como se habia hipotetizado, de hecho, en los grupos
suplementados la concentracion de B-HB alcanzé el rango que Sadjadian et al. (2013)
consideran para una cetosis subclinica, sin embargo, no se manifesté hipoglucemia. En

este sentido, se puede atribuir el incremento en el rendimiento de la grasa lactea a las
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concentraciones circulantes de 3-HB, ya que es precursor en la sintesis de AG sintetizados
en la GM (Park et al., 2007). La reduccién de glucosa puede atribuirse a una mayor
sintesis de lactosa en la GM (Lin et al., 2016), asi como fuente de energia para la sintesis
de novo de AG (Palmquist, 2006).

En ganado bovino suplementado con RPC (dosis entre15 y 100 g/d) se han estimado
las concentraciones de glucosa, colesterol, AGNE’s, TAG, B-HB, urea, proteina total,
albimina y globulina, donde, Piepenbrink y Overton (2003), Pinotti et al. (2003), Cooke
et al. (2007), Janovick et al. (2006), Davidson et al. (2008) y Leiva et al. (2015) no
encontraron efecto. Por otra parte, Elek et al. (2013) reportaron una disminucion de f-HB
frente al grupo testigo con la suplementacion de 100 y 200 g/d de RPC durante la

gestacion tardia y el inicio de la lactacion.

6.3 Desempeiio productivo

Los efectos de la suplementacion con colina herbal sobre el desempeiio productivo se
presentan en el Cuadro 8. El andlisis estadistico mostré que hubo un efecto positivo lineal
de la suplementacion sobre la produccion lactea (P < 0.01), sin cambios en la
concentracion de grasa, proteina, lactosa, ST y STNG (P < 0.05), no obstante, hubo un
mayor rendimiento diario de estos componentes en los animales suplementados con 8 g/d
como consecuencia del incremento en el volumen de leche producido (P < 0.05).

En cabras, Baldi et al. (2011), con suplementacién de RPC (4 g/d) no report6 efecto
sobre el rendimiento lechero. Por otra parte, D’ Ambrosio et al. (2007), Pinotti et al.
(2008), El-Gendy et al. (2012) y Supriyati et al. (2016), reportaron efecto sobre el
rendimiento lechero, donde, con dosisde 4, 4,2 g/d y 4 g cada dos dias de RPC obtuvieron
un incremento de 9, 7, 11, 17%, respectivamente en relacién con el grupo testigo. En el
presente estudio, existié aumento en la produccién lactea, siendo un 22 y 54% superior
los grupos suplementados con4y 8 g/d, respectivamente, en relacioncon el grupo testigo.

Supriyati et al. (2016) suplementaron 0, 4 y 8 g/d RPC y observaron una respuesta
cuadratica del 17% sobre el grupo testigo, mientras que, en el presente estudio, la dosis
suplementada sobre la produccién y rendimiento de los componentes licteos tuvo un
efecto lineal y no cuadrético (P < 0.01) como se habia hipotetizado, por lo que, no es
posible estimar la dosis mas efectiva con andlisis estadisticos y deben realizarse andlisis

con dosis mas altas para identificar las dosis maximas recomendables.
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Cuadro 8.
Desempefio productivo en cabras Alpinas suplementadas con una fuente de colina

herbal durante el periodo de transicién

Colina herbal (g/d) EEM Valor-P
0 4 8 L Q

Produccién total, kg/d 1.69° 2.07° 2.60* 0.077 0.0001 0.61
Produccion mensual, kg/d
Primer mes 1.80 2.06 243 0.105 0.032 0.78
Segundo mes! 1.72° 2.18® 2.82% 0.140 0.003 0.75
Tercer mes! 1.55° 1.97¢®>  2.55% 0.154 0.016 0.78
Composicioén lactea, %/d

Grasa 4.64 4.93 4.87 0.145 0.57 0.57

Proteina 2.90 2.90 2.77 0.037 0.22 0.41

Lactosa 4.10 4.15 4.11 0.021 0.96 0.34

Sélidos totales 11.51 11.70 11.62 0.148 0.80 0.67

Soélidos totales no grasos 8.07 8.11 7.94 0.054 0.37 0.36

Produccién de componentes lacteos, g/d

Grasa 76.97°  99.85%  122.13* 4.750 0.0005 0.98
Proteina 48.81°  59.24% 71.86* 2.170 0.0001 0.81
Lactosa 69.22°  84.49°  106.55* 3.085 0.0001 0.59
Soélidos totales 193.31° 238.08° 298.12* 9.036 0.0001 0.68

Sélidos totales no grasos 136.11° 166.53°> 205.88* 6.008 0.0001 0.71

'Dos ordefios por dia.
Literales distintas en la misma fila (a, b) indican medias diferentes (P < 0.05).

EEM: error estandar de la media. P-Value L: lineal, Q: cuadrético.

La Biocolina es un suplemento herbal elaborado con Achyranthes aspera a la que se
atribuye efecto antiperoxidativo (Tahiliani y Kar, 2000), antiparasitario y nefroprotector
(Srivastav et al., 2011), y donde se ha aislado betaina (Tatke et al., 2014), Azadirachta
indica que tiene efecto antiparasitario en rumiantes (Barrabi y Arece, 2013),
Trachyspermum ammi con efecto antioxidante y nematicida (Bairwa et al., 2012),
Citrullus colocynthis y Andrographis paniculate las cuales han sido estudiadas por su
efecto anticancerigeno, antioxidante, antimicrobiano y antiinflamatorio (Hussain et al.,

2013; Okhuarobo et al., 2014). Mendoza et al. (2018), se han identificado los compuestos
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fitoquimicos en este aditivo, incluido Trans-2-Undecenal, que es un aldehido con un
efecto antihelmintico (Forbes et al., 2014), B-pineno asociado con un efecto
antimicrobiano y fungicida (Rivas et al., 2012), 4-vinylguaiacol que tiene actividad
antioxidante (Azadfar et al., 2015), también contiene alcoholes como el 1-propanol,
aunque este no ha mostrado efecto sobre el comportamiento productivo de vacas lecheras
(Raun y Kristensen, 2011), trimetilamina, que es un precursor en la sintesis de colina,
pero lo mds destacable es que este suplemento contiene conjugados de colina,
principalmente PCH y PSE (Suraj et al., 2018; Baldissera et al., 2019).

La PCH sigue una ruta metabdlica diferente a la que sigue la COL libre presente en la
RPC. Una vez absorbidala PCH en conjunto con otros productos de la digestion de grasas,
esta es trasportada en la sangre como lipoproteinas y esta disponible para las células y
tejidos (Tocher, 2008), mientras que, la COL libre requiere transportadores paraentrar en
las células (algunos mediados por ATP), ocasionando una tasa lenta de biosintesis de
PCH (Fagone y Jackowski, 2013), lo que sugiere que es mejor satisfacer los
requerimientos de COL con fuentes de PCH.

El efecto de la suplementacién con RPC sobre el rendimiento de estos componentes
es aleatorio, ya que, Baldi et al. (2011) no observaron efecto con dosisde 4 g/d, mientras
que, Pinotti et al. (2008) reportaron efecto sobre el rendimiento de grasa con la misma
dosis, asi mismo, El-Gendy et al. (2012) y Supriyati et al. (2016) reportaron efecto sobre
el rendimiento de grasa, proteina y lactosa. El efecto sobre el rendimiento de grasa con la
suplementacion de RPC se atribuye a la mayor disponibilidad de fosfolipidos y, por lo
tanto, de VLDL, las cuales facilitan la absorcién y transporte de lipidos, favoreciendo la
sintesis de grasa en la GM (Habeeb et al., 2017). Mientras que, el aumento en el
rendimiento de la proteina se atribuye a una mayor disponibilidad de MET, ya que, al
ahorrarse en presencia de COL, el AA queda disponible para participar en la sintesis de
proteina lactea.

En ganado bovino, Janovick et al. (2006), Zom et al. (2011) y Rahmani et al. (2014),
no reportaron efecto de la suplementacion con RPC (dosis entre 12 y 90 g/d). Por otra
parte, Pinotti et al. (2004), Zahra et al. (2006); Davidson et al. (2008), Elek et al. (2008),
Amruktar et al. (2015), Sun et al. (2016), Pirestani y Aghakhani (2017), reportaron
aumento sobre el rendimiento y los componentes l4cteos con la suplementaciéon de RPC
durante el periodo de transicion (dosis entre 40 y 200 g/d), en otros ensayos, se ha

reportado el aumento de la produccidn sin cambios sobre los componentes lacteos, con la
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suplementaciéon de RPC durante el periodo de transicion con dosis entre 15y 60 g/d
(Pinotti et al., 2003; Zahra et al., 2006; Ardalan et al., 2009; Mohsen et al., 2011).

Un factor importante en el desempefio productivo es el aporte de agua y la calidad de
la alimentacién de los animales (Ardalan et al., 2009). En el estudio de Kramer et al.
(2008), observaron una correlacionimportante entre el CMS y la produccién lactea (r =
0.93), asi mismo, en este ensayo fue mayor la correlacién entre la produccién y el CMS
(r=10.62; P < 0.01), que la correlacién entre la produccién y la suplementacién. Esto
sugiere que, para mejorar el desempeio productivo de los animales, en primer lugar,
deben administrarse dietas que se ajusten a las necesidades nutricionales 'y,
consiguientemente, apoyar el metabolismo nutricional con el aumento de la
disponibilidad de COL, especialmente sus conjugados como la PCH, cuyo efecto sobre

la produccién lactea resulta superior en comparacion con la suplementacion de RPC.

7. CONCLUSION

La suplementacién con 8 g/d de colina protegida herbal tiene efectos positivos lineales
sobre la produccion de leche y la composicion lactea, sin afectar los cambios de peso, la
digestibilidad y el consumo de materia seca, sin embargo, no disminuye las

concentraciones séricas de B-HB.
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The effect of supplementation with an herbal choline on productive performance

of dairy goats since late gestation
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The objective of this study was to evaluate the effects of supplementing different levels of
herbal choline on milk production and body weight changes in Alpine dairy goats starting
on day 130 of gestation until day 90 of lactation. Eighteen Alpine multiparous goats were
assigned to one of the experimental treatments according to a completely randomized
design: 0, 4 and 8 g/d of herbal choline. Milk yield and body weight were recorded every
7 days and milk analyzed for fat, protein, lactose, total solids, non-fat solids. Dry matter
intake was measured in periods of five consecutive days (day 5 before calving and days
30, 60 and 90 of lactation). On day 90 blood samples were collected for biochemical
profile. Herbal choline supplementation improved milk production linearly (P < 0.05).
Goats supplemented with 8 grams per day showed a higher BW one week before and after
parturition (P < 0.05). There were no treatments effects on intake, BW changes during
the lactation period and biochemical profile (P > 0.01), except for glucose (P < 0.05).
Thus, herbal choline supplementation to dairy goats during the transition period
improved milk production.

Keywords: dairy goats, herbal choline, milk production.



Implications
Milk production during lactation can be improved by supplementing the choline feed
plant additive starting in late stage of lactation without effects in milk composition, feed

intake and body weight.

Introduction

Choline participates in protein, fat and energy metabolism (Huawei et al., 2015), and is
involved in three main metabolic pathways: synthesis of acetylcholine, methyl donation
(via Betaine) and synthesis of phosphatidylcholine (Finkelstein, 2000; de Veth et al.,
2016). Phosphatidylcholine (PCho) is the principal component of very low density
lipoproteins (VLDL), which export triacyclglycerols from the liver to the mammary gland
which participates in milk fat synthesis (Leiva et al., 2015; Zhou et al., 2016) and the
lipotropic action also reduces fatty liver incidence (Zom et al., 2011) and ketosis
(Jayaprakash et al., 2016).The betaine (oxidized form of choline) acts as an important
methyl donor in the methionine cycle and allows methionine saving (Briisemeister and
Stidekum, 2006; Hollenbeck, 2012) improving the milk protein synthesis (Janovick et al.,
2006; Osorio et al., 2016).

Although the requirement of choline has not been defined for goats (NRC, 2007), the
use of rumen protected choline (RPC) has demonstrated that choline is a limiting nutrient
for growing lambs (Godinez-Cruz et al., 2105; Li et al., 2015) and methylation
requirements are higher in lactating animals (Girard and Matte, 2005). Four experiments
with RPC using dairy goats showed positive responses with 200 g milk/d more in
response to RPC (El-Gendy et al., 2012; Pinotti et al., 2007; D'Ambrosio et al., 2007
Supriyati et al., 2016). An alternative, herbal choline, has demonstrated that it can replace
RPC synthetic products in ewes (Crosby et al, 2017) and lambs (Godinez-Cruz et al.,
2105), with the product providing conjugates of choline that may have different
absorption than choline chloride (de Veth et al., 2016). Therefore, the objective of this
experiment was to evaluate different levels of herbal choline on milk production and
composition, body weight changes and blood metabolites of Alpine dairy goats starting

in the peripartum period and during lactation.



Material and methods

Animals, treatments and feeding

Eighteen Alpine multiparous goats with initial body weight (BW) of 67.5 + 6.9 kg (mean
+ standard deviation), at the last month of pregnancy, were assigned to one of the
experimental treatments according to a completely randomized design: 0, 4 and 8 g/d of
BioCholine (Nuproxa Mexico), an herbal choline source based on Achyranthes aspera,
Azadirachta indica, Trachyspermum ammi, Citrullus colocynthis and Andrographis
paniculate. Goats were housed in group pens where they had clean and fresh water all the
time. During the feeding hours (9:00, 12:00 and 17:00 h), animals remained 60 min in the
assigned individual cage (60 x 120 cm) with access to the feeder, after that, they returned
to the group's pen. Feed plant additive was pelletized, mixed with soybean hulls (1:1) and
administered individually orally from 130 day of gestation until 90 day of lactation. Diets
for last third of gestation and the first third of lactation (Table 1) were formulated
according to NRC (2007). Samples of ingredients were collected for chemical analysis

(AOAC, 1990; Van Soest et al., 1991) (Table 1).

Milk yield, body weight and intake
Goats were milked daily at 8:00 h, and from day 30 of lactation goats were milked twice
(8:00 and 16:00 h) due to the increase in production. Milk production (L/d) was recorded
daily and morning samples (50 mL) were used to analyze fat, protein, lactose, total solids
(TS) and non-fat solids (NFS) with a Milko Scan FT2. Milk yield (kg/d) was calculated
using a density of 1.036 g/mL (Vega et al., 2007), milk components yield (g/d) was
calculated with concentration (%/d) adjusted to the volume of milk produced (L/d).
Body weight was recorded every seven days. Dry matter intake was measured
individually as periods of five consecutive days on gestation day 145, and lactation days

30, 60 and 90.

Blood metabolites

On day 90 of lactation, blood samples were obtained by jugular venipuncture in
vacutainer tubes with EDTA and centrifuged (3000 x g for 10 min) and plasma stored at
-20 °C until analysis. Concentration of albumin, aspartate aminotransferase (AST), B-

hydroxybutyrate (-HB), bilirubin, cholesterol, creatinine, lactic dehydrogenase (DHL),
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alkaline phosphatase (ALP), globulin, glucose, total protein, urea, uric acid, calcium and

phosphorus were determined using an autoanalyzer Kontrolab 2017.

Statistical analysis

Normality of data was confirmed by the Shapiro-Wilk tests data were analyzed as a
completely randomized design with the JMP7 software (Sall et al., 2012). The linear (L)
and quadratic (Q) effects of the supplemented doses were analyzed. For the analysis of

BW and DML, the initial BW and number of kids born were tested as covariates.

Results

Milk yield, body weight and intake

Productive results are presented in Table 2. Herbal choline improved linearly (P < 0.01)
milk yield without changes in composition (P < 0.05). Intake was not affected by feed
plant additive and was not correlated to BW or to milk production. Changes in BW during
gestation, peripartum or lactation were not affected even when goats receiving 8 g/d
ended with negative balance. The BW of kids at birth were not affected by herbal choline

supplementation.

Blood metabolites

Most blood metabolites remained unchanged (Table 3) but herbal choline
supplementation reduced blood glucose (linear and quadratic effect, P < 0.05). Albumin
showed a positive quadratic response (P < 0.01) and phosphorus a negative curve
(quadratic, P < 0.05)

Discussion

Milk yield, body weight and intake

The response in milk production observed was significantly higher than that reported in
other studies with goats where conventional RPC sources were given doses from 2 to 4
grams daily. Pinotti et al. (2008), El-Gendy et al. (2012) reported increments in milk yield
from 9 and 7% over the control group respectively whereas Baldi et al. (2011) found no
response. Supriyati et al. (2016) evaluated 0, 4 and 8 g/d RPC and observed a quadratic
response of 17% over the control group. The response in milk production in this

experiment was linear and not quadratic as that observed by Supriyati et al. (2016).



Natural products have showed an important role in disease prevention and treatment
through the enhancement of antioxidant activity, inhibition of bacterial growth, and
modulation of metabolic pathways. During the last years the use of natural additives has
been promoted in animal feed to improve their health and productive performance
(Jouany and Morgavi, 2007), but not all the mechanisms of action of phytochemicals are
known and it is important to identify their appropriate doses (Franki€ et al., 2009).

The feed plant additive BioCholine is elaborated with different plants among them
Achyranthes aspera which is attributed with antiperoxidative (Tahiliani and Kar, 2000),
antiparasitic and nephroprotective effects (Srivastav et al., 2011) and contains betaine
(Tatke et al., 2014); herbal mixture also contains Azadirachta indicates which has
antiparasitic effect in ruminants (Barrabi and Arece, 2013), Trachyspermum ammi with
antioxidant and nematicidal effects (Bairwa et al., 2012), Citrullus colocynthis and
Andrographis paniculate herbs have been studied for their anticancer, antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory effects (Hussain et al., 2013; Okhuarobo et al.,
2014). Mendoza et al. (2018) have identified some volatile phytochemical compounds in
BioCholine, including Trans-2-Undecenal, an aldehyde with an anthelmintic effect
(Forbes et al., 2014), B-pinene with an antimicrobial and fungicide effects (Rivas et al.,
2012), 4-vinylguaiacol that has antioxidant activity (Azadfar et al., 2015), but most
important, and the plant additive contains conjugates of choline, mainly
phosphatidylcholine and phosphatidylserine (Suraj et al., 2018; Baldissera et al., 2019).

Unlike the synthetic RPC, the metabolic pathway of PCho is different from free
choline from RPC; once it is absorbed with other products of fat digestion, it is transported
in the blood as lipoproteins and is available for cells and tissues (Tocher et al., 2008)
whereas choline requires transporters to enter into the cells (some mediated by ATP) with
a slow “rate-limiting” step which determines the biosynthetic flux from choline to
phosphatidylcholine (Fagone and Jackowski, 2013), suggesting that it might be better
utilized to meet physiological requirements with PCho in lactation

In two goat experiments with RPC, milk fat, protein and lactose concentration were
increased (El-Gendy et al., 2012, Supriyati et al., 2016) but not in another (Baldi et al.,
2011) as observed in this experiment with herbal choline. Consequently, with higher milk
production some authors report increases in yield of the main milk components. However,

more studies will be required to confirm if it is possible to modify the fat or milk protein
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content in goats with choline (RPC or herbal) by modifying availability of triacylglycerols
packaged in VLDL for fat milk synthesis in mammary gland (Leiva et al., 2015; Zhou et
al., 2016) or by leaving more methionine for milk production because some choline can
be used partially for synthesis of the amino acid (Zhou et al., 2017) and the betaine
(oxidized form of choline) acts as a donor of methyl groups saving methionine
(Briisemeister and Siidekum, 2006).

Supplementation with RPC improved BW pre-parturition in one experiment with goats
(EI-Gendy et al., 2012) but not in other experiments (Pinotti et al., 2008; Supriyati et al.,
2016); however, herbal choline has improved BW in ewes dosed at 4 g daily (Crosby et
al, 2017). Based on the number and weight of kids born and BW pre-parturition we can
estimate that herbal choline did not improve mother BW even when it has been reported
of heavier weights in ewes with RPC or herbal choline (Birch et al., 2016; Crosby et al.,
2017) as well in murine models (Medici ef al., 2014). Regarding BW through lactation,
El-Gendy et al. (2012) and Supriyati et al. (2016) reported better BW in groups
supplemented with RPC, but this variable is affected by milk yield.

Dry matter intake was not affected in two goat experiments with RPC (D'Ambrosio et
al., 2007; El-Gendy et al., 2012) and only one reported a positive response (Baldi et al.,
2011). The same herbal choline used in this experiment has improved intake in finishing
lambs (Godinez-Cruz et al., 2015) and RPC has demonstrated stimulatory effect in dairy
cows (Sun et al., 2016), but could be a response associated with a greater requirement of

nutrients for higher production.

Blood metabolites

In periparturient goats, D'Ambrosio et al. (2007) and Pinotti et al. (2008) did not observe
an effect of RPC supplementation on blood cholesterol, glucose, B-HB, NEFA s and urea.
Likewise, Baldi et al. (2011) reported similar results differing only with a lower
concentration of B-HB in RPC supplemented goats. A reduction in blood glucose could
be associated with a greater synthesis of lactose in mammary gland (Lin et al., 2016) or
as a source of energy for de novo synthesis of milk fatty acids (Palmquist, 2006).
Nevertheless, the glycaemia of the goats in this trial was within the acceptable range
(Pichler et al., 2014). Although there were no effects on B-HB, the blood values in the

highest dose of herbal choline could indicate the presence of subclinical ketosis
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(Sadjadian et al., 2013) or a high lipid mobilization to meet the high demand for milk and
FA synthesized de novo (Park et al., 2007).
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Tablel.

Ingredients and chemical composition of diets administered

Pregnancy Lactation

Ingredients (g/kg)’

Alfalfa (pellets) 193 217

Oat hay 207 224

Concentrate® 196 238

Corn silage 404 321
Chemical composition (g/kg Dry Matter)

Crude protein 94 100

Crude fat 20 20

Neutral detergent fiber 580 585

Acid detergent fiber 356 338

Ash 102 102
Dry matter 668 718
Net energy value ND ND

"Plus 70 g/day of salt minerals: Ca (20%), Mg (2%), Zn (20 mg), Se (30 mg).

2Commercial concentrate with corn,

oilseed paste, cereal sub-products, cane molasses.

cottonseed,
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Table 2.

Least square means goat performance traits by dose of herbal choline

Herbal choline (g/d) P value
0 4 8 SEM  Linear  Quadratic
Milk Yield, kg/d 1.69 2.07 2.60 0.077 0.0001 0.61
Milk composition, %
Fat 4.64 493 4.87  0.145 0.57 0.57
Protein 290 290 277  0.037 0.22 0.41
Lactose 410  4.15 4.11 0.021 0.96 0.34
Total solids 11.51 11.70  11.62  0.148 0.80 0.67
Solids non-fat 8.07 8.11 7.94  0.054 0.37 0.36
DM intake, kg/d 1.44 1.53 1.67  0.106 0.53 0.92
Gestation BW, kg
Day 139 7096 6991 71.02 1.834 0.97 0.36
Day 148 7342 T71.77 7401  1.772 0.83 0.33
BW kid born 349 377 345  0.155 0.95 0.67
Number of kids 1.61 2.35 .72 0.200 0.87 0.21
Lactation BW, kg
Postpartum' 56.53 56.07 6254 1313 0.22 0.06
Final® 5833 56.80 59.85 1.690 0.89 0.37
ADG?, g/d 20.00 19.78 -29.84 19.50 0.39 0.57

SEM: standard error of the mean. P-Value L: linear, Q: quadratic.

ADG: average daily gain.

At 4 d postpartum, >At 90 d of lactation.

Initial BW and number of kids were used as covariates in BW.
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Table 3.

Least square means goat blood metabolites by dose of herbal choline!

Herbal choline (g/d) P value
0 4 8 SEM L Q

Glucose, mg/dL 68.00 58.60 61.43 1.370 0.05 0.03
B-Hydroxybutyrate, mmol/L 0.80 0.86 1.13 0.111 0.29  0.68
Cholesterol, mg/dL 122.00 95.00 98.57 6.624 0.20 031
Urea, mg/dL 57.67 57.00 50.86 4.456 0.60  0.80
Uric acid, mg/dL 0.47 0.44 0.56 0.034 032 034
Creatinine, mg/dL 0.97 0.96 0.93 0.024 0.58 0.83
Bilirubin, mg/dL 0.53 0.44 0.44 0.032 0.32 0.52
Total protein, g/dL 8.73 8.80 8.43 0.147 046  0.52
Albumin, g/dL 3.83 4.46 3.81 0.123 0.94 0.01
Globulin, g/dL 4.57 4.34 4.61 0.148 0.91 0.48
Ratio A/G 0.83 1.04 0.87 0.046 0.75 0.07
ALP?, ng/L 109.67 78.60 98.00 0.085 0.60 0.18
AST?, ng/L 104.00 109.00 98.29 7.199 0.78 0.65
DHL, ng/L 19.90 19.00 18.71 1.260 0.75 0.92
Calcium, mg/dL. 9.33 9.44 9.31 0.239 098 0.84

4.90 4.24 4.83 0.141 0.84  0.05

Phosphorus, mg/dL

SEM: standard error of the mean. P-Value L: linear, Q: quadratic.

TAt 90 d of lactation,

2Alkaline phosphatase, *Aspartate aminotransferase, “Lactic dehydrogenase
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