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Resumen

Con el fin de evaluar la influencia de las alteraciones en el metabolismo energético y proteico
sobre la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxikinasa (PEPCK), la generacién de insulina,
del factor 1 insulinoide de crecimiento (IGF-1)y sobre la reactivacién ovarica, se utilizaron 10 vacas
Holstein, las cuales se muestrearon el dia 12 preparto y los dias 12, 24, 35 y 100 posparto (dias en
lactancia, DEL) con el fin de determinar el balance de energia neta de lactancia, JEMs
concentraciones plasmaticas de urea (BUN), glucosa, colesterol total, amonio, b-OH butirato, acidos
grasos no esterificados (AGNE), insulina, IGF-1y la actividad glutamato oxaloacetato transaminasa
(AST). Adicionalmente los dias 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 y 40 posparto se determiné la concentracion
de progesterona plasmatica (p4). El dia 12 preparto, 12 y 24 posparto se tomaron biopsias de higado
con el objetivo de estimar la actividad (PEPCK). Los valores de glicemia e IGF-1 fueron
significativamente mas bajos en el posparto. Los valores promedio de b-OH butirato, BUN, amonio
e insulina plasmaticos no presentaron variaciones significativas entre periodos. Los valores de AST
fueron significativamente mas bajos en el preparto que en el posparto. Los valores mas bajos de
AGNE correspondieron en su orden al muestreo corres-pondiente al dia 100 posparto y al muestreo
preparto. La actividad PEPCK fue significativamente mas alta en el preparto que en el posparto. Se
encontraron relaciones positivas entre PEPCK y BUN, y entre \b4. Se encontraron relaciones
negativas entre PEPCK y R-OH butirato y entre AGNE y p4. Larelacion entre PEPCK e IGF-1y entre
AGNE y p4 pudo ser debida a un efecto indirecto de la glicemia y dg Bhlo las vacas con EN
superior a -10% de los requerimientos presentaron reactivacion ovarica.
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Introduccién por incremento en la tasa de gluconeogénesis y por
disminucion en las tasas de oxidacion de la glucosa (10).
La absorcion intestinal de glucosa en los rumiantes es
muy baja debido a que la fermentacion ruminal condiciona La capacidad de repuesta metabolica ante la reduc-
su disponibilidad (22). Dado que la glandula mamaria €$6n de la glicemia se puede ver disminuida por la
capaz de utilizar glucosa en presencia de baj&xagerada movilizacion lipidica y el exceso de proteina
concentraciones de insulina, y debido a las altas deman@#gda en la dieta. Se ha encontrado que en vacas con
por glucosa para la produccion lechera al inicio de lépidosis hepatica, la actividad de las enzimas claves de la

lactancia, esta afecta la glicemia, la cual debe estabilizaglgconeogénesis es mas baja que en las vacas sanas (19).
Un trabajo reciente demostré que la adidiowitro de
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cloruro de amonio (NECI) a hepatocitos ovinos formacién ecolégica de bosque muy himedo montano
disminuy0 la tasa de gluconeogénesis (15). bajo (bmh-MB).

_ E_n rumiar_1tes el princ_ipal factor que regula 1a  Apnimales

insulinogénesis es la glicemia (10) y tanto la glucosa como

los esqueletos carbonados de aminoacidos e insu-lina o

IGF-1, pueden modular la tasa de ovulaciéon inde- Se utilizaron 10 vacas Holstein que cursaban la

pendientemente de las concentraciones plasmaticass#gunda o la tercera lactancia, las cuales ingresaron al

FSH por efectos directos en el ovario sobre el desarrokxperimento entre el 17 de noviembre de 2000 al 1 de

folicular (8). febrero de 2001 cuando les faltaba 12 dias para la fecha
prevista del parto.

Todo lo anterior estaria sugiriendo la existencia de
una fuerte interrelacion entre el estado nutricional de los Toma de muestras
animales y su actividad reproductiva al inicio de la

lactancia. Recientemente fue sefialada la existencia deEI i " liz6 entre el 17 d iembre d
una alta incidencia de problemas metabdlicos experimento Se realizo entre € € nhoviemore de

reproductivos y nutricionales en los sistemas de Iecher?go0 y el 20 de mayo de 2001 periodo dentro del cual a

especializada en Antioguia que podrian estar asociad8§ vacas se Iesdtomo rgugstr%s de %%ng,re los dias 12
a la existencia de interrelaciones complejas entre |REeparto (esperado) y 12, 24, 35y 1 las posparto.

alteraciones metabdlicas y las fallas reproductivas (4)_Estas,se tomaron de la vena yugular _derec_ha con tubos
al vacio (secos, con EDTAY con heparina), siempre entre

las 10:00 y las 11:00 a.m. Las muestras fueron

Se propone entonces, que en la lactancia tempragentrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos, se separo
se potencializan los factores hormonales que favorecehsuero o el plasma, segun el caso y se envasaron en
la baja concentracion de insulina e IGF-1 que sumadosiicuotas de 2.0 ml. Asi mismo, durante los dias 12, 16,
la coexistencia de factores adversos como la ace-lerat, 24, 28, 32, 36 y 40 posparto se tomaron muestras de
movilizacion lipidica y los excesos de amoniaco, estarigangre para la cuantificacion de progesterona.
reduciendo significativamente la tasa de gluco-neogénesis
y por ende la glicemia, conduciendo en dltimo término a
una disminucién marcada de las con-centraciones
plasmaticas de insulina e IGF-1, los cuales son factor
de crecimiento ovarico.

Se tomaron biopsias de higado en el dia 12 preparto
perado), 12 y 24 posparto utilizando una técnica descrita
previamente (20). Se obtuvieron aproxi-madamente 100
mg de tejido hepatico, el cual se sumergio en viales de 2
ml conteniendo una solucién 0.25 M de sucrosa. Todas
El propésito de este trabajo fue evaluar la influencitas muestras se almacenaron a —10°C para su transporte
de las alteraciones en el metabolismo energéticoyya - 72°C hasta su analisis.
proteico, sobre la actividad gluconeogénica, la generaciéon
de factores de crecimiento ovarico como IGF-1 y la
reactivacion ovérica en vacas Holstein en el posparto
temprano.

Analisis quimicos

A las muestras de forraje y suplementos alimenticios
se les determind el contenido de Fibra en Detergente
Neutro (FDN) por métodos descritos previamente (21),
mientras que el contenido de carbohidratos no
Localizacién estructurales se estimo por diferencia (7). Con los datos

de FDN vy utilizando ecuaciones reportadas (11, 12) se

estimé el contenido de energia neta de lactancig (EN

El trabajo de campo se llevé a cabo en la Ganadei, foraje y de los suplementos alimenticios. El cohsumo
La Montafia de la Universidad de Antioquia, ubicada ge materia seca del forraje se estimé por diferencia,

2475 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 14°G\lizando una ecuacién propuesta por la National
una humedad relativa promedio de 79.7% en UnNBesearch Council (13).

Materiales y métodos
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Balance nutricional centrifugados a 2000 revoluciones por minutos por 5
minutosy a XL enuna centrifuga BiofuguéHeraeus
El balance para ENse calcul6 por la diferencia Instruments, Hanau Germany) y el sobrenadante fue
entre los requerimientos estimados (12) y los aportesilizado para determinar la actividad de la enzima
de la dieta consumida por cada animal durante caftasfoenolpiruvato-carboxikinasa (PEPCK).
muestreo, para tal efecto se utilizaron hojas de céalculo

previamente elaboradas (2). Para la determinacion de la actividad de la enzima
PEPCK (16) se utilizé6 un medio de reacciéon con un
Cuantificacion de metabolitos volumen final de 1.0 mly consistente de: 50 mM-Tris/

HCL (pH 7.4), 20 mM-NaHCQ 0.5 mM-

En las muestras de sangre se cuantificaron l&psfoenolpiruvato, ImM-Mngl0.1 mM-NADH, 0.15
concentraciones de urea, glucosa, colesterol total ymaM-dGDP, 2unidades de malato deshidrogenasa y
actividad de la enzima aspartato-succinil transaminad®0 ul de sobrenadante de homogenado. Todos los
(AST) mediante el kit SERA-PAK (Bayer, reactivos fueron proveidos por SIGMA chemical, Co.
Tarrytown NY). Para estimar la concentracion dg€St Louis, MO). La preparacion de los medios de
amonio se utilizé el kit 171-UV (Sigma, St Louis MO), reaccién se hizo en tubos previamente sumergidos en
mientras que para la determinacion de b - OH butiratuielo; luego estos fueron preincubados %CSﬂor 3
se utilizé el kit 310-UV (Sigma, St Louis MO) y paraminutos; la reaccion fue iniciada con la adicion simul-
los 4cidos grasos no esterificados (AGNE) se utilizéanea de 2 unidades de la enzima malato deshidro-
el kit NEFA-C' 994-75409 E (Wako, Dallas TX). La genasa y 100 ml de sobrenadante de homogenado.
concentracion de insulina, IGF -1 y progesterona, dea caida en la absorbancia a 340 nm fue seguida por
determin6 mediante radioinmunoanalisis utilizando o0& a 5 minutos en un espectrofotémetro Beckman DU
kit (Diagnostic systems laboratories Inc, Webster TXp40’ (Beckman Instruments, Palo alto CA). Un
DSL-1600, DSL-5600 y DSL-3900, respectivamentecontrol separado que no contenia NaHGQe

preparado y sujeto al mismo procedimiento.

Actividad gluconeogénica

La actividad PEPCK fue estimada a partir de la

Para la determinacion de la actividad gluconeadiferencia en la caida de las absorbancia entre el tubo
génica las muestras de aproximadamente 100 mg dgperimental y el tubo control. Una submuestra de
tejido hepatico tomadas los dias 12 preparto y 12 y Zbbrenadante de homogenado se someti6 a la determi-
posparto se introdujeron por 2 minutos en un homogaacién de la cantidad de proteina a través del método
nizador manual de vidrio, previamente sumergido eBradford y utilizando el kit Protein Assay’11500-
hielo y conteniendo 9 voliumenes (900 ml) de un medid002 (Biorad, Richmond CA). La actividad de la en-
de extraccién consistente de 100 mM-tris/HCL, 1mMzima PEPCK se expresé como micromoles de sustrato
EDTA, 5 mM-MgCl, y 20 mM de b-Mercaptoetanol convertidos en producto en un minuto y por miligramo
a un pH final de 7.5 (3). Los homogenados fuerode proteina.

Tabla 1. Actividad de la enzima PEPCK por periodos de muestreo

Periodo de muestreo ©
Dias al parto
-12 12 24
2.6918a 1.2099b 1.5172b

pmol/min/mg prot.  pmol/min/mg prot ymol/min/mg prot

1 Error estandar de la media (EEM) 0.957

2 Coeficiente de determinacion (R?) 0.333

3 probabilidad de cometer el error tipo I. (p) <0.05

@Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Figura 1. Promedio de la actividad de la PEPCK por periodos de
muestreo.

Medias con letra distinta son estadisticamente diferentes a p<0.05

Actividad ovarica
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Figura 2. Ecuacion de regresion que explica la variacion en la
actividad de la PEPCK en funcién de la concentracion de 3-OH
butirato (mg/dl).

colesterol, glucosa, insulina e IGF-1 con las con-
centraciones plasmaticas de progesterona. Para ello se

El retorno de la actividad ovarica posparto seitilizo el PROC REG del programa estadistico SAS (17).
determin6 cuando las concentraciones plasmaticas de

progesterona fueron superiores a 1ng/ml (1).
Andlisis estadistico

Actividad gluconeogénicée hicieron andlisis de

Resultados
Actividad gluconeogénica

Como indicador de la actividad gluconeogénica se

varianza para establecer la variacion en funcion de loilizé la actividad de la enzima PEPCK (16). No
periodos de muestreo y se realizo la prueba de Duncanristen reportes de la actividad PEPCK en rumiantes
para establecer diferencias entre medias. Para ellowgédizando el método empleado en este trabajo. En la

utilizé el PROC GLM del programa SAS (17).

Relacion entre variables metabdlicasSe

tabla 1y en lafigura 1, se consignan los resultados de
la actividad PEPCK por periodos de muestreo. Como
se puede observar la actividad PEPCK fue signifi-

establecio la relacion entre la actividad gluconeogéniazaativamente mas alta en el preparto que en el posparto

con las concentraciones de amoniaco, urea, AST, (p<0.05). Aunque no hay diferencias significativas para

OH butirato, AGNE, insulina e IGF-1. Finalmente, seel valor de actividad PEPCK a los 12 y 24 dias

analizé la relacion existente entre los valores dg ENposparto, la actividad PEPCK presentd un ligero
aumento el dia 24 posparto.

Tabla 2. Ecuaciones de regresiéon que relacionan los indicadores metabdlicos con la actividad gluconeogénica.

Variable Variable . 1.2 2
independiente dependiente. Intercepto. Pendiente R P
BUN Act. PEPCK -0.205 0.08 0.28 <0.01
B-OH - BUTIRATO | Act. PEPCK 3,102 -0.19 0.26 <0.01
Act. PEPCK COLESTEROL 95,210 12.78 0.21 <0.01
Act. PEPCK IGF-1 -0.835 12.93 0.16 <0.03

1Coeficiente de determinacion.
?Probabilidad de cometer el error tipo |
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Figura 3. Ecuacion de regresion que explica la variacion en la
actividad de la PEPCK en funcion del BUN.
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Figura 4. Ecuacion de regresion que explica la variacion en la
concentracion del colesterol en funcién de la actividad de la PEPCK.
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Figura 5. Ecuacion de regresion que explica la variacion en la
concentracion de IGF - | en funcién de la actividad de la PEPCK.
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Figura 7. Ecuacion de regresion gque explica la variacion en la
concentracion de p4 en funcion del balance de EN,.
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Figura 6. Variacién en los niveles de p4 por vaca en funcion de
los dias posparto.
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Figura 8. Ecuacion de regresion que explica la variacion en la
concentracion de p4 en funcién de los AGNE.
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Relaciones entre indicadores metabdlicos yliferencias significativas en la actividad PEPCK en
actividad gluconeogénica el periodo preparto (7 y 3 dias preparto) comparada
con el periodo posparto (7, 14 y 21 dias posparto). En
En la tabla 2 se consignan los estimativos para lagro trabajo (5) fue determinada la expresion de RNA
relaciones estadisticamente significativas entrmensajero (NRNA) para PEPCK a los dias 28y 14
actividad gluconeogénica e indicadores metabdlicogorepartoy a los dias 1, 28 y 56 posparto encontrandose
que solo los valores a los 28 y 56 dias posparto fueron
La actividad gluconeogénica se relacioné negatisignificativamente mayores. Por otro lado, otros au-
vamente con la concentracion plasmatica de b-Otéres (6) reportaron una relacion estrecha entre la
butirato (p<0.01) (véase Figura 2) y positivamentexpresion de mRNA para PEPCK y la actividad de
con BUN (p<0.01) (véase Figura 3) y con colesterdPEPCK en biopsias de higado bovino. Estos autores
(p<0.01) (véase Figura 4). encontraron un ligero cambio en la expresion de
MRNA para PEPCK, la cual se increment6 al dia 14
Se encontrd una relacién positiva y significativapreparto para decrecer el dia del parto e incrementarse
(p<0.03) entre la actividad PEPCK y los niveles! dia 28 posparto persisitiendo hasta el dia 56 posparto.
plasmaticos de IGF-1 (véase Figura 5). Los autores afirman que la ausencia de cambios en la
actividad de PEPCK puede incapacitar a la vaca peri
Aunque no se presentaron relaciones estadiparturienta a maximizar el metabolismo anaple-rético
ticamente significativas entre AST y actividad PEPCIdel piruvato y a la oxidacion mitocondrial de los acidos
ni entre amonio y PEPCK, cabe destacar que amb@kasos en el higado y concluyen que los incrementos
presentaron un coeficiente de determinacion (I§n la actividad de PEPCK son un reflejo en la adap-

negativo, lo que de alguna forma esta indicando urfi@cion al incremento en las necesidades de glucosa
relacién negativa entre estas variables. conforme se incrementa la produccion de leche.

Reactivacién ovarica La disminucion en la actividad PEPCK en el
posparto temprano hace visible la dificultad que pre-

Valores de progesterona plasmatica (p4) superioré§ntaron los animales para responder ante el incre-
a 1 ng /mlindicaron reactivacion ovarica (1). La figurdnento de las necesidades de glucosa. Estos resultados
6 muestra la variacion en los niveles de progesterofigeron diferentes a los reportados en otros trabajos
por vaca y por periodo de muestreo. Como pued®. 19) enlos que, si bien no hubo incrementos signi-

observarse sélo tres vacas presentaron reactivaciBftivos en la actividad PEPCK en el posparto tem-
ovérica a los 40 dias posparto. prano, por lo menos no hubo disminucion.

No se presentaron relaciones estadisticamente sig- Rélaciones entre indicadores metabolicos y
nificativas entre los valores plasmaticos de insuling@ctividad gluconeogénica

colesterol, glicemia, e IGF-1 con los valores de p4. Se _ o
encontré una relacion lineal positiva y significativa _ Las bajas actividades de PEPCK observadas a los

(p<0.02) entre ENy p4 (véase Figura 7). 12y 24 dias posparto pueden ser debidas a diversos
factores adversos que se presentaron en el posparto

De igual manera se encontré una relacién negatiJgmpPrano tales como la acelerada movilizacion y oxida-

y significativa (p<0.02) entre AGNE y p4, la cual set'On lipidica, que se refle1aro_n en los valores plasma-

ilustra en la figura 8. Como puede observarse los v8¢0S de AGNE y B-OH butirato. Estos presentaron
lores de p4 disminuyeron conforme los valores glos valores mas altos en el posparto temprano pudiendo

AGNE ascendieron. haber afectado la actividad hepatica dado que la activi-
dad AST (indicador de actividad hepatica) también
Discusion presento los valores mas altos en el posparto temprano
y se relaciond negativamente, aunque no significativa-
Actividad gluconeogénica mente, con la actividad PEPCK. Relaciones similares

han sido encontradas por otros autores (19), los cuales
Theeraet al (19) determinaron la actividad de |areportaron que la actividad de las enzima PEPCK fue

PEPCK por métodos radiométricos y no reportarof'as baja en vacas con lipidosis hepatica en la lactancia
temprana.
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Se observo una relacion positiva entre el BUN yla  Aungue no se presentaron relaciones estadistica-
actividad PEPCK que era de esperarse si se considenante significativas entre amonio y la actividad PEPCK,
gue en el ciclo de la urea se generan precursores glueeeientemente se ha demostradolqutro, la adicién
neogénicos (10). En vacas peri parturientas se ha pie cloruro de amonio (N)@I) a hepatocitos ovinos
dido establecer que la tasa de gluconeogénesis a patisminuye la tasa de gluconeo-génesis (15). Las
de alanina es mas del doble comparada con la tagidéerencias encontradas con los trabajostro puede
observadas en el preparto (14). La relacion obseser debida a que en estos no intervienen los mecanis-
vada entre glicemiay BUN, BUN y actividad PEPCKmos homeostaticos, por lo tartoVitro, los efectos
sugiere que en el presente trabajo los aminoacidos fute los excesos de amonio sobre la actividad gluco-
ron una importante fuente de carbonos para la formaeogénica pueden ser mas pronunciados.
cion de glucosa.

Relaciones entre indicadores metabdlicos y la

La relacion positiva observada entre colesterol yeactivacion ovarica
actividad PEPCK se puede explicar en la necesidad
de glucosa para la sintesis de colesterol lo que con- Como puede observarse en la figura 7 los valores
cuerda con Madsen (10) quien sefiala que la genge p4 disminuyeron conforme el balance energético
racion de glucosa en el posparto temprano depengegativo (BEN) se hacia mas pronunciado. Estos resul-
principalmente de la tasa de gluconeogénesis.  tados estan de acuerdo con lo reportado por kticy

al (9), quienes afirman que el BEN ocasiona bajos ni-

Es de anotar que el metabolito que se relaciono deles de progesterona los que, a su vez, se asocian
forma mas significativa con el balance nutricional yeon baja fertilidad. Se cree que la baja produccion de
metabdlico fue el colesterol, lo que sugiere que logrogesterona es debida a la alteracion en la capacidad
animales que presentaron mejores condiciones nutdsteroidogénica del cuerpo lGteo (9).
cionales y metabdlicas también presentaron una mayor
actividad gluconeogeénica. Otros autores (8), han observado que en vacas

subalimentadas los efectos de la hormona FSH son bajos,

Aunque se present6 una relacion positiva pero npconsiderando laimportancia de la FSH en lainduccion
significativa entre la glicemia y la actividad PEPCK Yy en el mantenimiento de la actividad de la aromatasa,
entre el balance de energia neta y la actividad PEPC¥g puede sugerir una influencia de la subnutricién sobre
varios autores (9, 18) han puesto en evidencia la re'l%rcapacidad esteroidogénica del cuerpo ltteo.
cién estrecha y positiva entre el balance energético y
la glicemia con los valores plasmaticos de IGF-1. cape destacarse que los AGNE presentaron una
Puesto que se espera que los animales con mayor aglinciacion altamente significativa y negativa cop,EN
vidad gluconeogenica tambien presenten valores magomo ya se explico en el parrafo anterior los valores
altos de glicemia, la relacion entre actividad PEPCIge p4 en esta y en otras investigaciones han sido
e IGF-1 observada en el presente trabajo pudo Sgfjacionados con el BEN. Por lo tanto, la relacion
debida a un efecto indirecto. observada entre AGNE y p4 pudo ser debida a un

efecto indirecto del BEN.
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Metabolic alterations Influence on the PEPCK activity, plasmatic IGF-1 generation and ovarian

reactivation in early-lactating cows

In order to assess the influence of the energetic and protein metabolism alterations on the activity
of the enzyme phosphoenolpyruvate carboxykynase (PEPCK), the generation of insulin, the insulin
like growth factor-1 (IGF-1) and ovarian reactivation, ten Holstein cows were used obtain samples on
the 12" prepartum and on the 12th, 24th, 35th and 100th postpartum days (lactation days, DEL) to
determinate the balances of lactation net energy (EENhe concentrations of plasmatic urea (BUN),
glucose, total cholesterol, ammonia, 3-OH butyrate, non-esterified fatty acids (AGNE), insulin, IGF-

1, and the transaminase oxaloacetate glutamate activity (AST). In addition to the before mentioned
tests, the concentration of plasmatic progesterone (p4) was determined on the 12th, 16th, 20th, 24th,
28th, 32nd, 36th and 40th postpartum days. On th& dzpartum and on the 12th and 24ostpartum

days, liver biopsies were obtained to estimate the PEPCK level of activity. As a result, the glycemia
and IGF-1 postpartum values were significantly lower. The average values of 3-OH butyrate, BUN,
ammonia, and plasmatic insulin did not show any significant variations between the two periods.
Similarly, the AST values were significantly lower prepartum than postpartum. The lowest AGNE
values arose, respectively, from the prepartum sample and the sample obtained on the 100th postpartum
day. The PEPCK activity was significantly higher prepartum than postpartum. On the one hand,
positive relations between PEPCK and BUN, as well as betwegnda p4 were found. On the other
hand, negative relations were arrived at between PEPCK and [3-OH butyrate as well as between
AGNE and p4. The relation between PEPCK and IGF-1, and the relations between AGNE and p4
could have occurred as an indirect effect of glycemia and ERnly the cows with an Ephigher than

-10% of the requirements showed ovarian reactivation.

Key words: dairy cattle, fertility, metabolism, transition.
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