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RESUMEN

El proyecto se realizd en la hacienda la Esmeralda en el Cantdn Biblian, provincia
del Canar. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los niveles de [3-
hidroxibutirato (BHB) sérico en vacas post parto para determinar su relacién con la
actividad ovarica mediante ecografia y establecer su utilizacion como indicador
predictor del anestro. Se emple6é 40 vacas en periodo de transicidon, clinicamente
sanas, con similares condiciones de manejo y alimentacién. La medicién de BHB se
realizé a los 7, 14, 21 y 28 dias postparto (DPP). La actividad ovarica se evalud
mediante ultrasonografia a los 21, 28 y 35 DPP. El analisis estadistico fue realizado
mediante pruebas de Chi-cuadrado, coeficiente de correlacion de Tau_b de kendall y
la curva de ROC. Los resultados mostraron que no existe dependencia entre el tipo
de anestro y la concentracién de BHB, sin embargo las mayores concentraciones de
este metabolito se hallaron en los anestros de tipo Ill y IV. Se concluye que la
concentracion de BHB tiene bajo poder de prediccidon del estado reproductivo de las
vacas asi como del tipo de anestro presente en los animales hasta el dia 35

posparto.

Palabras Claves: B-hidroxibutirato, anestro, actividad ovarica.
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ABSTRACT

The project was carried out at “LA Esmeralda” farm of the Biblian city, Cafar
province. The aim of this research was to establish if is possible to use the blood
concentration of B-hydroxybutyrate (BHB) of dairy cows as a predictor of postpartum
ovarian activity (cyclicity and anestrus). We used 40 cows in transition period,
clinically healthy, with similar condition of handling and feeding. BHB measurement
was performed at 7, 14, 21, 28 and 35 pospartum days (DPP). Ovarian activity was
assessed by ultrasonography at 21, 28 and 35 DPP. Statistics assay was performed
using Chi-squarer test, correlation coefficient of Kendall's Tau_b and the ROC curve.
The result showed that there is not dependence between the type of anestrus and
BHB’s concentration, however the highest concentration of this metabolite were
found in type Il and IV anestrus. We concluded that the concentration of BHB has
low predictive power of the reproductive status of the cows as well as the type of

anestrus present in the animals up to 35 DPP.

Key Words: B-hydroxybutyrate, BHB, anestrus, ovarian activity.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Las pasturas son la base alimenticia de las ganaderias en el Ecuador cuyo aporte
nutricional varia de acuerdo al estado de madurez y la especie vegetal, ademas, la
ingesta diaria de pastos esta supeditada a factores ambientales y de manejo. En
estas condiciones la posibilidad de que la vaca lechera experimente un desbalance
energético en el posparto temprano se amplia enormemente comprometiendo su
desemperio reproductivo (Balarezo et al., 2016). El efecto principal del desbalance
energético en la vaca lechera posparto se refleja en una variedad de desordenes
metabodlicos en la lactacion temprana que afectan la produccion de leche y
sobretodo la fertilidad (Dorea et al., 2017) lo que se traduce en estados de anestro,
celos silentes, celos de corta duracion (Jaureguiberry et al., 2015), ciclos irregulares

y otras situaciones no deseadas que afectan el performance reproductivo.

Con indicadores de campo como la condicién corporal, no es posible establecer de
manera objetiva el desbalance de energia y su relacién con la frecuencia vy las
caracteristicas de los disturbios reproductivos del postparto (Lomander et al., 2012);
sin embargo, es posible medir el grado de desbalance energético por medio del
metabolito B-Hidroxibutirato sérico (Esposito et al., 2013; McArt, et al., 2013;
Leblanc, 2010), test que por falta de actualizacion de conocimientos es ignorado por
un buen numero de profesionales de la rama sin que se adopte en los hatos

lecheros de nuestra region.

En las explotaciones lecheras el objetivo reproductivo es alcanzar un intervalo entre
partos entre los 12 a 13 meses (Hincapié et al., 2008) es por ello que las vacas
deben prefiarse entre los 90 y 120 dias posparto para lo cual tendria que haber un
restablecimiento normal de la estructura y funcionamiento del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario-Utero para que reinicie sus ciclos estrales con una ovulacion efectiva
siendo necesario priorizar el manejo de la alimentacion en el periodo de transicion
(Ramirez, 2011).

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 12
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El periodo de transicion se caracteriza por una disminucion del consumo de alimento
tres o0 cuatro semanas antes del parto y que cuya recuperacion se produce tres a
cuatro semanas después del parto (Befialdo & Nufiez, 2012); a pesar de que en esta
etapa se muestran una alta demanda energética, no estd siendo cubierta por los
esquemas de alimentacion adoptados por nuestras ganaderias promoviendo la
presentacion de desordenes metabdlicos y nutricionales que van a repercutir

significativamente la eficiencia reproductiva (Fernandez, 2009).

El manejo de la vaca en periodo de transicion tiene como fin reducir los desérdenes
gue se generan por el desbalance energético en el periparto y que afectan la
eficiencia reproductiva del hato. A pesar que existe este precepto, muchas fincas no
se enfocan en el manejo preventivo y optan por controlar el problema en el momento

en que éste aparece (Risco, 2009).

Aunque se conocen ampliamente las situaciones criticas por las que las vacas en
posparto atraviesan, al igual que las diferentes estrategias existentes para
contrarrestar los efectos negativos de estos sucesos; en nuestro medio -bajo las
condiciones de manejo y nutricion existentes y donde se desarrolla la ganaderia
lechera la informacion sobre la concentracibn sanguinea de BHB en vacas en
periodo de transicion y su influencia sobre la actividad ovéarica en el postparto
temprano es limitada, por lo que se intentd emplear este metabolito como una
herramienta predictiva de la ciclicidad y situaciones de anestro en vacas en posparto

temprano.
1.1. Hipétesis

Los diferentes niveles de concentracion de [-hidroxibutirato (BHB) en sangre

permiten reconocer el tipo de anestro posparto mas frecuente.

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 13
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1.2. Objetivo general

Relacionar los diferentes niveles de BHB en sangre como un factor predictor para
determinar si existe afectacion ovarica que es causa de anestro post parto en vacas
lecheras.

1.3. Objetivos especificos

e Evaluar los niveles de BHB sérico en vacas post parto para determinar su

relacion con la actividad ovarica mediante ecografia.

e Valorar la capacidad de los indicadores de BHB para predecir el riesgo de

presentacion de Anestro post parto.

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 14
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CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Periodo de transicion

El periodo de transicion es considerado como el tiempo que transcurre desde tres
semanas preparto hasta tres semanas posparto en donde ocurren modificaciones
endocrinolégicas draméticas en la hembra bovina en el periparto y en la lactogénesis
(Cavestany et al., 2006; Baek, 2012). Durante este periodo el animal debe adaptarse
a las nuevas condiciones metabdlicas Yy fisiologicas (Ha, et al., 2017) que le exigen
el paso de un estado de gravidez y sin producir leche a un estado de no gravida y

produciendo leche en cantidades considerables (Baek, 2012).

En este periodo también se genera cambios en el sistema digestivo que son
procesos de adaptacion que al fallar generan alteraciones productivas y patolégicas
del periparto como la cetosis, desplazamiento abomasal, retencion de placenta,
mastitis, metritis, hipocalcemia, la reducciébn de la produccion y rendimiento

reproductivo disminuido (Calsamiglia, 2000).

2.1.1. Nutricién y condicién corporal en el periodo de transicion.

Los cambios hormonales vy fisicos que se dan en la vaca en transicién reducen el
consumo de alimento en un momento en el que las necesidades exigen mayor
glucosa circulante, mas demanda tisular de amino-acidos, mas demanda de acidos
grasos de cadena larga y mayor cantidad de calcio intercambiable en las 24 horas
posparto (Baek, 2012).

En el periodo de transicién uno de los agravantes es la reduccion en el consumo de
alimentos en las semanas finales de gestacién incrementando el requerimiento de
nutrientes para soportar el maximo crecimiento fetal y el inicio de la sintesis lactea
que al final de la gestaciéon las demandas energéticas son 30 y 50% mas que los
requerimientos de mantenimiento (Hernandez & Diaz, 2011).

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 15
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Se estima que la condicién corporal es una herramienta diagnostica de la cantidad
de reservas corporales de la vaca; sin embargo, la condicion corporal al parto en
vacas de caracter lechero no debe ser inferior a 2,75 ni superiores a 3,5. Se ha
podido observar que cuando las vacas tienen una baja cantidad de reservas
corporales existe una gran probabilidad de sufrir enfermedades y desordenes
metabdlicos, falla reproductiva y reduccién en la produccién de leche. De igual
forma, vacas con excesiva condicion corporal tienen dificultades en prefiarse asi
como mayor predisposicion a presentar desordenes en el desarrollo de la glandula

mamaria, resultando en una baja productividad (Roche J. F., 2006).

La condicion corporal al parto y su pérdida al inicio de la lactacién afectan
directamente la produccién de leche, el desempefio reproductivo y la presencia de
enfermedades metabdlicas posparto. Estudios recomiendan que durante los
primeros 30 dias posteriores al secado, en una lactancia de 305 dias, se debe
suministrar dietas balanceadas moderadas en energia (1,25 Mcal ENL/kg MS),
mientras que los 20 dias anteriores al parto se debe aumentar el suministro
energético (1,54 Mcal ENL/kg MS), recomendaciones que tienen limitaciones en los

sistemas lecheros pastoriles (Grigera & Bargo, 2005).

2.1.2. Cambios metabdlicos y fisiolégicos durante el periodo de transicion.

El primer cambio al que se enfrenta la vaca enfoca un repentino aumento de
requerimientos nutricionales para la produccion de leche en el momento en que la
ingesta de materia seca y suministro de nutrientes estan rezagados a la capacidad
del rumen el cual se encuentra con un volumen reducido (Meikle, et al., 2010). Este
estado hace que las reservas corporales se movilicen para soportar la produccion de
leche resultando en un inevitable balance energético negativo (Esposito et al., 2013;
Gross et al.,2015).

La inflamacion y la desregularizada respuesta inmune son las responsables de los
desordenes metabdlicos en la vaca en transicion ya que sus mediadores
inflamatorios inducen directamente disturbios metabdlicos (De Luca, 2010); asi

también, ciertas hormonas metabdlicas y sus receptores alteran su concentracion en

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 16
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el peri-parto, cambios interdependientes ocurren en las hormonas de la via GH-
insulina-IGF-I-glucosa. La demanda de nutrientes en el ultimo periodo de gestacién
son, en parte, obtenidos del tejido adiposo y el musculo en un estado de resistencia
a la insulina y cuando la sensibilidad a los agentes lipoliticos se ha incrementado
dirigiéndose desde las reservas maternales hacia la placenta; luego del parto, la
demanda de glucosa conduce a una reduccion de la insulina circulante en la
lactacion temprana al igual que el balance energético negativo (BEN) reduce el IGF-I
y eleva las concentraciones de GH que ejerce su accién directa sobre la lipolisis y la
gluconeogénesis. Los bajos niveles circulantes de IGF-I, retarda la primera ovulacion

posparto (Esposito et al., 2013).

Existen varias hormonas que actuan directa o indirectamente en el periparto. La
leptina interviene en el balance energético y se correlaciona con la disminucién de la
condicion corporal al final de la prefiez y que a su vez esta asociada a la primera
ovulacion posparto (Meikle, et al., 2006); sin embargo, esta hormona permanece con
niveles disminuidos aun cuando el balance energético ha mejorado. La progesterona
se mantiene elevada en la gestacion reduciendo rapidamente al momento del parto
acompanado por un transitorio incremento de estrogenos y glucocorticoides. Estos
cambios hormonales reducen la ingesta de materia seca y promueve cambios
metabdlicos que favorecen la movilizacién de las reservas de grasa (Esposito et al.,
2013).

Las demandas metabdlicas asociadas con la prefiez tardia, parto e iniciacion de la
lactancia pudieran incrementar las especies reactivas de oxigeno (ROS) e iniciar la
peroxidacion lipidica y producir dafio celular a los tejidos. En el periodo periparto, los
niveles circulantes de IgG e IgM declinan, la funcién de los neutréfilos disminuye, se
produce neutrofilia y eosinopenia deteriorando la salud de la vaca debido
probablemente a la movilizacién de la grasa vy triglicéridos depositados en las células
hepaticas causando dafno hepatico y disfuncién, y reduccion en el colesterol de la
sangre y lipoproteinas de alta densidad (Esposito et al., 2013).

La inflamacion posparto unido al metabolismo celular aumentado, sobre regula la

expresidon génica inmune y mitocondrial desacoplando e incrementando los

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 17
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requerimientos energéticos agravando el balance energético negativo mientras que
la insuficiencia de carbohidratos incrementa la produccién de acidos grasos no
esterificados (NEFA) y cuerpos cetdnicos (BHB) en el higado, que, junto con el BEN
contribuyen al desarrollo del higado graso que es considerado como factor para
otros problemas de salud en el peri-parto (Esposito, Irons, Webb, & Chapwanya,
2013); ademas. Las altas concentraciones de BHB y acetoacetato reducen las tasas
de B-oxidacién, gluconeogeénesis, y el ciclo del acido citrico en los hepatocitos (Bobe
et al., 2004).

2.2. Puerperio y reinicio de la actividad ovarica.

El reinicio de la ciclicidad ovarica posparto esta asociada al balance energético y al
tiempo de la primera ovulaciéon. Aunque los mecanismos fisioldgicos de la vaca
lechera sean similares en los diferentes sistemas de produccién, en los sistemas
pastoriles las demandas energéticas debidas al pastoreo agravan los grandes
cambios que ocurren en este periodo ya que la ingesta de materia seca es mas baja

e insuficiente para soportar la produccioén lactea (Meikle, et al., 2010).

Un adecuado estatus nutricional promueve un performance productivo y reproductivo
exitoso. La pobre condicion corporal de las vacas al parto sufren un desbalance
energético el mismo que el animal intenta recuperarlo movilizando sus reservas
corporales existentes en la grasa corporal, llegando a generar fallas reproductivas
como un mayor intervalo posparto-primera ovulacion o anestro posparto (Sartori,
2009; Hernandez & Diaz, 2011).

El balance energético posparto es afectado por la produccion lactea y la ingestion de
energia presente en la dieta; la lactancia demanda un mayor gasto energético lo que
disminuye la disponibilidad energética para la involucion uterina y el reinicio de la
actividad ciclica ovarica, situaciones que marcan el final del puerperio. Los
problemas de salud y reproductivos en vacas de caracter lechero y en vacas con
baja condicion corporal se generan en la lactancia temprana y estan relacionados

con el balance energético negativo, permitiendo que los nutrientes sean dirigidos

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 18
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para la realizacion de funciones primordiales como el mantenimiento, lactancia y

recuperacion de peso sobre la reproduccion (Hernandez & Diaz, 2011).

2.2.1. Actividad Ovarica Posparto.

La actividad ovarica posparto esta relacionada no solo con el consumo de nutrientes
y la produccion lactea, sino también con la eliminacién de la sepsis e involuciéon
uterinas, sin esto no se produce el reclutamiento de la primera onda folicular (Motta
et al., 2011). La dinAmica ovérica posparto presenta desde la primera semana
posparto ondas foliculares con o sin formacién de foliculo dominante que no
alcanzan a ovular determinando una actividad ovarica dependiente de la pulsatilidad

de LH que esta disminuida en el anestro (Montafio & Ruiz, 2005).
2.3. Anestro Post Parto

El anestro postparto se refiere al periodo después del parto durante el cual las vacas
no muestran sefiales de conducta estral (Baez & Grajales, 2009) o esta reducida
desafiando a su deteccion eficiente (Peter et al., 2009), considerando vacas
anéstricas a las que no han ovulado hasta los 44 dias posparto (Rhodes et al.,
2003). Otros autores sefialan que ya una vaca esta en estado de anestro posparto
cuando no ha entrado en celo luego de transcurridos 60 dias posparto en cualquier
sistema de produccién y tipo de animal (Ramirez, 2011).

La dormancia del desarrollo folicular que prevalece en la prefiez avanzada, luego del
parto requiere ser remplazado por eventos secuenciales finalizando con el estro,
ovulacion de foliculos saludables y normalizacion de la funcién luteal, requisitos para
una funcion reproductiva exitosa en cualquier sistema de produccién bovina (Rhodes
et al., 2003).

El estado nutricional y el amamantamiento afectan la duracién del anestro postparto

y estdn modulados por la raza, edad, numero de partos, produccion de leche,
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presencia del toro, involucion uterina, distocias y estado de salud general (Baez, et
al. 2009).

2.3.1. Tipos de Anestro.

Antiguamente el anestro fue clasificado en: fisiologico y patolégico, representados
por: ovulacion silente, enfermedad quistica ovarica, hipofuncién ovarica y cuerpo
liteo persistente (Peter et al., 2009). Wiltbank, et al. (2002) establecieron una nueva
clasificacion del anestro basado en la dinamica folicular ovarica y luteal
considerando como clave tres eventos fisioldgicos primordiales que se dan en
bovinos con condiciones ovulatorias fisiolégicas normales y que pueden ser
detectados por ultrasonografia durante el desarrollo folicular: 1) Emergencia de la
onda folicular con foliculos de alrededor 4mm de didmetro; 2) desviacion folicular
con foliculos de alrededor de 9mm de diametro; y 3) ovulacion con foliculos de 10 a

20 mm de diametro.

- Anestro Tipo l.- Anovulacién con foliculos en crecimiento solo hasta la
emergencia entre 4 y <8mm (Wiltbank et al., 2002) referente a ovarios
inactivos o estaticos que a la palpacién se muestran lisos requiriéndose para
su correcto diagnéstico dos ultrasonografias con intervalo de 7 dias
determinando como atréfica ovéarica en el caso de que no presente ningun
cambio. Su presentacién es asociada a subnutricibn y un déficit energético
reduciendo el soporte esencial de LH necesarios para continuar el crecimiento

folicular y la dominancia (Rhodes et al., 2003; Peter et al., 2009).

- Anestro Tipo Il.- Anovulacion con crecimiento folicular hasta desviacion pero
no de tamafo ovulatorio. Condicidbn comdn en vacas de caracter lechero en
periodo posparto y con cria al pie. Los signos caracteristicos de esta
condicion son ovarios pequefios, ausencia de cuerpo luteo o foliculos de
tamafio ovulatorio formando un patron dinamico de onda (Wiltbank et al.,
2002). Hay desviacion y crecimiento seguido de atresia o regresion con una
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emergencia de onda folicular dos o tres dias después. Estas vacas tienen
pulsatilidad de LH reducida (< 1 por 3 0 4 horas) y muy baja concentracion
periférica de estradiol (Peter et al., 2009) por el incremento de la sensibilidad
al efecto de retroalimentacién negativa del estradiol sobre la liberacion de

gonadotropinas (Rhodes et al., 2003).

- Anestro Tipo lll.- Anovulacion con desarrollo folicular al tamafio de ovulatorio
0 a tamafios mas grandes (>25mm) conocido como quiste folicular (Wiltbank
et al., 2002). En este tipo de anestro hay desviacion, crecimiento y
establecimiento de foliculo dominante pero sin ovulacién volviéndose una
estructura folicular persistente que pudiera suprimir la onda folicular posparto
por intervalos de tiempo variados (Peter et al., 2009). Su presentacion se
asocia con alteraciones de la sensibilidad del hipotdlamo al efecto de
retroalimentacion positiva del estradiol, observando cominmente en vacas
lecheras y esta asociado a condiciones de excesiva conducta sexual (Rhodes
et al., 2003).

- Anestro Tipo IV.- Anovulacion en presencia de tejido luteal. A pesar que las
vacas con este tipo de problema tienen un cuerpo luteo persistente, este no
es considerado como problema de eficiencia reproductiva (Wiltbank et al.,
2002). Un factor contribuyente podria considerarse a la ausencia de un
foliculo estrogénico dominante a la expectativa de regresion luteal. Al
respecto, el estradiol del foliculo dominante podria inducir la formacién de
receptores de oxitocina y producir la liberacion pulsatil de PGF2a (Peter et al.,
2009).

2.4. Balance Energético Negativo o BEN

El balance energético es la diferencia energética entre las necesidades del animal y
los aportes alimentarios. En las ultimas semanas de gestacion la demanda
energética por el desarrollo fetal y la sintesis de calostro aumenta,
concomitantemente a esta situacion disminuye la ingestiébn de materia seca dando

lugar al balance energético negativo, el cual la vaca intenta compensar el déficit
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energético movilizando sus reservas desde la grasa corporal conduciendo a
problemas patolégicos (cetosis, higado graso, hipocalcemia, desplazamiento del
abomaso) y reproductivos como las enfermedades propias del puerperio como
metritis, endometritis (Bicalho et al., 2016) y anestros (Calsamiglia, 2000).

La movilizacion de las grasas aumenta los acidos grasos no esterificados (AGNE o
NEFA) empleados por el higado y son empleados como fuente de energia. Cuando
la concentracion de los NEFAS en la circulacion es excesiva se da lugar a la
formacion de cuerpos cetonicos y triglicéridos en el higado predisponiendo al animal

presentar un estado de cetosis y/o sindrome de higado graso (Calsamiglia, 2000).

2.4.1. Adaptacion al balance energético negativo

El NEB ocurre cuando las demandas energéticas para la produccién de leche no
pueden ser obtenidas de la ingesta diaria. Después del parto hay una reduccion de
la produccion de insulina por parte del pancreas lo que reduce la utilizacién de la
glucosa por los 6rganos sensitivos a la insulina (tejido adiposo y musculo). Acoplado
con un estado transitorio de resistencia a la insulina, asociado con un incremento en
la sensibilidad del tejido adiposo a las catecolaminas y una exuberante respuesta
lipolitica, la glandula mamaria emplea la glucosa adicional para la produccién de
leche (McArt et al., 2013).

En respuesta a la reduccién de la glucosa disponible, un incremento en los procesos
de lipolisis libera NEFAS a la circulacién sanguinea siendo usados como fuente de
combustible por varios tejidos como los musculos, glandula mamaria, o captado por
el higado el cual remueve del 15 al 20% de los NEFAS de la sangre pudiendo ser
completamente oxidados para proveer energia, parcialmente oxidados para producir
cuerpos cetdnicos, convertidos en triglicéridos y ser transportados por lipoproteinas
de baja densidad para ser transportados hacia el tejido adiposo o almacenados en si
mismo como triglicéridos (McArt et al.,2013).

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 22



0150 3 AR

N

UNIVERSIDAD DE CUENCA jg

La concentracion de NEFAs y BHB en la sangre son parte de la normal adaptacion
al balance energético negativo en la lactacion temprana. Sin embargo, las
concentraciones excesivas de NEFAS o BHB indican un exceso de BEN que se
relaciona con la afeccion de la salud y reduccion de la produccién, reduciendo

también la funcion inmune y el apetito (Heuwieser, 2012; McArt et al.,2013)

2.5. Metabolismo de los lipidos.

Los rumiantes, a través de la digestion fermentativa microbiana, emplean los
carbohidratos estructurales como la celulosa y hemicelulosa y los no estructurales
como los almidones y azucares junto con el nitrgeno no proteico y la proteina
presente en los forrajes, esto les permite producir acidos grasos volatiles o AGV
(acetato, butirato y propionato). La glucosa ofrecida por los almidones que escapan
de la fermentacién bacteriana no cubre los requerimientos energéticos por lo que el
higado se ve comprometido a realizar el proceso de gluconeogénesis a partir del
propionato y del glicerol obtenido por la lipdlisis del tejido adiposo (Duque et al.,
2011).

A pesar de que las reservas de proteina y minerales son utilizadas por la vaca en la
lactacion temprana, la reserva mas importante es el tejido adiposo (Roche, et al.,
2009).

2.5.1. Lipogénesis y lipdlisis.

Dentro de los adipocitos de los rumiantes, ocurren dos procesos metabdlicos
continuos, lipolisis y lipogénesis, resultando en una degradacion y resintetizacion
constante de los triglicéridos intracelularmente. Cuando los requerimientos de
energia son mas grandes que los suministros, la tasa de lipdlisis excede la tasa de
lipogénesis y re-esterificacion, y la vaca pierde condicion corporal entrando en un
balance energético negativo (BEN) y la concentracion de NEFAS en la sangre

aumentan. Por otro lado, cuando la energia metabolizable suministrada a la vaca
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excede los requerimientos, las tasas de lipogenesis y re-esterificacion son mayores
que las de la lipolisis, y son almacenadas estas reservas incrementando la condicion
corporal. Esta relacion es complicada en la vaca lactante, mas aun, porque al
disminuir una porcion de la energia adicional consumida puede ser usada para la
produccion de leche si otros nutrientes no son limitados. De la misma manera, la
produccion de leche puede ser reducida para compensar una reduccion del
consumo de nutrientes, por consiguiente disponer de los tejidos maternales de
reserva (Hills et al., 2015).

2.5.2. Efectos de la movilizacion del tejido adiposo

La hidrélisis de los triglicéridos del tejido adiposo generan &cidos grasos no
esterificados o libres (NEFA) movilizandolos desde la grasa corporal hacia el torrente
sanguineo y transportados al higado por la albumina sérica. En el higado, los
NEFAS pueden ser reesterificados formando nuevos triglicéridos y exportados en
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), todo esto en presencia de glucosa
(Kessler et al., 2014; Gross et al., 2015). Sin embargo, otro camino que pueden
tomar los NEFAS es convertirse en Acetil-CoA mediante el proceso de B-oxidacion
que al combinarse con el 4cido oxalacético entra en el ciclo de Krebs para producir
ATP (Duque et al., 2011).

El metabolismo de las grasas asi como la gluconeogénesis necesitan de oxalacetato
y cuando se encuentra por debajo de lo que se requiere se genera una competencia
entre las dos reacciones ya que al no existir suficiente oxalacetato disponible por
falta de precursores (propionato, acetato, glicerol, aminoacidos) o por la demanda de
glucosa para la sintesis lactea, el Acetil-CoA no puede ser introducido en el ciclo de
Krebs y es convertido en cuerpos cetonicos (acetona, aceto-acetato, f-
hidroxibutirato) alterando el estado metabdlico cuando sus concentraciones seéricas
exceden los 0,4mmol/L pudiendo comprometer la gluconeogénesis (Duque et al.,
2011).
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2.6. Indicadores metabdlicos del estado energético de la vaca lechera.

El bienestar de las vacas y el beneficio que ellas brindan puede mejorarse
sustancialmente al conocer los factores que desencadenan las enfermedades
peripartales de la vaca lechera. El estudio de los componentes hematobioquimicos
especificos permite evaluar, diagnosticar y prevenir trastornos metabolicos ademas
de conocer el estado nutricional de los animales siendo la glucosa y los lipidos
(triglicéridos, NEFAS, colesterol y cuerpos cetdnicos especialmente B-hidroxibutirato)

los principales metabolitos analizados (Duque et al., 2011).
2.6.1. Glucosa.

La glicemia es regulada por un eficiente control endécrino, manteniendo la
concentracion siempre constante e independiente de factores asociados a la dieta
teniendo como referencia 2,5 a 4,6 mmol/l; no obstante, se ha observado animales
hipoglucémicos en la lactacion temprana probablemente porque no estan aptos para

enfrentar un déficit energético propio de este periodo (Duque et al., 2011).
2.6.2. Acidos grasos libres (NEFA) y triglicéridos.

Los AGL como indicador refleja la movilizacion de las reservas energéticas, sus
niveles tienen alta variacion durante el dia, dependiendo del tiempo que el animal
esté sin comer u otros factores ambientales como el estrés (Duque et al., 2011), sin
embargo se considera valores normales cuando se encuentran menos de
<1.0mmol/L (Mann et al., 2016). En cuanto a los triglicéridos, son el principal
componente de los depdsitos en el tejido adiposo, la concentracion en sangre de
triglicéridos disminuye con el déficit energético y a su vez se depositan en el higado
generando su engrasamiento; su concentracion varia con la etapa de lactancia
segun es utilizado por la glandula mamaria (Duque et al., 2011); investigaciones han
obtenido un maximo de 0,22+0,01 mmol/L tres semanas antes del parto hasta un
minimo de 0,11 mmol/L una semana despues del parto, aumentando este valor

hasta 0,13 mmol/L a la semana 14 posparto (Kessler et al., 2014)
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2.6.3. Colesterol

Es el elemento estructural de las lipoproteinas, precursor de las hormonas
esteroides y los acidos biliares. El rango referencial de su concentracion plasmatica
va desde 2,75 a 5,61 mmol/L en lactacion y de 1,7 a 4,3 mmol/L en vacas en
preparto, valores superiores indican exceso de grasa en la dieta y por debajo una

deficiencia energética con la agravante de alteracion hepética (Duque et al., 2011).
2.6.4. B-hidroxibutirato

Este cuerpo cetonico es el producto del metabolismo de los glucidos y lipidos, se
forman a partir de los acidos grasos de la dieta y de la grasa corporal. Los acidos
grasos de cadena larga, producto de la movilizacion de las reservas, son convertidos
en el higado en acetoacetato y después en BHB. El valor referencial en preparto es

de <0,5mmol/l y en lactancia <1,0mmol/l (Duque et al., 2011).
2.7. Importancia del analisis del BHB y NEFAS.

Las concentraciones circulantes de NEFA y BHB miden la adaptacion del organismo
al balance energético negativo. La concentracion de NEFAS reflejan la magnitud de
movilizacion de la grasa de las reservas, mientras que el BHB refleja el nivel de
oxidacion de las grasas en el higado. Los cuerpos ceténicos son el metabolito
intermedio de la oxidacion incompleta de los acidos grasos por el acetil CoA y que
aumenta su cantidad cuando los suministro (movilizacién del tejido adiposo) de

NEFAS supera la capacidad del higado para completar la oxidacion (Leblanc, 2010).

Altas concentraciones de NEFAS (>0,4 mmol/l) en los 10 dias antes del parto es
asociado con el riesgo de incrementar la presentacion de desplazamiento abomasal,
retencién de placenta y perdida de la produccién en los primeros meses de lactancia
(Leblanc, 2010).

Cuando las concentraciones de BHB estan entre 1,2 y 1,4 mmol/l en la primera o

segunda semana posteriores al parto estan asociadas también con el incremento de
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riesgo de desplazamiento del abomaso, metritis, cetosis clinica, endometritis
subclinica y mayor tiempo y severidad de mastitis aunque no aumenta su incidencia
(Carrier et al., 2004; Oetzel, 2007), afectando también la produccion de leche
(Leblanc, 2010) (Zarrin et al.,, 2017); ademas concentraciones elevadas de BHB
afectan el metabolismo de los carbohidratos reduciendo la concentracion de glucosa

por una disminucion en el proceso de gluconeogénesis (Zarrin et al., 2017).

La presencia de cetosis en el pre y posparto influencia el performance reproductivo
por lo menos dos meses. Vacas con BHB en leche > a 0,2dmmol/l en la primera
semana posparto tienen mas riesgo de no ovular hasta las 9 semanas posparto (63
dias posparto). Vacas que presentaron cetosis en las dos primeras semanas de
lactacion tienen menos probabilidades de prefiarse a la primera inseminacion y

ademas se alarga el intervalo de dias abiertos (Leblanc, 2010).

En recientes estudios se ha podido observar que al suministrar 300ml de dextrosa al
50% via endovenosa méas un suministro de 300ml de propilenglicol via oral, reduce

el BHB significativamente (Mann et al., 2017)

La concentracion de NEFA inicia a elevarse dos a cuatro dias antes hasta
aproximadamente tres dias después del parto, pero la magnitud del incremento es
mas grande, y el incremento empieza tempranamente en vacas que
subsecuentemente experimentaron enfermedades metabdlicas. EI BHB es el cuerpo
ceténico predominante en la sangre y es estable. Hay alguna variacion de
concentraciones de BHB en el dia y con la alimentacion. Las cetonas se excretan
por la orina, resultando en mas altas concentraciones en la orina que en la sangre.
Por consiguiente, el test de cetonas en orina tiende a reducir la especificidad relativa
en suero. Se considera que las dos primeras semanas posparto es el tiempo éptimo
para testear la cetosis subclinica; ademas, el BHB puede ser falsamente elevado por
hemolisis en la muestra de sangre y los resultados de NEFA pueden ser imprecisos
(Leblanc, 2010).
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2.8. Determinacion de BHB en sangre.

La determinacion de BHB en sangre se la realiza por ser mas estable a pesar que
este mismo metabolito lo podemos encontrar en la leche y en la orina (cuatro veces
mas que en la sangre) (Carrier et al., 2004). La mayor parte de los test para BHB
comerciales estan destinados a detectar el Aceto-acetato y el grado de disminucion
de la acetona tanto en leche como en orina a través de colorimetria. A nivel de suero
sanguineo se lo ha podido hacer también con espectrofotometria (Iwersen etal.,
2009).
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.

3.1.1. Fisicos.
- Tablero.
- Hojas de campo.
- Registros de partos de cada vaca.
- Equipo informéatico
- Medidor digital de BHB (Porta Check BHB)
- 140 jeringuillas de 3cm8.
- Equipo de geo-posicion satelital (GPS)
- Guantes Ginecoldgicos.

- Equipo de ultrasonografia

3.1.2. Quimicos.

- 140 Tiras Medidoras de BHB.

- Gel lubricante.

3.1.3. Bioldgicos.

- 40 vacas en periodo post parto clinicamente sanas.

- 18 hectareas de pasturas de mezcla forrajera: Raygrass (Lolium perenne),
pasto azul (Dactylis glomerata), trébol blanco (Trifolium repens L.) trébol rojo
(Trifolium pratense), kikuyo (Pennisetum clandestinum) y holco (Holcus

Lanatus).
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3.2. Métodos.

3.2.1. Ubicacién de lainvestigacion.

El presente trabajo investigativo se llevd a cabo en la parroquia Biblian,
perteneciente al cantén del mismo nombre, provincia del Cafar; en la Hacienda “La
Esmeralda” de propiedad del Dr. Henry Eljuri ubicada a 2608 msnm, en las
siguientes coordenadas UTM: 17S 730059.86, 9706188.34.

3.2.2. Caracterizacion de la Unidad de Andlisis.

El ensayo se realiz6 en 40 vacas Holstein Friesian mestizas entre 3 a 7 afios de
edad, de dos a cuatro partos, con una condicion corporal (CC) al momento del parto
de 3 a 3,5 enlaescalade 1 ab5, clinicamente sanas, que no hayan tenido ningun
problema durante el periparto, pastoreo controlado con cerca eléctrica, concentrado
al momento del ordefo, sales minerales de manera ocasional y ensilaje de pasto
previo al ordefio (ordefio mecanico dos veces al dia). No se consideraron en el
estudio a vacas que presentaron distocia, retencién placentaria, hipocalcemia,

metritis.

3.2.3. Descripcion del medidor de BHB.

El medidor de BHB consta de 3 piezas, el medidor digital, las tiras reactivas y el
cadigo del kit de las 25 tiras reactivas, el mismo que se encuentra en el mercado con
el nombre de Porta Check (BHB Check) disefiado especificamente para bovinos, el
cual utiliza sangre (una gota) tomada por puncion de la vena coccigea y proporciona

resultados cuantitativos en 5 segundos.

3.2.4. Metodologia de trabajo.

La investigacion se realizé entre los meses de julio y noviembre de 2016. Una vez

gue las vacas parieron se constatdé que se encuentren bajo los criterios de inclusion
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y se los identific6 mediante los registros para poder realizar el trabajo investigativo.
Las vacas fueron muestreadas en los dias 7, 14, 21 y 28 posparto para la
determinacion de concentracion de BHB en una muestra de sangre tomada de la
vena coccigea. Para establecer la actividad ovarica del animal y definir el posible
tipo de anestro presente en los animales se realizé un seguimiento ecografico en los
dias 21, 28 y 35 posparto. De acuerdo a la concentracion de BHB en sangre y el
punto de corte establecido como minimo para generar problemas metabdlicos

(McArt et al., 2013), se agrupo a las vacas de la siguiente manera:

- Vacas con < 1,2 mmol/L de BHB
- Vacascon=1,2a 1,4 mmol/L de BHBy
- Vacas con > a 1,4 mmol/L de BHB.

Ademas, se considero los valores de BHB obtenidos en el ensayo como datos a ser

usados para determinar el coeficiente de correlacion segun lo planificado.

El tipo de anestro se clasific6 de acuerdo a Wiltbank et al. (2002) y Peter et al.
(2009) cuando entre dos ecografias a intervalos de 7 dias no existio cambios

sustanciales, asi:

- Tipo 1.- Foliculos con menos de 8mm de didmetro (estado de emergencia
folicular).

- Tipo 2.- Foliculos mayores o iguales a 8mm y < a 10mm de diametro (estado
de desviacion folicular).

- Tipo 3.- Foliculos > 10 mm de diametro pero sin la presencia de cuerpo lateo
(quiste folicular).

- Tipo 4.- Presencia de cuerpo lateo persistente (quiste luteal) con duracion
mayor a 21 dias; y

- Ciclicas.- Presencia de estructuras ovéaricas de tamafio ovulatorio
acompafadas de cuerpo lateo de actividad normal o que presentaron

manifestaciones de celo.
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Se consider6 hasta el dia 35 como periodo de duracion de la investigacion y desde
el dia 21 como periodo voluntario de espera debido al sistema de produccion

tecnificado al que estan sujetas las vacas de esta investigacion.
3.2.5. Recoleccién de datos.

Los datos se recolectaron a partir del 7° al 28° dia posparto de las vacas
seleccionadas para la determinacion de la concentracion del BHB en sangre y
registrados en la respectiva hoja de campo. Asi mismo, se procedio a la recoleccion
de informacion de actividad ovarica a partir del dia 21 al 35 considerando el tipo de
sistema de produccion al que las vacas analizadas estan sometidas (Sistema pasto-

concentrado-ensilaje-sales minerales).
3.2.6. Variables de estudio.

Se considerd como variable de estudio independiente la concentracion de BHB en
sangre obtenida del analizador de este metabolito Porta-Check®, y como variable

dependiente la clasificacion del anestro segun los valores del BHB.
3.2.7. Presentacion y Analisis estadistico.

Los resultados fueron presentados en porcentajes (%) de acuerdo al tipo de anestro
encontrado durante el tiempo en el que se realizd la investigacion; ademas, con
respecto a las concentraciones de BHB, estas fueron presentadas segun su
concentracion en mmol/L y agrupadas de acuerdo a la metodologia planteada. El
analisis estadistico fue realizado mediante el programa estadistico SPSS version
20.0 (IBM®) aplicando: prueba de independencia de Chi cuadrado (X?); coeficiente
de correlacion de Tau_b de Kendall; prueba de significacion de H de Kruskall-Wallis;
y, la curva de ROC y el estadistico AUC (area bajo la curva) para establecer el punto

de corte como valor predictivo para la presencia de anestro.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que el 12,5% (5/40) de vacas presentaron
manifestaciones de celo dentro de los 35 dias posparto en que se realizo el ensayo;
22,5% (9/40) presentaron anestro tipo I; 25,0% (10/40) presentaron anestro tipo II; el
35,0% (14/40) se categorizaron como vacas en anestro tipo Ill; y un 5,0% (2/40) de

los animales evidenciaron un anestro tipo IV (ver Anexo 1).

El metabolito B-Hidroxibutirato (BHB) medido en los dias propuestos en todos los
animales present6 al dia 7 un minimo de 0,40mmol/L y un maximo de 2,80mmol/L
con una media de 0,87+0,40 mmol/L; al dia 14 el minimo fue de 0,40mmol/L y un
maximo de 4,0mmol/L, la media observada fue de 0,86+0,58 mmol/L; en el dia 21,
un minimo de 0,40mmol/L y un maximo de 2,10mmol/L, media de 0,86+0,37 mmol/L;
y, al dia 28 presentd minimo 0,40mmol/L y maximo 2,60mmol/L con una media de
0,84+0,39 mmol/L. Aunque algunos de los valores maximos registrados son muy
altos (22,1 mmol/L), su frecuencia de presentacion no afecto las medidas de

tendencia central de la concentracion del BHB al momento del anélisis (Anexo 2).

Tabla 1. Concentracion de B-Hidroxibutirato en sangre en los diferentes dias
posparto (DPP) en todas las vacas (ciclicas y anéstricas).

Concentraciones de 3-Hidroxibutirato en sangre (mmol/L)

7DPP 14DPP 21DPP 28DPP
Media *SD Media *SD Media +SD Media +SD
Estado Ciclica 0,84 +0,49 0,80 0,22 0,84 0,15 0,70 0,14
reproductivo
Anéstrica Tipol 0,81 0,29 0,67 10,18 0,72 0,19 0,77 0,26
Anéstrica Tipo2 0,79 0,23 0,72 +0,36 0,75 0,21 0,80 0,19
Anéstrica Tipo3 0,96 0,55 1,06 +0,86 1,00 0,53 0,97 0,59
Anéstrica Tipo4 0,95 0,21 1,25 +0,49 1,15 10,21 0,85 0,07
Total 0,87 10,40 0,87 0,58 0,86 0,37 0,84 10,39

Leyenda: Se clasifico los anestros de acuerdo al desarrollo de los foliculos de la siguiente manera:
Tipo 1 (4-9 mm). Tipo 2 (10 -15 mm). Tipo3 (15-25 mm). Tipo 4 (F>25 mm O CL PERSISTENTE)
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La categorizacion de las vacas de acuerdo a la metodologia propuesta indica que
del 89,4 % de los animales presentaron una concentracion de BHB en sangre <
1,2mmol/L; de 4,4 % presentaron una concentracion 21,2 a 1,4 mmol/L; y, de 6,2 %
de los animales presentaron valores superiores a 1,4 mmol/L de BHB en sangre,
indicando que los animales empleados en esta investigacion no se vieron afectados

drasticamente por el balance energético negativo posparto (Anexo 3).

Las vacas que presentaron celo dentro de los 35 dias posparto fueron retiradas del
analisis por lo que solo se consideraron para los analisis estadisticos respectivos a
los animales que no manifestaron ninguna conducta estral hasta el dia sefalado. Al
realizar el andlisis estadistico mediante la prueba de Chi-cuadrado, no se pudo
observar dependencia (P>0,05) entre la categorizacién de los animales de acuerdo a
la concentracion del metabolito en sangre estudiado y el tipo de anestro encontrado
(1, I, 11, y IV) (Ver Anexo 4 y 5).

Sin embargo, el analisis de correlacién con el estadistico de Tau_b de Kendall
establecié una relacién positiva de 0,403 (P<0,05) entre el estado reproductivo y la
concentracion de BHB a los 14 dias posparto, lo que indica que el 40,3% de
animales anéstricos encontrados en este ensayo hasta el dia 35 se debi6 a las
concentraciones en sangre de este metabolito en el tiempo indicado, mientras que el

59,7% corresponde a otras causas no analizadas en este trabajo (Anexo 6).

La prueba H de Kruskal Wallis, permitié establecer que el anestro tipo IV seguido del
anestro tipo Il (ver Tabla 1) muestran las concentraciones mas altas de BHB en
sangre en el dia 14 posparto y que pudieran ser responsables de un estado
anovulatorio a los 35DPP a consecuencia de un cetosis subclinica (Ospina et al.,
2010) (Anexo 7).

Para establecer un punto de corte entre la concentracion de BHB en sangre a los 7,
14, 21y 28 DPP y la presencia de vacas en anestro (Tipo I, I, lll y IV) a los 35 DPP,
los datos fueron analizados mediante la curva de ROC y el AUC (area bajo la
curva). Los resultados obtenidos indicaron que la concentracion de este metabolito

en los diferentes tiempos en los que se realiz0 las mediciones no es un factor
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predictivo de la presencia de anestro en el tiempo sefialado al presentar valores no
significativos (P>0,05) del estadistico AUC.

CurvaCOR

1.0

Susceptibilidad

AUC (P=0,05)

1
0,0 0,2 0,4

1
0,6

1 - Especificidad

1,0

Frocedencia de la
curva

== BHE mmallL a los Tdpp
=== BHE mmoliL a los 14dpp
BHE mmaollL a log 21dpp
==EBHE mmoliL a los 28dpp
==== Linea de referencia

Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Figura N° 1 Curva de ROC elaborada con los datos de la concentracion de BHB en

los diferentes dias planteados.

En la curva de ROC elaborada se muestra que los valores de BHB se encuentran

por debajo de la linea de referencia del AUC, determinando que este metabolito no

conforma un elemento predictor de la presencia de anestro en las vacas lecheras

estudiadas.
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CAPITULO V: DISCUSION

Las concentraciones de BHB en sangre en los cuatro momentos muestreados (7, 14,
21y 28 DPP) de los animales en estudio fueron inferiores a los limites establecidos
(21,2mmol/L) para generar enfermedades metabolicas (Leblanc, 2010) siendo la
media mas alta obtenida en esta investigacion de 0,87+0,58 mmol/L a los 14 dias
posparto. Balarezo et al., (2016) obtuvieron similares resultados (0.87 £ 0.42) en un
estudio realizado en la provicnia del Carchi (Ecuador); aunque no informa el dia en
el que fue tomado la muestra de sangre para la determinacion de este metabolito,
seflala que la alimentacion de estos animales fue deficiente en energia
metabolizable por lo que pudiera afectar la concentracion de BHB. Guyot, et al.,
(2017) reportaron que bajo un eficiente manejo alimenticio, las vacas saludables de
CC 2.8 £ 0.3 y 4+2 partos mostraron una concentracion de BHB de 0.55 + 0.21
mmol/L a los 8 DPP. Estudios realizados por Lomander et al., (2012) buscando un
punto de corte como valor para predecir el anestro en vacas lecheras, concluyeron
manifestando que la funcionalidad del BHB (y otros metabolitos) es baja y que se
debe tener en cuenta otros factores como la individualidad del animal, raza y la
paridad concordando con esta investigacion en la que el BHB no es un buen

predictor de anestro de acuerdo a lo observado en la curva de ROC.

La categorizacién de las vacas de acuerdo a McArt et al., (2013) fue empleada en
esta investigacion, valores <1.2mmol/L de BHB en sangre fueron considerados
umbrales que no representan problemas metabdlicos (cetosis subclinica); sin
embargo, Ospina et al., (2010a) determin6 en vacas lecheras sometidas a
estabulacion y a una racién totalmente mezclada (RTM) un punto de corte de
0,97mmol/L, por sobre este punto aumenta la probabilidad de aparecer
enfermedades metabdlicas. En esta investigacion no se evalué los problemas
metabolicos pero los valores obtenidos indican que un 12,5% de los animales
pudieran haber estado presentando un problema asociado a la cetosis subclinica y
clinica (=1,2mmol/L), segun Suthar et al., (2013) la prevalencia de cetosis subclinica
puede variar entre 6,9 a 43% en la lactacion temprana a partir de los valores

indicados.

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 36



UNIVERSIDAD DE CUENCA jgg
.ufm maﬂmawiw‘

Matoba et al., (2012) encontraron una correlacion positiva entre el nimero de
foliculos 23mm presentes en el ovario en los primeros 42 DPP y la concentracion de
BHB (0,91mmol/L) de 22% (r: 0,22; p<0,05) siendo menor a partir de este dia pero
sin diferir el grado de calidad. En esta investigacion, el 22,5% de las vacas
presentaron anestro tipo | (estado de emergencia folicular <8mm) hasta el 35 DPP,
con concentraciones variables desde 0,67+0,18mmol/L a 0,81+0,29mmol/L de BHB,
el estudio no se enfoco en el numero de foliculos presentes en el momento de la

emergencia folicular.

Ospina et al., (2010b) en un trabajo realizado en ganado lechero en donde se
analizo la asociacién entre el NEFA y el BHB sobre el performance reproductivo en
la lactancia temprana, establecieron que, cuando el BHB se encuentra en
concentraciones >0,97mmol/L en las dos primeras semanas posparto, se alarga a 70
dias el perido voluntario de espera, considerado ya en anestro segun Ramirez
(2011) el cual indica que una vaca se encuentra en anestro a partir de los 60 dias
posparto. Los datos presentados en este trabajo podrian diferir de algunos de los
trabajos citados ya que la informacién fue levantada desde el 21 al 35 DPP, sin
considerar el periodo de espera voluntario de 44 dias para sistemas lecheros en
pastoreo segun Rhodes et al., (2003) o de 60 dias para sistemas de ganaderia de
doble propésito (leche y carne) segin Ramirez (2011).
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente estudio demuestra que la concentracion sanguinea de B-hidroxibutirato
es un factor limitado como predictor para determinar la existencia de algun tipo de
anestro a los 35 DPP y que esta mas relacionado con cuadros de enfermedades
metabdlicas como la cetosis (clinica o subclinica) por la movilizacion de las reservas

corporales.

Se recomienda: 1) considerar al BHB como un medio para determinar el estatus
alimenticio de los animales durante la lactancia temprana y brindar alternativas de
solucion para el control de la movilizacion exagerada de las reservas corporales; 2)
profundizar la investigacion en las animales que presenten anestros tipo Il y IV y los
niveles de BHB ya que podrian estar relacionados con enfermedades metabdlicas

como la cetosis.
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ANEXOS

Anexo 1. Distribucion porcentual del estado reproductivo de las vacas estudiadas en
la investigacion.

Estado reproductivo

) ) Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje
valido acumulado
Ciclica 5 12,5 12,5 12,5
Anéstrica Tipo 1 9 22,5 22,5 35,0
Anéstrica Tipo 2 10 25,0 25,0 60,0
Validos
Anéstrica Tipo 3 14 35,0 35,0 95,0
Anéstrica Tipo 4 2 5,0 5,0 100,0
Total 40 100,0 100,0
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Anexo 2. Estadistica descriptiva de la concentracion del metabolito BHB en sangre
en los diferentes dias en los que se levant6 la informacion.

Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
BHB mmol/L a los 7dpp 40 ,40 2,80 ,8700 ,40205
BHB mmol/L a los 14dpp 40 ,40 4,00 ,8650 ,57759
BHB mmol/L a los 21dpp 40 ,40 2,10 ,8625 ,36633
BHB mmol/L a los 28dpp 40 ,40 2,60 ,8425 ,38755
N valido (segun lista) 40
Estadisticos
BHB mmol/La | BHB mmol/lLa | BHB mmol/La | BHB mmol/L a
los 7dpp los 14dpp los 21dpp los 28dpp
Validos 40 40 40 40
N Perdidos 0 0 0 0
Media ,8700 ,8650 ,8625 ,8425
Desuv. tip. ,40205 ,57759 ,36633 ,38755
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Anexo 3. Categorizacion de las vacas de acuerdo a la concentracion de BHB en
sangres en los diferentes dias en los que se realiz6 el ensayo (7, 14, 21, 28 dias).

Categorizacion segin BHB en sangre a los 7DPP

Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
<1,2mmol/L 35 87,5 87,5 87,5
>=1,2 a 1,4 mmol/L 3 7,5 7,5 95,0
Vélidos
> 1,4 mmol/L 2 50 5,0 100,0
Total 40 100,0 100,0
Categorizacién segiin BHB en sangre a los 14DPP
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
<1,2mmol/L 36 90,0 90,0 90,0
>=1,2a 1,4 mmol/L 1 2,5 2,5 92,5
Validos
> 1,4 mmol/L 3 7,5 7,5 100,0
Total 40 100,0 100,0
Categorizacién segiin BHB en sangre a los 21DPP
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
<1,2mmol/L 36 90,0 90,0 90,0
>=1,2 a 1,4 mmol/L 2 5,0 5,0 95,0
Validos
> 1,4 mmol/L 2 5,0 5,0 100,0
Total 40 100,0 100,0
Categorizacién segiin BHB en sangre a los 28DPP
Frecuencia | Porcentaje Porcentaje Porcentaje
valido acumulado
<1,2mmol/L 36 90,0 90,0 90,0
>=1,2 a 1,4 mmol/L 1 2,5 2,5 92,5
Validos
> 1,4 mmol/L 3 7,5 7,5 100,0
Total 40 100,0 100,0
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Anexo 4. Prueba de Chi cuadrado para estado reproductivo y categorizacion de las
vacas segun BHB en sangre en los dias 7 y 14 posparto.

Estado reproductivo * Categorizacién segun BHB en sangre a los 7DPP

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 5,0312 6 ,540
Razoén de verosimilitudes 6,134 6 ,408
Asociacion lineal por lineal 312 1 577
N de casos validos 35

a. 9 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,06.

Estado reproductivo * Categorizacién segun BHB en sangre a los 14DPP

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,817 6 ,338
Razén de verosimilitudes 5,845 6 441
Asociacion lineal por lineal 2,763 1 ,096
N de casos validos 35

a. 9 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,06.
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Anexo 5. Prueba de Chi cuadrado para estado reproductivo y categorizacion de las
vacas segun BHB en sangre en los dias 21 y 28 posparto.

Estado reproductivo * Categorizacién segun BHB en sangre a los 21DPP

Pruebas de chi-cuadrado

Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 11,9842 6 ,062
Razoén de verosimilitudes 9,664 6 ,140
Asociacion lineal por lineal 2,625 1 , 105
N de casos validos 35

a. 9 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,11.

Estado reproductivo * Categorizacién segun BHB en sangre a los 28DPP

Pruebas de chi-cuadrado

Valor Gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 7,724 6 ,259
Razén de verosimilitudes 8,548 6 ,201
Asociacion lineal por lineal 1,046 1 ,306
N de casos validos 35

a. 9 casillas (75,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,06.
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Anexo 6. Correlacion entre el estado reproductivo y la concentraciéon de BHB.

Correlaciones

Estado BHB mmol/L | BHB mmol/L | BHB mmol/L | BHB mmol/L
reproductivo alos 7dpp | alos 14dpp | alos 21dpp | alos 28dpp
Coeficiente de
1,000 ,183 ,403" ,268 ,076
Estado correlacion
reproductivo Sig. (bilateral) ,192 ,004 ,055 ,583
N 35 35 35 35 35
Coeficiente de
] ,183 1,000 445" 414" ,354™
BHB mmol/L a correlacion
los 7dpp Sig. (bilateral) ,192 ,000 ,001 ,003
N 35 40 40 40 40
Coeficiente de . . » X
y ,403 ,445 1,000 ,404 ,283
Tau bde BHB mmol/La correlacion
Kendall los 14dpp Sig. (bilateral) ,004 ,000 ,001 ,019
N 35 40 40 40 40
Coeficiente de
] ,268 414" 404" 1,000 ,493™
BHB mmol/L a correlacion
los 21dpp Sig. (bilateral) ,055 ,001 ,001 ,000
N 35 40 40 40 40
Coeficiente de . . .
,076 ,354 ,283 ,493 1,000
BHB mmol/L a  correlacion
los 28dpp Sig. (bilateral) ,583 ,003 ,019 ,000
N 35 40 40 40 40

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
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Anexo 7. Prueba H de Kruskal-Wallis para el establecimiento del orden del tipo de
anestro presentado al dia 35 posparto por efecto de las concentraciones de BHB en
los diferentes dias analizados.

Prueba de Kruskal-Wallis

Rangos
Estado reproductivo N Rango
promedio
Anéstrica Tipo 1 9 16,33
Anéstrica Tipo 2 10 15,45
BHB mmol/L a los 7dpp Anéstrica Tipo 3 14 20,07
Anéstrica Tipo 4 2 23,75
Total 35
Anéstrica Tipo 1 9 13,50
Anéstrica Tipo 2 10 13,10
BHB mmol/L a los 14dpp Anéstrica Tipo 3 14 22,71
Anéstrica Tipo 4 2 29,75
Total 35
Anéstrica Tipo 1 9 15,83
Anéstrica Tipo 2 10 14,10
BHB mmol/L a los 21dpp Anéstrica Tipo 3 14 20,43
Anéstrica Tipo 4 2 30,25
Total 35
Anéstrica Tipo 1 9 16,28
Anéstrica Tipo 2 10 18,35
BHB mmol/L a los 28dpp Anéstrica Tipo 3 14 18,36
Anéstrica Tipo 4 2 21,50
Total 35
Estadisticos de contraste®®
BHB mmol/La | BHB mmol/La | BHB mmol/La | BHB mmol/L a
los 7dpp los 14dpp los 21dpp los 28dpp
Chi-cuadrado 2,140 9,865 5,680 ,528
gl 3 3 3 3
Sig. asintot. ,544 ,020 ,128 ,913

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: Estado reproductivo

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 51




UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 8. Concentraciones de BHB encontradas en los diferentes tipos de anestro a
los 7, 14, 21 y 28 dias posparto en los diferentes tipos de anestros encontrados.

BHB mmol/L a los 7dpp

Media Desviacion tipica

Anéstrica Tipo 1 81 ,29

Anéstrica Tipo 2 79 23

Estado reproductivo ~ Anéstrica Tipo 3 ,96 ,55
Anéstrica Tipo 4 ,95 21

Total ,87 ,40

BHB mmol/L a los 14dpp

Media Desviacion tipica

Anéstrica Tipo 1 67 ,18

Anéstrica Tipo 2 72 ,36

Estado reproductivo Anéstrica Tipo 3 1,06 ,86
Anéstrica Tipo 4 1,25 ,49

Total 87 61

BHB mmol/L a los 21dpp

Media Desviacion tipica

Anéstrica Tipo 1 72 ,19

Anéstrica Tipo 2 75 21

Estado reproductivo ~ Anéstrica Tipo 3 1,00 53
Anéstrica Tipo 4 1,15 21

Total ,87 ,39

BHB mmol/L a los 28dpp

Media Desviacion tipica

Anéstrica Tipo 1 77 ,26

Anéstrica Tipo 2 ,80 ,19

Estado reproductivo Anéstrica Tipo 3 97 ,59
Anéstrica Tipo 4 ,85 ,07

Total ,86 41
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Anexo 9. Area bajo la curva (AUC) calculados para la concentracion de BHB en
sangre como predictor de anestro.

Area bajo la curva

Variables resultado de Area Error tip.2 | Sig. asintdtica® | Intervalo de confianza asintético al
contraste 95%

Limite inferior | Limite superior
BHB mmol/L a los 7dpp ,654 ,152 ,270 ,356 ,953
BHB mmol/L a los 14dpp 443 ,134 ,683 ,181 ,705
BHB mmol/L a los 21dpp 411 ,114 526 ,188 ,634
BHB mmol/L a los 28dpp ,626 ,109 ,368 412 ,839

La variable (o variables) de resultado de contraste: BHB mmol/L a los 7dpp, BHB mmol/L a los 14dpp, BHB

mmol/L a los 21dpp, BHB mmol/L a los 28dpp tiene al menos un empate entre el grupo de estado real positivo

y el grupo de estado real negativo. Los estadisticos pueden estar sesgados .

a. Bajo el supuesto no paramétrico

b. Hipétesis nula: area verdadera = 0,5
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Anexo 10. Figura — Fotografia.

mmcnecg""

blood ketone test |

Figura 1: Procedimiento paso a paso del uso del medidor portatil BHBCheck

Fotografia 1. Identificacién y seleccién de vacas post parto para el estudio.

VICTOR MANUEL LEMA GUAMAN 54



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fotografia 3. Lectura de la concentracién sanguinea de BHB.
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Fotografia 4. Evaluacion de la actividad ovarica por ultrasonografia
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