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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion const6 de dos experimentos, en el
experimento | (EXP ) se evaluaron los cambios de condicién corporal, de peso vivo y
concentracion de NEFAs, cuatro semanas previas con respecto a las cuatro semanas
posteriores al parto; se utilizaron 12 vacas de la raza Holstein con un peso promedio
(613.0 £ 9.1 y Kg de p.v. y una condicion corporal de 3.5 + 0.1) en el experimento I, el
objetivo fue determinar el reinicio de la actividad ovarica posparto, metabolitos de lipidos y
concentracion de progesterona (P4) plasmatica en vacas lecheras suplementadas con
aceite vegetal. Se utilizaron 18 vacas de la raza Holstein (529.1 £ 103 Kg de p.v. y una
condicion corporal al parto de 3.5 * .4) distribuidas en un grupo control (SG) al que no se
le suplemento con aceite vegetal (n=9) y un grupo experimental (CG) al que se le
adicionaban 500 gr por dia ( 250 gr en la mafana y 250 gr en la tarde) de aceite de maiz
(n=9). Se determind la concentracién sanguinea de colesterol, lipoproteinas de alta y baja
densidad, triglicéridos, lipidos totales y P4 durante ocho semanas posparto. Mientras que la
concentracion sanguinea de NEFAs fue durante 4 semanas preparto y 4 semanas
posparto. para este experimento se utilizaron 12 vacas de la raza holstein en buen estado
de salud y no recibieron ningun tratamiento,. En lo referente a las concentraciones de
NEFAs, estas fueron de de 0.763+0.4 Mmol/l y en el posparto de 0.864+0.3Mmol/l. El
reinicio de actividad ovarica posparto (RAO) fue considerado como tiempo posparto en el
cual las vacas presentaron concentraciones de progesterona >1 ng/ml durante dos
semanas consecutivas. La concentracion de P4 durante el periodo de estudio (8 semanas)
fue determinada por RIA, en muestras sanguineas colectadas semanalmente. El RAO no
fue diferente (P>0.05) entre ambos tratamientos, no obstante haber observado una
reduccion de siete dias en el grupo CG que en el SG (23.3x12.8 vs 29.6x12.4 dias,
respectivamente). La concentracion media (xee) de P4 durante el periodo de estudio fue
similar entre tratamientos observando 1.48+0.31 vs 1.15£0.31 ng/ml en el SG vs CG. En la
concentracion de P4, no se encontraron diferencias (P>0.05) en los dias 7, 14 y 21 de
suplementacion, pero si se encontré un efecto sobre los dias 28, 35, 42, 49 y 56, donde la
concentracion hormonal fue superior (P<0.01) en el SG respecto al grupo CG. Respecto a
la concentracion media de colesterol se observa una diferencia significativa (P<0.05)
entre el grupo con suplementacion grasa (135.7+9.9 mg/dl) y el grupo sin suplementacién
(109.31£9.9 mg/dl) ; mientras que la concentracion media (tee) de las lipoproteinas de alta
densidad fue de 116.5+27.7mg/dl para el grupo con suplementacion vs 120.9+27.7 mg/dl
para el grupo que no fue suplementado; no encontrandose diferencias significativas
(P>0.05) entre ambos tratamientos. Algo similar ocurrié con la concentracion media (tee)
de las lipoproteinas de baja densidad en el caso de las vacas a las cuales se les
suplemento con aceite de maiz, fue de 143.5t12.8mg/dl y para las vacas sin
suplementacion grasa fue de 134.3+12.8 mg/dl ; donde no se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre ambos grupos. Para los lipidos totales La concentracion
media (tee) fue de 434.2+50.3 para el grupo con suplementacion grasa, mientras que
para el grupo que no recibié suplementacion fue 366.2+50.3, encontrando diferencias
significativas (P<0.05); entre tratamientos en las semanas 3, 4, 5, 6, 7 y 8, siendo mayor
en el grupo de vacas que recibieron suplementacién con aceite vegetal comparada con las
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que no recibieron suplementacion; y finalmente en la concentracién media de triglicéridos
no se observaron diferencias significativas (P>.05) entre el grupo SG y el grupo CG,
siendo la media (xee) de 41.3x7.9 mg/dl y 29.3+7.9 mg/dl respectivamente. En base a
estos resultados, se concluye que la suplementacion con aceite vegetal incrementa la
concentracion de algunos metabolitos de lipidos, necesarios para la sintesis de P4; sin
embargo, la concentracion de dicha hormona no presento diferencias significativas, lo cual
puede ser un indicador de que pueden existir factores adicionales involucrados, como
condicién corporal y balance energético entre otros.

Palabras clave: metabolitos de lipidos, acidos grasos no esterificados, lipidos, reinicio de
actividad ovarica posparto.
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I INTRODUCCION

Desde los afios 1920-1930, se ha observado que la nutricion tiene efecto sobre la
funcion reproductiva en los rumiantes; en relaciéon a ello, se han desarrollado diversas
investigaciones encaminadas a identificar los mecanismos fisiolégicos a través de los
cuales la nutricidn influye sobre la actividad reproductiva, siendo los mas sobresalientes
los mencionados por (Randel, 1990; Dunn y Moss, 1992; Robinson, 1996; Boland et al.,
2001; Tanaka et al., 2002) y que hacen referencia a que la restriccion en el consumo de

cualquier nutriente puede afectar la eficiencia reproductiva.

La reproduccién es el mayor componente de la eficiencia reproductiva para un
sistema lechero, y una de las principales causas que afectan la eficiencia reproductiva es
el intervalo entre partos, cuando es directamente influenciado por el anestro posparto. La
duracion del anestro posparto es principalmente afectado por el estado nutricional y el
amamantamiento (Short y Adams, 1988; Randel, 1990). Una nutricibn adecuada es
esencial para recuperar la actividad ovarica posparto en vacas (Robinson, 1990). Cuando
el consumo de nutrientes es inadecuado y las reservas de energia corporal son reducidas,
el intervalo parto-primer estro es extendido; de este modo, para establecer la relacion
entre nutricidén y eficiencia reproductiva, sera necesario estimar el estado nutricional de
las vacas y evaluar la condicién corporal durante el periodo del preparto y posparto

(Wettemann, 1994; Butler y Elrod, 1995).
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La relativa importancia de la nutricion durante el periodo posparto no ha sido
claramente establecida; sin embargo, la condicion corporal es el mayor regulador del
metabolismo que permite tener una clara idea de las reservas energéticas en las vacas
para poder determinar la amplitud del intervalo parto a primera ovulacion (Westwood et al.,
2000); asi, la manipulacién en las dietas, permite influir sobre algunas de las expresiones
metabdlicas, tales como: colesterol, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de alta
densidad y triglicéridos; lo cual es un factor importante en la regulacién de la funcién
reproductiva (Cunningham et al., 1996; Gong et al., 2002; Williams et al., 2002).

De acuerdo a lo planteado, surge la hipétesis de que la suplementacion con aceite
vegetal en las vacas lecheras puede servir como una estrategia que permite mejorar el
comportamiento reproductivo. Sin embargo se han realizado trabajos donde utilizan una
variedad de grasas que en ocasiones son incosteables. Por tal motivo, el problema a
resolver, es conocer la respuesta a la suplementacion con aceite de maiz en una
proporcion de 500 g por dia para disminuir los dias al reinicio de actividad ovarica

posparto.
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Il REVISION DE LITERATURA

El reinicio de la actividad ovarica posparto, corresponde al numero de dias abiertos,
es decir, dias promedio entre el ultimo parto y la fecha del servicio fértil; siendo el
indicador mas importante de la funcion reproductiva, y la meta razonable es que cada una
de las hembras no exceda de 90 dias abiertos, para poder lograr un parto por vaca por

afno (Espinoza, 1995).

El periodo posparto se define como el tiempo entre el parto y el restablecimiento de
la actividad ovarica ciclica y ciclos estrales regulares. Durante este periodo, las hembras
bovinas presentan una capacidad limitada para quedar gestantes; la duracion de este
periodo depende de la involucidn uterina, el anestro posparto y los cuerpos luteos de corta

duracion (Pérez-Hernandez et al., 2001).

Dentro de los eventos fisiolégicos que tienen mayor relevancia en la eficiencia
biolégica y econdmica del ganado bovino productor de leche, es la reproduccién, y dentro
de ella, el anestro posparto, representa el principal factor que afecta a dicha eficiencia

(Edgerton, 1980).

2.1 Nutrientes que afectan la reproduccion

Los nutrientes, considerados componentes basicos de los alimentos y que afectan

directa o indirectamente la capacidad reproductiva del ganado, son principalmente, la
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energia, la proteina, la grasa y las vitaminas y los minerales; y las principales vias por las
cuales dichos nutrientes se relacionan con la reproduccion son:

e Metabdlica.- mediante esta via se aportan los precursores o
intermediarios necesarios; mayor aporte de grasa repercute en
mayores niveles de progesterona.

e Hormonal.- esta via estimula los mecanismos necesarios a nivel
hormonal; mayor nivel de energia desencadena el mecanismo de

produccion de gonadotropinas.

Estudios realizados demuestran que ambas vias (metabdlica y hormonal) estan
estrechamente relacionadas y a través de ellas la alimentacién puede ejercer su influencia

que bien puede ser positiva o negativa sobre la reproduccion (Martinez y Sanchez, 2001).

El comportamiento reproductivo en las vacas lecheras la mayoria de las veces
depende del reinicio de la actividad ovarica la cual tiene una estrecha relacion con las

demandas energéticas destinadas a la produccion de leche (Boland et al., 2001).

En los animales que han tenido alimentaciones deficientes y que presentan
excesiva pérdida de la condicion corporal durante el posparto temprano se presenta un
antagonismo entre produccion de leche y fertilidad, segun lo reportado por Ferguson,

(1991); esto dado principalmente por el incremento que la demanda de energia destinada
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a la produccion de leche tiene sobre las destinadas a la reproduccién (Boland et al., 2001;

Gong et al., 2002).

Después del parto, las hembras bovinas deben reiniciar su funcién reproductiva
para poder gestar nuevamente; para que ésta se restablezca rapidamente, es necesaria la
normal involucién del utero y el rapido restablecimiento de la actividad ovarica (Slama,
1996). Durante la involucién uterina, el utero debe recuperar su estado normal para poder
soportar una nueva gestacion, por lo que el retraso en este proceso afecta de manera
negativa el rendimiento reproductivo de las vacas, incrementando el intervalo entre partos.
La involucion del utero se presenta mas tardiamente en vacas viejas o en aquellas que
han padecido alteraciones posparto, como distocias, partos gemelares, retencion

placentaria, metritis, entre otras (Mateus et al., 2002).

Durante los ultimos 50 afios la marcada seleccion para conseguir una elevada
produccion de leche ha venido acompanada de un dramatico descenso en el
comportamiento reproductivo del ganado productor de leche; esto dado principalmente por
el incremento en la demanda de energia destinada a la produccién de leche (Boland et
al., 2001; Gong et al., 2002); sin embargo, el incremento en el consumo de energia por

manejo alimenticio puede reducir la duracién del anestro posparto (Blache, 2003).

La nutricion es uno de los factores con mayor influencia sobre la reproduccién en
los animales domésticos; elementos especificos como la proteina y la energia pueden

modificar la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-génadas (Thomas et al., 1997, Cansino

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos 7
en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

et al., 2003). Un inadecuado consumo de nutrientes, principalmente energia, incrementa el
intervalo parto-primer estro posparto, lo cual disminuye la tasa de gestacién a primer

servicio posparto (Salas et al., 1997).

La influencia que la alimentacién tiene sobre la reproduccién ha sido estudiada
ampliamente (Butler, 2000); dada la importancia que representa en el eje hipotalamo-
hipdfisis-gbnadas; ya que una deficiente alimentacidén, provoca una disminucién en la
sintesis de GnRH, lo que afecta la liberacion de FSH y la frecuencia pulsatil de LH;
provocando la disminucién de la funcién ovarica, lo cual origina retraso en la ovulacién y
en consecuencia aumento en el periodo de anestro (Jimeno et al., 1998). Una deficiente
nutricion afecta la disponibilidad de colesterol, principal precursor de las hormonas
esteroideas, y que tiene su sitio de accion en el ovario primordialmente (Staples et al.,

1998).

2.2 Balance energético negativo y alteraciones metabdlicas

Como resultado del parto se presenta una abrupta disminucion de las reservas
corporales como consecuencia de un incremento en las demandas metabdlicas para
produccién de leche. En las vacas lecheras el rapido aumento en los requerimientos de
energia por el resultado de la lactacion; llevan al animal a un estado de balance energético
negativo (NEBAL, por sus siglas en inglés) que inicia pocos dias antes del parto y
generalmente alcanza su punto maximo (nadir) alrededor de 2 semanas después (Butler,

2000).
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La actividad reproductiva se ve afectada por diversos factores externos, siendo uno
de los mas importantes el balance de energia, debido a que la reproduccion es muy
demandante de energia; en diversos estudios, el NEBAL se presenta durante las primeras
tres semanas de lactacién y esta altamente correlacionado con el intervalo a primera
ovulacion posparto, que generalmente ocurre alrededor de los 30 dias después (Butler,

2000; Spain, 1996).

El balance de energia se define como la diferencia entre la energia disponible y la
energia utilizada. Dentro de la energia disponible se incluye la que proviene de la nutricién
y la almacenada en los tejidos corporales, principalmente la del tejido adiposo. La energia
utilizada varia en cada animal y depende de la edad y del estado fisiolégico; y es utilizada
para el mantenimiento de la homeostasis y necesidades fisiologicas como las de

crecimiento y reproduccién (Blache, 2003; Gallardo et al., 2004).

El balance en la energia se puede ver afectado por factores externos como la
disponibilidad de alimento. Las modificaciones en el balance de energia, puede repercutir
en cualquiera de los tres niveles del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas, asi como en los

mecanismos reguladores de retroalimentacién (Butler, 2000).

Estudios realizados por Barton y Carroll, (1992) y Chandler, (1997) mencionan que
un balance energético negativo deprime la liberacion del factor liberador de las hormonas

gonadotropicas en el hipotalamo y la posterior liberacion de hormona luteinizante (LH) en
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la hipdfisis; lo cual afecta el patrén normal de liberacion de LH requerido para la
maduracién de foliculos, ovulacion y formacion del cuerpo luteo del ovario, y por tanto,

reduciendo la eficiencia reproductiva de las vacas.

2.3 Técnica para evaluar la condicién corporal

Oldick y Firkins, (2003) mencionan que existe una relacion muy estrecha entre el
consumo de materia seca, el balance energético y la condicién corporal en la vaca;
ademas establecen que la perdida de condicion corporal, la cual es un indicativo del

estado de energia, esta altamente relacionado con la eficiencia reproductiva de la vaca.

La determinacion del estado corporal de los animales representa una practica de
manejo que permite mejorar la eficiencia del ganado ya que este evalua el balance

energético del animal y sus reservas corporales (Gallardo et al., 2004).

Los cambios en la condicién corporal de una vaca a lo largo del ciclo productivo
son muy dinamicos pero pueden evaluarse en forma confiable mediante la determinacién
del "score" 6 "grado de gordura", a través de la palpacion y observacion de ciertas areas
anatémicas de las zonas del lomo, la grupa y la base de la cola. De esta manera se
determina, empiricamente y segun las escalas de referencia (grados 1 a 5) como se
muestra en la tabla 1, o de 1 a 9 (cuadro 1) la cantidad de tejido graso subcutaneo

presente en esas areas (Gallardo et al., 2004).
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3.75

4.25

4.5

4.75

Muy flaca

flaca

normal

gorda

obesa

Tabla 1. Escala de referencia para determinar condicion coorporal

Edmonson et al. (1989) concluyeron que la exactitud de un sistema de calificaciéon de

la condicion corporal es incrementada por el uso de un instructivo que guie a los usuarios

en la observacion de ocho zonas del lomo, pelvis y region de la base de la cola de la vaca.

Escaladel 1 al 5 Escaladel1al9 % de grasa corporal
1 1 5.0
1.5 2 9.4
2 3 13.7
2.5 4 18.1
3 5 22.5
35 6 26.9
4 7 31.2
4.5 8 35.6
5 9 40.0

Fox et al. (1992).
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Cuadro 1. Porcentaje de grasa corporal en relacion con la condicion corporal en diferentes

sistemas de calificacion.

2.4 Procedimiento para la determinacion de la condicién corporal

Gallardo et al., (2004) recomiendan realizar una rutina, que debe efectuarse con los
animales parados sobre una superficie plana, evitando todo tipo de tensiones que obligan
a que las vacas adopten posturas contraidas. La persona que realiza la evaluacién debe
ubicarse detras del animal para poder palpar de manera efectiva todas las regiones
anatdmicas que ésta metodologia propone y la cual se describe a continuacion:

La palpacion se realiza ejerciendo una leve pero consistente presion con la yema
de los dedos, en cada uno de los puntos sefialados en la figura 1, y la cual se realiza
primero en la region de la base de la cola, incluyendo la grupa, los huesos de la cadera y
las ultimas costillas. Posteriormente se evalua la zona del lomo, que ademas sirve para

hacer ajustes que pueden ir de un cuarto de punto a medio punto.
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rasa de cobertura

uberosidad espinosa

Figura 1. Puntos de observacién en la base de la cola.

Los momentos de mayor relevancia para llevar a cabo la evaluacién de condicion

corporal son los siguientes:
e Al parto.
e Durante el examen reproductivo (en promedio 30 dias posteriores al
parto).
e Durante el examen reproductivo para diagnodstico de prefiez.

e Al secado.

2.5 Efecto de la condicién corporal en la reproduccién

Una marcada pérdida en la condicion corporal después del parto, conduce a una
reduccidén en la actividad ovarica y un aumento en el numero de dias a la concepcion
(Staples et al., 1992). Por otra parte Padron et al., (1993) encontraron que la perdida de

0.25 unidades de condicion corporal, resulta en un incremento en 5.5 dias de periodo
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abierto en las vacas. Domecq et al., 1995 encontraron que las vacas que pierden un
punto de condicion corporal durante el primer mes de lactancia, tiene 1.5 veces menos
probabilidad de concebir que las que tienen una evolucion normal de pérdida de peso

corporal.

Para que la reproduccién no se vea afectada por el balance energético negativo y la
condicion corporal, es necesario comenzar la lactancia en una condiciéon corporal de 3.5,
la cual disminuye durante los dos siguientes meses (dicha caida no debera ser mayor de
0.5 por mes). Entre los 50-60 dias posparto la vaca debera estar en una condicion corporal
no menor de 2.5 y en los meses posteriores debera llegar a una condicion corporal de 3.5
hacia el final de la lactancia, y la cual debera mantener durante el periodo seco para volver
a parir con este valor (Grummer et al., 1995). Este mismo autor recomienda que para
poder mantener este esquema de condicion corporal, es necesario maximizar el consumo
de materia seca, lo que representa una buena alimentacion durante el periodo de
transicion; el cual se define como las 2 a 3 ultimas semanas antes del parto y las primeras
semanas posteriores al parto. El periodo de transicion coincide con el tiempo en que la
vaca experimenta cambios metabdlicos y hormonales para iniciar el parto y la produccién

de leche.

El consumo de materia seca y agua en el periodo préximo al parto, esta
generalmente limitado por el propio estrés del parto y la disponibilidad de alimento;
mientras que el consumo de alimento se reduce en un 30-35 % en las ultimas tres

semanas preparto (Grummer et al., 1995).
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Para maximizar el consumo de materia seca posparto, y evitar una mayor pérdida
de condicion corporal que afecte la reproduccidn en las vacas, se recomienda suministrar
forrajes de alta calidad, y que estos representen entre el 50 y el 60% de la racion total

Weiss et al., (2003).

Ante la crisis de la industria lechera de México es necesario buscar una alternativa
que permita incrementar la disponibilidad de acidos grasos no esterificados (NEFAs), ya
que es en principio el estado energético del organismo lo que determina la capacidad
reproductiva (Mufioz, et al. 1995; Castelan y Matthewman 1996). En los sistemas de
produccion a pequefia escala, la variabilidad de la dieta es una de las limitaciones mas

importantes, especialmente en el periodo posparto (Randel, 1990).

Para evaluar el estado nutricional de las vacas es importante el aporte y consumo
de nutrientes , asi como la cantidad y calidad de los mismos; sin embargo, el estado
nutricional de las vacas también puede evaluarse por la calificacion de la condicion
corporal (CC) y por los cambios que se presentan en la misma (Villa-Godoy et al., 1988).
Algunos autores afirman que para valorar el estado nutricional de los animales es
importante considerar el monitoreo de algunos perfiles metabdlicos que indiquen la
dinamica del estado nutricional (Kronfeld y Medway 1980; Church y Pond, 1997). Asi,
Kronfeld y Medway, 1980; Gagliostro y Cocimano, 1987; coinciden en sefialar que las
concentraciones y movilizacion de acidos grasos no esterificados (NEFAs) que ocurren en

el posparto temprano permiten conocer el estado nutricional del animal.
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Grummer et al., (1995) y Stevenson, (1997) consideran que la vaca debe tener de
3 a 3.5 puntos de condicién corporal durante el parto y en la lactacién temprana. Otros
autores plantean, que generalmente la perdida de CC no debe exceder de 0.5 en la
lactancia temprana para minimizar los efectos reproductivos negativos (Staples et al.,

1992; Ruegg y Milton,1995).

Domecq et al., (1995) y Yabuta et al., (1997) plantearon que la calificacion de la CC
permite estimar la grasa total almacenada en el interior del cuerpo, en dependencia de lo
que ocurra con la acumulacion de grasa subcutanea. Lucy (1990), Randel (1990), Villa-
Godoy et al.,(1990), Butler (1995), Ruegg y Milton (1995) y Dominguez (1997) coincidieron
en sefalar que la CC es un buen indicador del estado energético del animal. Sin embargo,
la medicion del balance energético o de hormonas y de metabolitos especificos es un

indicador mas preciso.

Canfield y Butler (1990), informaron una alta correlacion negativa entre el balance

energético y los niveles de NEFAs en plasma.

Durante las ultimas 4 semanas de gestacion se produce un aumento de las
necesidades energéticas debido al desarrollo fetal y a la sintesis de calostro; estas
situaciones generalmente se acompafian de una disminucion en la ingestion de materia
seca, principalmente en la semana previa al parto; sin embargo, en algunos estudios

previos reportados por Grummer et al.,, 1995; Goff y Horst, 1997, se menciona que el
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ganado vacuno tiene la capacidad de compensar los déficit alimentarios de energia a
través de la movilizacion de grasa corporal, y que un exceso en la movilizaciéon de grasa
conduce a problemas productivos y reproductivos, dados por una disminucién en los
niveles de glucosa e insulina en sangre, lo cual promueve la movilizacion de grasa. Dicha
movilizacion resulta en un aumento en los NEFAs en sangre que son utilizados por el

higado.

Las reservas energéticas corporales pueden ser movilizadas cuando una vaca recibe
una menor cantidad de nutrientes de los que se necesita durante la prefiez o la lactacion
(Wettemann, 1994). El incremento en las concentraciones plasmaticas de NEFAs, son un
indicador de liberacion de grasa del tejido adiposo, debido a un balance energético negativo

(Rasby et al., 1992).

Los NEFAs, son el resultado de la lipdlisis y protedlisis que se produce para
satisfacer los requerimientos de los animales durante el periodo de balance energético

negativo (Rukkwamsuk et al., 1999).

En un estudio realizado por Spitzer et al., 1995, se menciona que las vacas con una
alta nutricion posparto se tienden a incrementar las concentraciones de NEFAs durante el
periodo de apareamiento, comparadas con las vacas con una moderada nutricion posparto
y que el incremento en las concentraciones pueden estar relacionadas con el incremento en

la produccién lactea.
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En los animales con balance energético negativo, generalmente los NEFAs se ven
alterados (Canfield y Butler, 1991; Whitaker et al., 1993). Dichas alteraciones en los niveles
de NEFAs son indicativo de la disponibilidad de energia y pueden proveer signos sobre el
eje hipotalamo-pituitaria-ovario mediante efectos de desnutricion (Bishop y Wettemann.,

1992).

La movilizacién de grasa resulta en el aumento de los acidos grasos no esterificados
en sangre. Esta se duplica en plasma entre los dias —17 y +2 respecto al parto y el
contenido de triglicéridos, en el higado se triplica el dia del parto respecto a 28 dias
preparto (Calsamiglia, 2000). Aunque la mayor parte de dicha movilizacion se debe al
estado endocrino del animal, la disminucidn en la ingesta de materia seca es el factor mas

importante (Grummer et al., 1991; Bertrics et al., 1992).

El incremento en las concentraciones de NEFAs puede tener una influencia negativa
sobre la funcion ovarica (Bossis et al., 1999). Sin embargo, el aumento de las reservas
energéticas corporales estimula el incremento pulsatil en la liberacién de LH iniciando de

esta manera la funcién ovarica.

Siendo la nutricion uno de los principales factores que regulan el inicio de la actividad
ovarica posparto, se convierte en una necesidad el determinar el estado nutricional de un
animal a través de la medicién de la condicién corporal, la cual es una herramienta que nos
puede permitir predecir con bastante confianza, el tiempo que una vaca puede tardar para

reiniciar su actividad ovarica. De manera que las vacas que paren con una baja condicion
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corporal, tardan mas tiempo en reiniciar la actividad ovarica, comparadas con aquellas que

paren con una buena condicion corporal (Bishop y Wettemann, 1992).

Cuando la movilizacién de acidos grasos es excesiva, se saturan las vias de
metabolizacion de lipidos y se generan vias hepaticas alternas, entre las que la formacion
y almacenamiento hepatico de triglicéridos son las mas frecuentes (Grummer et al.,,

1995).

La mayor atencion se centra generalmente en la movilizacién de grasa en el
periodo posparto, donde el balance energético es importante; sin embargo, el balance
energético comienza en las semanas previas al parto, y la saturacion hepatica generada

€s una causa predisponente importante.

Por otra parte una deficiencia de energia, causada por baja ingesta o por gasto
excesivo, disminuye la secrecion de GnRH; contrariamente un restablecimiento de los
patrones normales de consumo alimenticio, invierte la deficiencia de gonadotropinas

(Cameron, 1996).

En las hembras, la ovulacion puede ser regulada por cambios en el balance de
energia; las sefiales involucradas en este proceso, actuan principalmente a nivel de
ovario, y en menor grado en el sistema neuroendocrino, que es quien controla la

ovulacion.
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La via principal en la cual se lleva a cabo la funcion reproductiva es el eje gonadal
hipotalamico-pituitario. La GnRH, controla la secrecion de las hormonas en las goénadas;

LH y FSH, las cuales regulan la produccion de évulos (Blache et al., 2000).

La red neuronal que controla la secrecion de GnRH se cree es la via en la cual
muchos factores influyen en la actividad gonadal, incluyendo el estado metabdlico. La
frecuencia en los pulso de GnRH y de LH son el cédigo utilizado por el sistema nervioso

para controlar la funcién en las gonadas (Martin et al., 1994).

Durante la lactancia existe una fuerte relacién, entre el balance energético y el
restablecimiento de los ciclos reproductivos. El retorno a un balance energético positivo,
consecuencia del consumo de alimento y de las reservas corporales que exceda los
gastos de la lactancia, esta fuertemente correlacionada con la duracién del posparto y el
retraso de la primera ovulacion (Beam y Butler, 1999). Un incremento en el consumo de
energia por manejo en la nutricion, puede reducir el balance energético negativo, y en

consecuencia disminuir el anestro posparto.

Diskin et al, (2003), mencionan que una sub-alimentacion crénica, no
necesariamente afecta la secrecion pulsatil de LH; mas bien, aumenta la concentracién de
FSH, tal vez por la reduccién en la concentracion de estradiol, y por consiguiente una

disminucién en los mecanismos de retroalimentacion negativos en la secrecion de GnRH.
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La primera fase de la lactancia coincide con condiciones metabdlicas adversas
originadas en el déficit energético ocasionado por los bajos consumos de energia y la alta
produccion lechera. El balance energético negativo (NEBAL) provoca cambios en las
concentraciones de glucosa y de las hormonas relacionadas con el metabolismo

intermediario de la energia (Miettinen, 1995).

En rumiantes, las concentraciones de acidos grasos en plasma aumentan, cuando
se incrementa el régimen alimenticio. En vacas lactantes, las concentraciones de NEFAs y

cetonas en el plasma se afectan por los cambios en la nutricion (Holtenius, 2001).

2.6 Triglicéridos (TGC) y la sintesis de lipoproteinas en el higado

Durante la ultima fase de la gestacién y en la lactacion temprana se requiere de una
mayor ingesta de glucosa; pero como solo pequefias cantidades son absorbidas desde el
intestino, los rumiantes dependen de otros alimentos para satisfacer sus necesidades de

energia.

Cuando las vacas experimentan un periodo de balance energético negativo,
ocurren cambios en un considerable numero de hormonas, por ejemplo, la insulina, el
glucagon, las somatotropinas; e inducen cambios en la neoglucogénesis y en la
cetogénesis. Este estado de lipdlisis caracteristico de la fase de homeorrexis en el inicio
de la lactacion, hace que el tejido graso se convierta en acidos grasos libres o (NEFAs) y

glicerol: el cual puede ser usado para la produccion de glucosa o para ser recombinado
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con los NEFAs para formar TGC, los cuales pueden ser depositados en el hepatocito o
descargados a la circulacion sanguinea en forma de lipoproteinas de muy baja densidad

(LMBD) (Grummer et al., 1995).

Los acidos grasos libres, se pueden degradar a través de la B-oxidacion y
convertirse en acetil-CoA, el cual se combina con el acido oxalacético y entra en el ciclo de
Krebbs para producir ATP. En este momento, el metabolismo de las grasas compite con la
neoglucogénesis ya que ambas requieren del oxalacetato, el cual, si no existe en
cantidades suficientes, no puede ser introducido en el ciclo de Krebbs y por lo tanto se

convierte en cuerpos cetonicos (Gerloff y Herdt, 1995).

La determinacion de concentraciones séricas de NEFAs es un buen indicador para
evaluar la movilizacion de reservas corporales, que con base en lo reportado por Canfield
y Butler (1990), existe una relacion negativa (a medida que aumenta la CC, se
incrementan los niveles de NEFAs) elevada entre el balance energético y los niveles de
NEFAs en plasma (Salas et al.,, 2003). Diversos estudios afirman que un importante
indicativo para valorar el estado nutricional de los animales es monitorear los perfiles
metabdlicos, los cuales indican la dinamica del estado nutricional; igualmente mencionan
que las concentraciones y movilizaciones de acidos grasos no esterificados, que por lo
regular se presenta en el posparto temprano, también permite determinar el estado

nutricional de las vacas (Kronfeld y Medway 1980, Church y Pond, 1997).
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Los metabolitos de lipidos, son una de las primeras moléculas que se afectan por
una variacion en el balance de energia, y representan uno de los primeros pasos en una
cadena de eventos que constituyen el enlace entre el balance energético y el eje

reproductivo.

Con la intencién de mejorar el comportamiento reproductivo posparto en vacas
lecheras, se han disefiado diversas estrategias, que incluyen la manipulacion hormonal o
el manejo alimenticio a través de la inclusion de ingredientes especificos (energia o

proteina) en la dieta, no obstante los resultados han sido poco alentadores y consistentes.

En la alimentacién animal, las grasas y los aceites funcionan de manera parecida a
los carbohidratos, en el sentido de que sirven como fuente de calor y energia, y para la
formacion de tejido adiposo. Sin embargo, debido a su mayor proporcion de carbono e
hidrogeno, las grasas y los aceites, liberan mas energia que los carbohidratos al ser
digeridas, aportando al oxidarse, aproximadamente 2.25 veces mas calor o energia por kg
que los carbohidratos (Esminger et al., 1990). Sin embargo, Williams (1996) y Thomas et
al. (1997), senalan que el efecto de la suplementacion grasa sobre la actividad
reproductiva es un efecto independiente de la ganancia de peso o de cambios en la

condicion corporal.

Ademas del efecto positivo que los acidos grasos poliinsaturados ejercen sobre
algunos procesos reproductivos, otros autores los han relacionado también con un

incremento en las concentraciones plasmaticas de metabolitos de lipidos como las
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lipoproteinas de alta y baja densidad, ademas del colesterol (Herrera et al., 2001) que
actua como el principal sustrato para la sintesis de progesterona (P4) en el cuerpo luteo
(Bao et al., 1997), e incrementando consecuentemente las concentraciones de la hormona

en el plasma sanguineo (Kuran et al.,1999; Aranda et al., 2002).

El principal sustrato de la esteroidogénesis es el colesterol (COL), el cual, en
condiciones normales es sintetizado por el higado y transportado en forma de
lipoproteinas hacia tejidos esteroidogénicos como la corteza adrenal, el cuerpo luteo, el

foliculo y los testiculos (Bauchart y Levieux, 1985) .

Se conocen tres fuentes principales para la sintesis de colesterol que puede ser

usado como sustrato para la produccion de esteroides:

1. Lipoproteinas de alta densidad (HDL).
2. Lipoproteinas de baja densidad (LDL).
3. Hidrolisis de ésteres de colesterol (Wuttke et al., 2001; Devoto et al., 2000;

Devoto et al., 2002; Kotwica et al., 2002; Webb et al., 2002).

La primera ovulacion posparto, refleja la reanudacion de la condicién hormonal
después de una gestacion. La ovulacién de un foliculo dominante durante la lactacién
temprana depende del reestablecimiento de la secrecién de hormona foliculo estimulante
FSH y LH necesarias para el crecimiento y maduracion folicular asi como en la ovulacion.

El balance energético negativo, que espontdneamente se desarrolla en vacas lecheras,
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representa un estado fisioldgico de desnutricion que perjudica la secrecion de LH y
detiene la ovulacion como se detalla en revisiones previas (Butler, 2000). La liberacién
episddica de LH por la glandula pituitaria anterior es el prerrequisito para el
reestablecimiento de la ovulacion y los ciclos estrales durante el periodo posparto en el

ganado vacuno, pero son inhibidos en la vaca desnutrida (Sinclair et al., 2002).

La energia es el nutriente mas limitante en el principio de la lactacion; el consumo
de energia no compensa las necesidades de mantenimiento y de produccién durante las
primeras semanas de lactacion debida a la alta demanda energética para produccion de
leche ya la limitada capacidad de consumo de alimentos; en consecuencia las vacas
movilizan sus reservas corporales de grasa y proteina, esta ultima en menor medida, para

minimizar el déficit (Martinez y Sanchez, 2001).

El periodo que las vacas permanezcan en balance energético negativo varia en
funcion de la velocidad con que se incremente el consumo de alimentos después del
parto, el cual depende de factores como: alimentacion recibida durante el periodo seco,

patologias en el periparto y calidad de la racion (Montiel y Ahuja, 2005) .

La duracion del balance energético negativo, es el principal factor que determina el
retorno de los ovarios a su funcion normal después del parto. Martinez y Sanchez (1999),
mencionan que la ovulacion se retrasa 2.75 dias por cada 1 Mcal de balance energético

durante los primeros 20 dias posteriores al parto.
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2.7 Metabolismo de los lipidos

Los lipidos son compuestos solubles en solventes organicos y casi insolubles en
agua. La mayor parte de los organismos los utilizan como reservorios de moléculas
facilmente utilizables para producir energia, un gramo de grasa produce 9.4 kcal en las
reacciones metabolicas de oxidacion, mientras que las proteinas y glucidos solo producen
4.1 kcal/g; la mayoria de las funciones de los lipidos se deben a su propiedad de
autoagregacion, lo que le permite unirse a otras biomoléculas, de aqui que no es frecuente
encontrarlos en estado libre, generalmente estan unidos a otros compuestos como los
carbohidratos, formando glucolipidos o a proteinas formando lipoproteinas (Vazquez,

1994).

2.7.1 Lipdlisis

Después que los animales ingieren los lipidos esterificados de las plantas, estos
son hidrolizados por las lipasas bacterianas y en consecuencia liberando acidos grasos

(Jenkins, 1993).

Los productos finales de la hidrdlisis son los acidos grasos libres y el glicerol
(Hawke y Silcock, 1970). Los acidos grasos insaturados libres tienen una vida
relativamente corta, debido a que son biohidrogenados rapidamente por los microbios del

rumen a productos mas saturados; dicha biohidrogenacién da como resultado la adicion
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de hidroégeno a los acidos grasos con doble ligadura y asi proporcionar un medio a traves
del cual los microorganismos del rumen puedan disponer de hidrégeno. Si dicha
biohidrogenacién se completa, todas las dobles ligaduras se convierten en ligaduras

simples y el acido graso es saturado (Jenkins, 1993, Thomas, 1994).

2.7.2 Transporte y absorcion de lipidos en los rumiantes

El intestino recibe los acidos grasos de forma exdgena a través de la digesta y de
manera enddgena por via circulacion sanguinea, los cuales son esterificados para formar

triglicéridos (TG), fosfolipidos y esteres de colesterol (Palmquist y Mattos, 1978).

Estos compuestos, unidos a ciertas proteinas, forman las lipoproteinas que son
secretadas a la linfa del intestino y transportadas a través de la sangre; y cuya funcién
principal es el transporte de lipidos desde el intestino y el higado hacia los tejidos

periféricos (Bauchart, 1993).

Las lipoproteinas son complejos moleculares solubles en los fluidos vasculares
(plasma y linfa) y en los fluidos del intestino y liquido folicular. Dependiendo de su tamafo

y densidad, se dividen en cuatro clases principales segun Bauchart, 1993:

1. Quilomicrones
2. Lipoproteinas de muy baja densidad

3. Lipoproteinas de baja densidad
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4. Lipoproteinas de alta densidad

2.7.3 Lipoproteinas de alta densidad (HDL)

Las HDL en los rumiantes, son el producto final de la degradacién de las
lipoproteinas de muy baja densidad (LMBD), y estan implicadas en la distribucién del COL
en los tejidos; cuantitativamente representan alrededor del 10% de las lipoproteinas en el
plasma (Laplaud et al., 1990); Las HDL estan formadas por COL en un 48% vy fosfolipidos
en un 27%, ademas de dos componentes menores: colesterol libre en 10% vy triglicéridos

en un 15%, segun lo mencionan Laplaud et al., (1990).

2.7.4 Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Las LDL representan alrededor del 80% de todas las lipoproteinas. Su principal
funcién es la de liberar el colesterol hacia los tejidos para llevar a cabo la esteroidogénesis
primaria, la cual se realiza en el higado, ovario, glandula mamaria y testiculos (Bauchart y

Levieux, 1985).

En los rumiantes, las lipoproteinas de baja densidad son sintetizadas y secretadas
por el higado y el intestino delgado. Las particulas de LDL son las mayormente implicadas

en el transporte de colesterol.
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La absorcion de los acidos grasos en el intestino delgado es lenta, lo cual permite
que favorecido con el pH se lleve a cabo la lipdlisis. Los acidos grasos son particulas
insolubles, que se componen principalmente de particulas de alimento, células

microbianas y de descamacion del endotelio del intestino (Doreu y Ferlay, 1994).

2.8 Metabolismo de los lipidos y su relaciéon con las hormonas metabdlicas

Son dos las principales hormonas que han sido implicadas en el metabolismo de
los lipidos: la insulina (INS) y la hormona del crecimiento (GH). La GH incrementa el uso
de acidos grasos como fuente de energia, incrementa la movilizacion de acidos grasos
del tejido adiposo y disminuye la utilizacion de glucosa en el cuerpo, a diferencia de la INS,
que favorece la utilizacion de glucosa y la sintesis de acidos grasos en el higado y en el

tejido adiposo.

Los esteroides son lipidos simples no saponificables; y el COL es el esteroide mas
abundante en los animales. Este esteroide es también abundante en lipoproteinas del
plasma sanguineo y del cual, aproximadamente el 70 % es esterificado por acidos grasos
de cadena larga. El colesterol es el precursor metabdlico de las hormonas esteroides, las
cuales regulan una gran variedad de funciones fisiolégicas que incluye el metabolismo de
los carbohidratos y el desarrollo sexual. Los acidos grasos son moléculas formadas por
una larga cadena hidrocarbonada de tipo lineal, y con un numero par de atomos de

carbono (Luengo, 2001).
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El COL es el principal precursor de las hormonas esteroideas; una vez finalizado el
parto, las contracciones uterinas se mantienen, aunque a medida que transcurre el tiempo
disminuyen en frecuencia e intensidad (Slama, 1996). Estas contracciones son
estimuladas por la accion de la oxitocina, y de la PGF,, (Risco et al., 1994; Arthur et al.,
1996). En el posparto normal la duracion y liberacion de prostaglandinas (PGF,) esta
correlacionada negativamente con el tiempo necesario para completar la involucién
uterina, transformandose en positiva cuando el puerperio no es normal (Kindhal et al.,

1992 ; Del Vecchio et al., 1992; Del Vecchio et al., 1994).

Mattos et al., (2002) demuestran la importancia que la suplementacion con acidos
grasos tiene sobre la fertilidad en el ganado lechero; y mencionan que tres son los acidos
grasos que tienen un efecto positivo en la reproduccién; el acido linoleico, conocido como
(omega 6) y los conocidos (como omega 3) el eicosapentanoico (EPA) y el
decosahexanoico (DHA); estos dos ultimos presentes principalmente en los aceites de

pescado y productos del mar.

La base fisiolégica sobre el efecto de éstos acidos para mejorar la fertilidad esta
relacionada con la conversion del acido araquidénico en prostaglandina PGF,,; los cuales
reducen la sintesis de prostaglandinas al competir por un sistema enzimatico, las cuales
juegan un importante papel en el reinicio del ciclo estral después del parto (Vazquez,

1989).
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Petit et al., (2003), establece que se debe prestar importancia al momento de adicion
de los acidos grasos para no afectar la reproduccion; ya que como lo menciona este
mismo autor, los acidos grasos estan relacionados con la disminuciéon en la mortalidad
embrionaria y al numero de servicios por concepcion, esto dado por su efecto sobre las

prostaglandinas.

2.9 Endocrinologia de la reproduccién

2.9.1 Regulacion neuroendocrina del ciclo estral

Aunque Malpighi (1628-1694) fue el primero en proponer la existencia del cuerpo luteo
(CL), de Graff (1641-1673) reportd la presencia de cuerpos globulares ovaricos después
de la fertilizacién de conejas, los cuales permanecian en las estructuras ovaricas hasta
después del parto, observando una estrecha relacion entre el numero de CL con el tamafo
de la camada (Niswender et al., 2000). La importancia del CL como un elemento glandular
indispensable para mantener la gestacion fue sugerido por Prenant en 1898 y confirmada
por Fraenkel y Quirk en 1903, quienes al remover ya sea los ovarios o los CL en conejas
gestantes, observaron la presencia de abortos o reabsorciones embrionarias. Ese mismo
afo, Magnus inicié el estudio del factor bioldgicamente activo presente en los extractos
luteos, el cual fue cristalizado y caracterizado en forma simultdnea por cuatro grupos
independientes de investigadores en 1934. Dicho factor bio-activo del CL, el cual era
indispensable para el mantenimiento de la prefez, resultdé ser una hormona esteroide, la

cual fue denominada progesterona (Niswender et al., 2000; Spencer y Bazer, 2002).
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2.10 Acciones de la progesterona

Durante el ciclo estral, el ovario desarrolla la dos glandulas endocrinas, el foliculo y
el CL. Debido a que el CL es derivado de tejido folicular, el foliculo puede ser considerado
la unidad funcional del ovario. La primera etapa de la foliculogénesis incluye la
proliferacion mitética de las células germinales primordiales (oogonias), la cual inicia poco
después de que dichas células migran hacia el ovario fetal. Todas las oogonias que
inician las etapas tempranas de la meiosis se transforman en oocitos primarios, los cuales
son rodeados de una capa simple de células granulosas para formar foliculos primarios

(Buffet y Bouchard, 2001).

Una vez que los foliculos primordiales inician su desarrollo en la etapa posnatal,
éstos tendran dos posibles destinos; uno, si el medio hormonal es el apropiado,
continuaran su desarrollo y eventualmente liberaran un évulo maduro en el oviducto en un
proceso denominado ovulacién. Dos, otros foliculos, los cuales incluyen la mayoria (99.9
%), nunca ovulan y degeneran mediante un proceso genéticamente controlado referido
como atresia, apoptosis o muerte celular programada. EIl desarrollo folicular esta asociado
al desarrollo de un grupo de foliculos en diferentes fases de crecimiento, de los cuales un
numero especifico, dependiendo de la especie, es seleccionado para continuar su
desarrollo ((Buffet y Bouchard, 2001; Eppig, 2001; Erickson y Shimasaki, 2001; Richards et

al., 2002).
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Un foliculo maduro contiene tres tipos de células: las células de la teca, las células
de la granulosa y el oocito. La células de la teca conforman la capa externa del foliculo y
se divide a su vez en dos tipos celulares: una capa externa fibrosa (teca externa) y una
capa interna altamente vascularizada (teca interna). Las células de la granulosa son el
mayor constituyente celular del foliculo y realizan importantes funciones nutritivas vy
endocrinas. Al centro del foliculo se localiza el oocito, el cual concentra la informacion
genética de la hembra. Finalmente, existe una cavidad rellena de fluido folicular, la cual es
evidente en foliculos maduros (Buffet y Bouchard, 2001; Erickson y Shimasaki, 2001;

Richards et al., 2002).

Las oleadas caracteristicas del desarrollo folicular observadas durante el ciclo estral
de los mamiferos, estan asociadas no solamente a cambios morfolégicos y funcionales en
las células de la teca y granulosa, sino también a cambios en el sistema vascular y en el
sistema nervioso del foliculo en desarrollo. EIl desarrollo folicular puede dividirse en tres
etapas diferentes: 1) Reclutamiento, etapa durante la cual un grupo de foliculos en
desarrollo inician un crecimiento acelerado, 2) Seleccion, etapa en la cual sélo ciertos
foliculos son seleccionados para continuar su desarrollo y 3) Dominancia, etapa en la cual
el foliculo dominante refleja un rapido desarrollo, mientras que cesa el desarrollo de los
foliculos subordinados (Buffet y Bouchard, 2001; Eppig, 2001; Erickson y Shimasaki, 2001;

Richards et al., 2002).

El establecimiento de la dominancia folicular esta controlada por un numero de

mecanismos que actuan de manera cordinada. Entre éstos se incluyen las alteraciones en
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las concentraciones periféricas de FSH, las cuales son reguladas por el foliculo dominante
mediante la secrecion de estradiol e inhibina, asi como también mediante la secrecion
intraovarica de ciertos factores con capacidad de inhibir directamente el desarrollo de los
foliculos subordinados (Armstrong y Webb, 1997; Albertini et al., 2001; Buffet y Bouchard,

2001; Erickson y Shimasaki, 2001).

Previo a la ovulacion, el foliculo esta conformado por distintos tipos celulares. El
antrum del foliculo es una cavidad que contiene fluido folicular recubierto por una capa de
células de la granulosa (GC), a la vez que las GC y el oocito estan separados del resto del
foliculo por una membrana basal (BM); al exterior de la BM se localizan los grupos
celulares teca interna (Tl) y teca externa (TE). Mientras que las GC y TI sintetizan y
secretan esteroides, las TE no son esteroidogénicas. Los capilares del tejido vascular que
rodean los foliculos estan presentes tanto en la Tl y la TE, pero estan ausentes en la GC ya
que la BM actua como una barrera a la vascularizacién (Murphy, 2000; Reynolds et al.,

2000; Kotwicka et al., 2002; Niswender, 2002; Webb et al., 2002).

El pico preovulatorio de LH promueve una cascada de eventos que causan el
rompimiento de la pared folicular y promueven la liberacién del oocito durante la ovulacion.
Posterior a la ovulacién, la Tl y sus capilares asociados cruzan la degradada membrana
basal e invaden la capa celular de la granulosa conforme los remanentes del tejido folicular
se transforman en tejido luteo. De esta forma, el CL tiene su origen de los remanentes de
las células foliculares y se conforma de una poblacién celular heterogénea altamente

vascularizada, las cuales difieren tanto morfolégicamente como fisiologicamente. En la
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mayoria de los mamiferos, las células luteas derivadas de la granulosa se denominan
células luteas largas (LLC), mientras que las células luteas cortas (SLC) son derivadas de

la teca interna (Grazul-Bilska et al., 1997; Murphy, 2000; Kotwicka et al., 2002)

2.11 Esteroidogénesis y sintesis de progesterona

El sustrato para la esteroidogénesis es el colesterol, el cual bajo condiciones
normales es sintetizado por el higado y transportado en la forma de lipoproteinas hacia
tejidos esteroidogénicos como la corteza adrenal, el foliculo, el cuerpo luteo, y los
testiculos; bajo condiciones de hipolipoproteinemia, las células luteas son capaces de
sintetizar colesterol de acetato. Existen tres fuentes principales de colesterol que puede
ser utilizado como sustrato para la produccion de esteroides: 1) Lipoproteinas de baja
densidad (LDL), 2) Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y 3) Hidrdlisis de ésteres de
colesterol. Una vez formado el colesterol, éste es transportado a la mitocondria con un
aparente involucramiento del citoesqueleto (Devoto et al., 2000; Wuttke et al., 2001; Devoto

et al., 2002; Kotwica et al., 2002; Webb et al., 2002).

El transporte de colesterol del citoplasma a la membrana interna de la mitocondria,
es el evento limitante en la sintesis de P4 asi como el evento mas estrechamente
influenciado por el sistema de los segundos mensajeros. En efecto, tanto la proteina
reguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR) como los receptores periféricos del tipo
benzodiazepines (PBR), estan involucrados en el transporte del colesterol. Mientras que la

StAR enlaza el colesterol en el citosol y lo transporta hacia la membrana mitocondrial, los
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PBR estan involucrados en su paso de la membrana externa a la interna de la mitocondria
(Niswender, 2002). Una vez adentro de la mitocondria, el colesterol es convertido a
pregnenalona mediante la participaciéon de la enzima Citocromo P-450-scc, para ser
transportada al exterior de la mitocondria y convertida a progesterona por la enzima 3(3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa / A °A * isomerasa (3B-HSD), la cual esta presente en el
reticulo endoplasmico liso (Wuttke et al., 2001; Kotwica et al., 2002; Niswender, 2002;

Webb et al., 2002).

2.12 Concentraciones séricas de progesterona

Las concentraciones séricas de P, dependen del volumen de tejido luteo, la tasa de
flujo sanguineo y la capacidad esteroidogénica del tejido luteo para sintetizar P4, mientras
que el volumen de tejido luteo depende a su vez del numero y tamafio de las células luteas,
las cuales incrementan conforme avanza la fase lutea, en forma paralela la tasa de flujo
sanguineo también se ve incrementada. En el mismo sentido, también se observan
cambios en las concentraciones del mMRNA de los componentes codificadores, tanto de
componentes esteroidogénicos LDL, HDL, StAR, P-450scc, 3B-HSD, asi como de
hormonas luteotropicas y luteoliticas junto con sus receptores, como son las hormonas LH,
GH, IGF-1 y PGF2,. En general se reporta una estrecha asociacion entre la tasa de flujo
sanguineo, el peso del tejido luteo y la cantidad de P4 en suero. Aun cuando las
concentraciones de P4 incrementan hasta 25 veces y el peso luteo hasta 4 veces, no se
observan cambios dramaticos en las concentraciones basales de cualquiera de las

especies de mRNA, excepto del mensaje que codifica el receptor a LH, el cual incrementa
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hasta 5 veces su expresion. Por ello, la capacidad esteroidogénica de las células luteas,
junto con su habilidad para responder a la hormona luteotépica LH, incrementan durante el
proceso de luteogénesis (Webb y Armstrong, 1997; Diaz et al., 2002; Niswender, 2000;

Webb et al., 2002).

2.13 Acciones de la progesterona

Los principales objetivos de la P4 son el tracto reproductivo y el eje hipotalamico-
hipofisiario. En general, como su nombre lo indica, la P4 es una hormona progestacional,
por lo que una de sus principales actividades es la de preparar al tracto reproductivo para la
iniciaciébn y mantenimiento de la gestacion. La P4 ejerce la mayoria de sus efectos al
regular en forma directa la transcripcion génica mediante receptores nucleares especificos
que actuan como factores de transcripcién inducidos por Ps. Una vez que dichos
receptores han sido enlazados, modularan la expresién de genes al realizar un enlace
especifico de elementos de DNA sensibles a P4s. Previo a la accion de P4 en el tracto
reproductivo, se requiere la exposicion de éste a la accion de los estrogenos, los cuales
inducen la expresion de receptores a Ps. En contraste, P, muestra claras acciones
aniestrogénicas en el tracto reproductivo al regular en forma negativa los receptores a
estradiol (E2) , bloqueando las acciones mitogénicas de dicha hormona (Chabbert-Buffeta,

2000; Niswender, 2000; Tavaniotou et al., 2002).

Mientras que durante la fase folicular, el estradiol (E2) induce la proliferacion de

células endometriales, hacia la fase lutea P4 inhibe la mitosis endometrial; sin embargo,
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induce la diferenciacion del estroma, estimula la secrecion del epitelio glandular y cambia
los patrones de secrecion de proteinas por las células endometriales, con objeto de proveer
un ambiente uterino que soporte el desarrollo embrionario temprano. Con respecto al
miometrio, P4 inhibe los movimientos uterinos ademas de reducir el ingreso de Ca
extracelular, el cual es requerido para la contraccion de células miometriales, y bloquea la
habilidad de E2 para inducir la expresion de receptores a-adrenérgicos cuya activacion

causa contracciones miometriales (Chabbert-Buffeta et al., 2000).

La P4 esta también parcialmente involucrada en modular la duracion del ciclo estral;
durante la fase folicular, el tejido endocrino dominante del ovario es el foliculo y la ruta
esteroidogénica privilegia la sintesis de E2 por lo que los niveles circulantes de P4 son
bajos. Dicho escenario de altos niveles de E2, actuan en el eje hipotalamo-hipofisiario para
estimular un patrén de pulsatilidad de baja-amplitud y alta-frecuencia de LH, lo cual resulta
en elevadas concentraciones circulantes de LH que llevan al desarrollo folicular hasta el
punto de ovulaciéon (Chabbert-Buffeta et al., 2000; Buffet y Bouchard, 2001; Pate y Landis-

Keyes, 2001).

Posteriormente, conforme inicia el proceso de Iuteogénesis, las altas
concentraciones de P4 restringen el patron de secrecion de LH a un perfil de baja-
frecuencia y alta-amplitud, generando una reduccion en la concentracion media de LH en la
fase lutea. Este decremento sérico de LH por parte de la P4 es el resultado de su accion
sobre el eje hipotalamico-hipofisiario, ya que mientras en el hipotalamo bloquea la

secrecion pulsatil de GnRH, en la hipdfisis reduce el numero de receptores a GnRH, al
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regular negativamente la expresion del mRNA que los codifica, ademas de reducir la
expresion de los genes que codifican el ensamble tanto de LH como FSH (Niswender et al.,

2000).

2.14 Luteolisis

La luteolisis es definida como la ruptura o muerte estructural del cuerpo luteo, que
conlleva la pérdida de la capacidad para sintetizar y secretar P4, seguida de la pérdida de
las células que conforman el CL. La prostaglandina Foq (PGF24) €s la principal luteolisina
secretada por el utero, la cual entra a la arteria ovarica procedente de la vena ovarica
mediante un mecanismo de intercambio a contracorriente, lo cual permite que la PGFyq
viaje a la arteria ovarica evitando su entrada a la circulaciéon pulmonar en donde podria ser
inactivada enzimaticamente en los pulmones (Pate, 1994; Reynolds y Redmer, 1999;

Niswender et al., 2000; Diaz et al., 2002).

Se ha sugerido que los incrementados niveles de estradiol en los foliculos
preovulatorios disparan la sefal que promueven la secrecidon de oxcitocina (OX) por la
hipdfisis quien en turno estimula la secrecidn de pequenas cantidades de PGFy, uterina.
Posteriormente, la PGF,, inicia una retroaccién positiva que involucra la liberacion adicional
de OX lutea y de PGF,, tanto de origen uterino como de origen luteo, lo cual parece
amplificar la sefal luteolitica en una accion autocrina o paracrina (Wuttke et al., 1998;

Hoyer, 1998; Vaskivuo y Tapanainen, 2003).
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La PGFy, reducen el flujo sanguineo a CL, reduciendo el aporte de nutrientes,
substratos para la esteroidogénesis asi como decrementando el soporte luteotrdpico.
Debido a que las células endoteliales poseen receptores para PGF,,, éstas se ven
afectadas al reducirse la densidad capilar y, en consecuencia, el aporte sanguineo al

parénquima luteo.

La PGF,, ademas de promover las sintesis de endotelina-1 que ademas de ser un
potente vasoconstrictor muestra una elevada actividad anti-esteroidogénica, en células
endoteliales de capilares del CL promueve dramaticos cambios morfolégicos con claros
indicios de apoptosis. La PGFy, puede reducir la sintesis de P4 mediante otros
mecanismos que incluyen: 1) Regulacién negativa en receptores de hormonas
luteotrépicas, 2) Reduccion en la tasa internalizacion de colesterol. 3) Decrementos en el
transporte de colesterol hacia la mitocondria, y 4) Reduccion de la actividad de las enzimas
requeridas en la sintesis de P4 (McCracken et al., 1999; Meidan et al., 1999; Reynolds et

al., 2000; Webb et al., 2002)

Segun Buffet y Bouchard (2001), el ciclo estral esta regulado por la retroaccion
ejercida entre mensajes endocrinos liberados por los componentes del eje hipotalamico-
hipofisiario-ovarico. Dichas senales, de origen hipotalamico e hipofisiario, son enviadas
para generar el establecimiento de una fase folicular y otra Iutea, las cuales en conjunto
dan como resultado un ciclo estral de 17 dias en la oveja y 21 dias en la cabra y en la vaca.
La funcion ovarica es controlada por las hormonas gonadotroficas luteinizante y foliculo

estimulante, secretadas por la pituitaria (Wuttke et al., 1998). Por su parte, el patron de
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secrecion de LH y FSH es gobernado principalmente por la frecuencia del pulso de la
hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) secretada por el hipotalamo, cuyo
patrén de secrecidon (pulso y frecuencia) es modulado por la retroaccion de sefiales
endocrinas ovaricas (figura 2). Sin embargo, debido a la naturaleza ciclica de la funcion
ovarica, los efectos tanto de LH como FSH en la funcion ovarica dependeran de la etapa
del ciclo estral, ya que conforme éste progresa, el tejido endocrino dominante cambia de un
foliculo (fase folicular) a un cuerpo luteo (fase lutea) (Buffet y Bouchard, 2001; Erickson y

Shimasaki, 2001; Webb et al., 2002).

En efecto, las variaciones ciclicas de las hormonas FSH y LH estan a su vez bajo el
control de las hormonas esteroides ovaricas estradiol (E2) y P4, asi como otras peptidicas
(inhibina). La interaccion de las cascadas de senales de dichas hormonas esteroideas y
peptidicas a nivel ovario, son criticas para que ocurra, en forma secuenciada, el desarrollo
folicular, la ovulacion, el proceso de luteinizacion, la sintesis y secrecion de P4 y el proceso
de reconocimiento materno de la prefiez (Buffet y Bouchard, 2001; Richards et al., 2002,

Spencer y Bazer, 2002).
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Figura 2. Retroaccién entre los componentes del eje hipotalamo-hipdfisis-ovarios para el
control de la secrecion ténica de LH, FSH, estradiol y progesterona durante las fases

folicular y lutea
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La fisiologia reproductiva en las hembras es un proceso biolégico complejo ya que
éstas llevan a cabo dos funciones reproductivas distintas: 1) El desarrollo de los gametos,
y 2) El mantenimiento de un feto hasta tenga la capacidad de sobrevivir fuera del utero.
Para controlar estas dos funciones, el ovario contiene dos sistemas endocrinos
relacionados. El sistema responsable de la oogénesis consiste de una estructura, el
foliculo, dentro del cual ocurre el proceso de oogénesis y se sintetiza su principal hormona,
el E2 y el CL, que es el responsable del mantenimiento de la prefiez y tiene como principal

compuesto endocrino a la P4 (Niswender et al., 2000; Buffet y Bouchard, 2001).
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Estos dos sistemas funcionan en secuencia de eventos ente los sistemas foliculares y
luteos, lo que da lugar a un ciclo estral de 21 dias en la vaca. Durante la fase folicular, el
sistema produce un foliculo maduro listo para la fertilizacion; posteriormente durante la fase
lutea, la P4 secretada por el CL, prepara al sistema reproductivo para una posible
fertilizacion del 6vulo liberado. Si éste no es fertilizado, entonces ocurre la destruccion del

CL y se inicia otro ciclo estral (Smith et al., 1996; Hoyer, 1998; Reynolds y Redmer, 1999).

Las concentraciones séricas de P4 dependen del volumen de tejido luteo, la tasa de
flujo sanguineo y la capacidad esteroidogénica del tejido luteo para sintetizar P4, mientras
que el tejido luteo depende a su vez del numero y tamano de las células luteas, las cuales
se incrementan conforme avanza la fase Iutea, en forma paralela la tasa de flujo sanguineo
también se ve incrementada (Chabbert-Buffeta, 2000; Niswender, 2000; Tavaniotou et al.,

2002).

La P4 esta también parcialmente involucrada en modular el largo del ciclo estral;
durante la fase folicular, el tejido endocrino dominante del ovario es el foliculo y la ruta
esteroidogénica privilegia la sintesis de E2 por lo que los niveles circulantes de P4 son
bajos. Dicho escenario de altos niveles de E2, actuan en el eje hipotalamo-hipofisiario para
estimular un patrén de pulsatilidad de baja-amplitud y alta-frecuencia de LH, lo cual resulta
en elevadas concentraciones circulantes de LH que llevan al desarrollo folicular hasta el
punto de ovulacién (Chabbert-Buffeta et al., 2000; Buffet y Bouchard, 2001; Pate y Landis-

Keyes, 2001).
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Posteriormente, conforme inicia el proceso de Iluteogénesis, las altas
concentraciones de P4 restringen el patron de secrecion de LH a un perfil de baja-
frecuencia y alta-amplitud, generando una reduccién en la concentracion media de LH en la
fase lutea. Este decremento sérico de LH por parte de la P4 es el resultado de su accion
sobre el eje hipotalamico-hipofisiario, ya que mientras en el hipotalamo bloquea la
secrecion pulsatii de GnRH, en la hipdfisis reduce el numero de receptores a GnRH

(Niswender, 2002).
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Il JUSTIFICACION

Diversos estudios afirman que un importante indicador para valorar el estado
nutricional de los animales es monitorear los perfiles metabdlicos (metabolitos de lipidos,
insulina IGF-I, leptina), los cuales indican la dinamica del estado nutricional; igualmente
mencionan que las concentraciones y movilizaciones de acidos grasos no esterificados,
que por lo regular se presenta en el posparto temprano, también permite determinar el
estado nutricional de las vacas (Kronfeld y Medway, 1980; Gagliostro y Cocimano, 1987;

Church y Pond,1997).

Con la intencién de mejorar el comportamiento reproductivo posparto en vacas
lecheras, se han disefiado diversas estrategias, que incluyen la manipulacién hormonal o
el manejo alimenticio a través de la inclusion de ingredientes especificos (energia o
proteina) en la dieta. En este sentido, diversos estudios han reportado efectos positivos de
la suplementacion con lipidos, especialmente acidos grasos poliinsaturados en la dieta,
sobre la capacidad reproductiva en diversas especies de animales domésticos, como
vacas (Thomas et al., 1997, Fahey et al., 2002) y ovejas (Herrera et al., 2001; Cansino et
al., 2003); especificamente sobre la dinamica del crecimiento folicular (Thomas et al.,
1997), en la tasa de concepcion, en la tasa de gestacion, reduccion en los dias abiertos y
disminucién en el numero de servicios por concepcion (Fahey et al., 2002). Otros estudios
(Espinoza, 1995; Boland et al., 2001) han reportado que la inclusiéon de aceite vegetal en
la dieta de vacas lecheras puede mejorar el comportamiento reproductivo, promoviendo un

retorno mas rapido al balance energético positivo durante el periodo posparto y facilitando
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con esto el reinicio de la actividad ovarica e incrementando las tasas de concepcion al

primer servicio.
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3.1 HIPOTESIS

La suplementacion con aceite vegetal, rico en acidos grasos poliinsaturados,
modifica el perfil de lipidos y la concentracién de progesterona plasmatica, permitiendo asi
un pronto reinicio de la actividad ovarica posparto, lo que representa una alternativa viable

que permite optimizar la eficiencia reproductiva de las vacas en lactacion.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la suplementacidon con aceite vegetal sobre el reinicio de la
actividad ovarica posparto a través de los niveles sanguineos de P4, la concentracion
sanguinea de acidos grasos no esterificados (NEFAs) y metabolitos de lipidos en vacas

lecheras suplementadas con aceite vegetal.

3.2.2 Objetivos particulares

I

a) Determinar la concentracion plasmatica de acidos grasos no esterificados (NEFAS)
en vacas lechras en diferente estadio fisioldgico (preparto y posparto temprano).

b) Determinar la concentracién de P4 en el posparto de vacas lecheras estabuladas,
suplementadas con aceite vegetal.

c) Determinar el reinicio de actividad ovarica posparto a través de los niveles
sanguineos de Pg4.

d) Determinar los niveles sanguineos de metabolitos de lipidos, en vacas lecheras

suplementadas con aceite vegetal, durante el posparto.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Lugar de investigacion.- El presente estudio se realizdé en la Posta Zootécnica de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo en el Municipio de Tarimbaro Michoacan, México; localizada a 19° 48"
de latitud norte y 101° 11" de longitud oeste, a una altura de 1860 msnm, con una
temperatura media de 18.4° C y una precipitacion pluvial anual de 777.5 mm (Garcia,

1988).

El estudio se dividi6é en dos experimentos:
Experimento 1. El objetivo fue determinar cambios en la condicién corporal (CC), peso
vivo (PV) y la concentracion de acidos grasos no esterificados (NEFAs) en el preparto y en

el posparto temprano en vacas lecheras.

Animales.- se utilizaron 12 vacas de la raza Holstein, en buen estado de salud y sin
problemas reproductivos; con una condicion corporal promedio de 3.5 £ 0.1 en la escala

de 1 a 5y con un peso corporal promedio de 559.11 £ 101.98 Kg.

Alimentacion.- La dieta suministrada fue de ensilado de maiz y de alfalfa fresca como
fuente de forraje y de concentrado elaborado en la institucién, el cual se suministraba en el

comedero a las 8:00 y 14:00 h.
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Colecta de muestras sanguineas.- Las muestras de sangre (10 ml) fueron recolectadas
una vez por semana durante los 30 dias previos y 45 dias posteriores al parto; mediante
puncion de la vena coccigea en tubos vacutainer con acido tetraaminodiacético (EDTA) al
10%, se mantuvieron en refrigeracion durante su transporte al laboratorio y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos y el suero se mantuvo en congelacién a -20°

C hasta su analisis.

Determinacion de acidos grasos no esterificados .- La determinacion de NEFAs se
realizé utilizando un kit comercial de reaccion enzimatica (GPO-PAP, Randox Laboratories
LTD Ardmore Diamond Road, Crumlin, Co, Antrim, United Kingdom.) de acuerdo a la
metodologia descrita en el kit comercial (ver anexos) y los cambios de color en cada una
de las muestras se midi® en un espectrofotometro de luz ultravioleta (Perkin Elmer,

Lambda 40, UV/VIS Spectrometer).

Determinacién de la condicién corporal y peso vivo.- La condicion corporal se
determiné a través de la observacion directa de los animales en regiones especificas en el
tren posterior. Los animales fueron clasificados en las categorias de 1 a 5, donde 1 es
emaciado y 5 es muy obeso (Wattiaux, 1998). El peso vivo de los animales se registré una
vez por semana durante las 4 semanas previas y 4 semanas posparto de las vacas, el
pesaje se realiz6 en una bascula fija tipo plataforma con cajon de una capacidad de

1500Kg.
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Disefo experimental y analisis estadistico.- para determinar si hubo diferencias antes y
después del parto en las variables de NEFAs, CC y PV, se utilizé un disefio apareado,
usando el promedio de las cuatro mediciones antes el parto y el promedio de las cuatro

mediciones posparto, y para probar las diferencias se utilizdé una prueba de “t”.

El analisis de los datos se realizd utilizando el paquete estadistico SAS (SAS,

version 2000).

Experimento 2. El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de suplementacion
de aceite vegetal sobre:
a) El reinicio de actividad ovarica posparto (RAO) mediante la concentracién de P4 en
vacas tanto suplementadas como sin suplementar con el aceite vegetal.
b) Determinar los niveles sanguineos de metabolitos de lipidos: Colesterol (Col),
lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL),
triglicéridos (TG) y lipidos totales (LT) en vacas lecheras suplementadas con aceite

vegetal.

Animales.- Se utilizaron 18 vacas Holstein con un peso promedio de 597 + 18.8 y una
condicion corporal promedio de 3.2 + 0.1, las cuales se distribuyeron al azar en dos
grupos: grupo testigo o control (SG; n=9) sin suplementacion de aceite vegetal y un grupo

experimental (CG; n= 9) con suplementacion de aceite vegetal.
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Alimentacion.- El suministro del alimento (BS) fue del 2.5% del peso vivo de los
animales, que consistié en forraje y concentrado en una proporcion de 60:40. El forraje
proporcionado fue heno de alfalfa mitad de floraciéon y ensilado de maiz (sin grano). El
concentrado se suministrd6 dos veces al dia, a las 08:00 y a las 14:00 h de manera
individual. En el cuadro 2 se muestran los ingredientes utilizados, sus porcentajes y el

contenido nutricional estimado del concentrado.

Cuadro 2. Ingredientes utilizados y contenido nutricional en los concentrados con y sin

aceite vegetal (BS)

Ingredientes utilizados Aporte estimado de nutrientes en las
Inclusién de dietas
ingredientes (%)
Ingrediente Sin Con | Elemento nutritivo Sin Con
aceite aceite aceite aceite
Gluten 18.54 26.07 | Proteina cruda (%) 18.00 21.85
Sorgo 78.11 70.54 | Energia 3.0 3.0
metabolizable
(MCal/kg)
Ortofosfato 0.66 1.05 | Fibra cruda % 2.1 2.2
Carbonato de calcio 2.09 1.75 | Calcio % 1.0 1.0
Vitaminas 0.2 0.2 Fosforo (%) 0.50 0.57
Sal 0.4 0.4

La suplementacion con aceite vegetal inicidé el dia 15 posparto y hasta el dia 60

posparto y se ofertaron 500 g/dia/vaca.

Se cuido que la ingesta de energia y proteina aportado por el concentrado fuera

similar tanto para las vacas que recibieron suplementacion, como para las que no lo
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recibieron; para lograr esto, las vacas que recibian la suplementacion de aceite de maiz se
les suministraba 1.21 kg (MS) menos de concentrado para ajustar la energia comparado
con las vacas que no recibian suplementacion, aunado a que el concentrado tenia mayor

concentracion de proteina para compensar la reduccion en el suministro de concentrado.

Colecta de muestras sanguineas.- La toma de muestras se realizé con la misma
metodologia expuesta para el experimento 1. Las muestras se colectaron desde la primera

semana posparto, una vez por semana y hasta el final de la suplementacion.

Determinacién de progesterona (P.)

La determinacion de P4 se realizd través de radioinmunoandlisis de fase solida
utilizando la metodologia descrita en el kit comercial (ver anexo 2) (Coat-A-Count;
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), una vez que se colectaron el total
de muestras en cada una de las vacas. Los ensayos hormonales fueron realizados en el
departamento de reproduccion de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la

Universidad Nacional Auténoma de México.

Determinaciéon de metabolitos de lipidos

La determinacion de metabolitos de lipidos (colesterol, lipoproteinas de alta
densidad, lipoproteinas de baja densidad, triglicéridos y lipidos totales), se realizaron en el

laboratorio de nutricion del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la
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Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, utilizando un kit comercial de
reaccion enzimatica (GPO-PAP, Randox Laboratories LTD Ardmore Diamond Road,
Crumlin, Co, Antrim, United Kingdom.) y siguiendo los procedmientos descritos en él. Los
cambios de color en cada una de las muestras se midié en un espectrofotdmetro de luz

ultravioleta (Perkin Elmer, Lambda 40, UV/VIS Spectrometer).

Diseifo experimental y analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la concentracidon plasmatica de metabolitos de lipidos y
progesterona se analizaron mediante un andlisis de varianza en un modelo mixto con
medidas repetidas, donde el efecto fijo fue el tratamiento y el efecto aleatorio fue cada una
de las vacas dentro del estudio y la medida repetida cada una de las muestra colectadas

semanalmente.

Los analisis de los datos se realizaron utilizando el paquete estadistico SAS (SAS,

version 2000, mediante el procedimiento Mixed).

Se consider6 el RAO como el dia en que el nivel de P4 determinado en sangre fue
mayor a 1 ng/ml y la comparacién entre ambos tratamientos se realiz6 mediante una

prueba de X?.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Los nutrientes, componentes basicos de los alimentos, que afectan de una manera
directa o indirecta la capacidad reproductiva de los animales domésticos son
principalmente la energia y la proteina; y las vias por las cuales estos nutrientes se
relacionan con la reproduccion son: - Via metabdlica, aportando los precursores como el
colesterol, necesarios para la sintesis de hormonas esteroides (estradiol y progesterona); -
Via hormonal, estimulando los mecanismos de sintesis hormonal en diferente nivel del eje
hipotalamo hipdfisis goénadas (ej energia>gonadotropinas). Ambas vias estan
estrechamente relacionadas y es a través de ellas que la nutricion puede ejercer una

influencia positiva o negativa sobre algunos indicadores reproductivos.

5.1 Acidos grasos no esterificados (NEFAs)

La concentracion media (+ee) de acidos grasos no esterificados durante el
preparto fue de 0.71 £ 0.09 Mmol/l y en el posparto de 0.89+ 0.09 Mmol/l; sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas, no obstante, se observé que a medida que se
incrementa la concentracion sanguinea de este metabolito, la condicion corporal y el peso
vivo tienden a disminuir. La concentracion media observada en el presente estudio fue
ligeramente superior a lo reportado por Cevallos et al (2002), quienes encontraron una
media de NEFAs de 0.6 y 0.7 mMol/L en el preparto y posparto en vacas Holstein, sin que

las diferencias que observaron entre los dos estados fisiologicos fueran significativas.
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En la figura 3, se muestra el comportamiento en la concentracién sanguinea de
NEFAs, donde los resultados obtenidos en el presente estudio, sugieren que el ganado
bovino mantenido en confinamiento y en produccién de leche, inicia con el balance
energético negativo, una semana previa al parto, ya que es el momento donde se observo
un incremento en la concentracion de NEFAs de alrededor de 0.30 Mmol/l, respecto a las
tres semanas previas, esta situacion se mantuvo durante las dos primeras semanas
posparto, a partir de la cuales la concentracion del metabolito disminuye, indicando una
menor severidad en el balance energético negativo, debido posiblemente a la
suplementacion de buena calidad que se les proporciona a las hembras en produccién

|actea.

Un comportamiento similar fue reportado por Andresen (2001), Correa (2002), y
Butler (2003) donde dichos autores observan un comportamiento similar al encontrado en
el presente trabajo, donde la concentracion de NEFAs se incrementan al doble o mas
entre las 2 a 3 semanas previas al parto; a partir de ese dia hay un incremento dramatico
hasta la culminacion del parto, y los niveles caen después del mismo. Pate (1999)
menciona que durante las 2 a 4 semanas antes del parto se produce un aumento
sustancial de las necesidades energéticas debido al desarrollo fetal y a las necesidades de

sintesis de calostro.

Otros estudios realizados por Canfield y Butler (1990) reportaron una correlacion
negativa elevada entre el balance energético negativo y los niveles de NEFAs en plasma;

lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo, donde a mayor
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pérdida de condicion corporal, el balance energético negativo se torna mas intenso y en
consecuencia los niveles sanguineos de NEFAs se incrementan como consecuencia de la

movilizacion de reservas corporales.

Por otra parte, De Luca (2003) reporta que entre el final de la gestacion y el inicio
de la lactancia, se presentan cambios endocrinolégicos que promueven la
neoglucogénesis, la cetogénesis y la movilizacién de acidos grasos del tejido adiposo;
disminuyendo la concentracién sérica de insulina y aumentando la concentracion de
glucagon. Este mismo autor, sugiere que durante los dias previos al parto, se incrementan
las concentraciones de lactdégeno placentario y de prolactina, y en el posparto los valores

de somatotropina sérica aumenta de manera importante.

Estos cambios hormonales requieren de una elevada cantidad de energia, que si
no es provista en el alimento proporcionado a las hembras, trae como consecuencia la
movilizacion de las reservas corporales, incrementando la liberacién de los acidos grasos
libres o no esterificados (NEFAs) del tejido adiposo, invirtiendo Ila relacion

lipogénesis/lipdlisis.
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Figura 3. Concentracion de acidos grasos no esterificados cuatro semanas previas al parto

y cuatro semanas posparto.

5.2 Condicién corporal (CC) y peso vivo (PV)

En la CC se encontraron diferencias significativas (P<0.05), observando
reducciéon de 3.4 £ 0.09 puntos durante el preparto a 3.1 £ 0.09 puntos en el posparto. Una
respuesta similar fue observada en el PV (Figura 4), variable que presento diferencias
significativas (P<0.05) entre ambos estados fisiologicos, observando un peso promedio de

580.7£29.63 vs 537.5 + 29.63 kg durante el preparto y el posparto, respectivamente.

Es importante sefalar que de manera natural las vacas, desde el momento del

parto, pierden PV debido principalmente por la pérdida de liquidos, membranas fetales y la
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cria, lo que representa alrededor del 10% del PV de la hembra, pérdida que puede ser
superior, si se no se provee de una alimentacion de calidad en el periparto, que puede
incluso afectar la CC y en consecuencia, comprometer la productividad lactea y el reinicio
de la actividad ovarica, como consecuencia de una inactividad del eje hipotalamo hipdfisis

gonadas provocada por el ambiente hormonal que precede al parto.

El intervalo parto reinicio de actividad ovarica (anestro posparto) es controlado por
varios factores, incluyendo la recuperacion de las gonadotrofos de los efectos de
retroalimentacion negativa que ejercen las altas concentraciones de estrogenos
placentarios circulantes (Williams y Stanko, 1999), la severidad de la perdida en la
condicion corporal o reservas corporales al momento del parto (Randel, 1990, Short et al.,
1990), y la frecuencia del amamantamiento (Williams y Griffith, 1995). Estos factores de
manera aislada o conjunta, ejercen una marcada influencia negativa para que el eje
hipotalamo hipdfisis, generen la sintesis de GnRH y LH, ambas hormonas necesarias para

el desarrollo de un foliculo preovulatorio con actividad estrogénica y la ovulacion.
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Figura 4. Peso vivo y condicién corporal durante el preparto y el posparto en vacas

lecheras estabuladas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, coinciden con lo reportado por
Cevallos et al (2002), quienes observaron una respuesta similar ya que encontraron
diferencias significativas en la CC entre el preparto y el posparto ( 3.5 vs 3.0 puntos,
respectivamente) en vacas lecheras de la raza Holstein, dichos cambios fueron atribuidos
a una disminucién en el consumo de materia seca y al aumento en los requerimientos
nutricionales, lo que obliga a las vacas a recurrir a sus reservas energéticas para
mantener la produccion de leche, mediante cambios metabdlicos caracterizados por un
aumento de la lipdlisis y una disminucion en la lipogénesis, o que provoca pérdida de
peso y baja de la condicion corporal, lo que es caracteristico al inicio de la lactancia.

Igualmente los trabajos realizados por Nebel y McGuilliard (1993) observaron que

durante los primeros dias de lactacion, las vacas lecheras presentan un balance
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energético negativo, lo que se traduce en una disminucién en el PV y en la CC; lo que
puede deberse a que la alimentacion recibida durante este periodo no cubre las
necesidades para la lactacion o también a que los niveles de produccion son de una

magnitud tal, que obliguen a las vacas a remover las reservas corporales.

Wherman et al., (1991) reportan un incremento de hasta el 18% de vacas que
ciclaron cuando fueron suplementadas con 360 g de grasa en forma de semilla de
algodon. ElI mismo efecto fue observado por Espinoza (1995) en gando Bos taurus de
carne (Angus y Hereford), suplementado con grasas protegida (Megalac) quien encontré
una disminucion en la condicion corporal posparto en vacas que no recibieron la fuente de
grasa adicional, comparado con el grupo que recibié 125 g de Megalac por dia, donde la
CC a los 35 y 50 dias posparto para el grupo control y con grasa fue de 3.40+0.13 vs
4.10£0.12 y 2.25+0.11 vs 3.60+0.10, respectivamente. Estos resultados indican que la
suplementacién con elementos nutritivos especificos como la grasa, ya sea natural o
protegida, pueden amortiguar la pérdida de la condicidon corporal durante el posparto y en

consecuencia revertir el anestro posparto (Williams y Stanko, 1999).

5.3 Concentracion de progesterona plasmatica

En cuanto a la P4, se encontré una concentracién media (txee) similar (P>0.05)

entre ambos grupos (1.481£0.3 ng/ml vs 1.15£0.3 ng/ml, SG y CG, respectivamente); sin

embargo, al comparar entre semanas de muestreo los resultados presentaron una
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tendencia diferente, ya que si bien no se observaron diferencias significativas (P>0.05)
entre tratamientos en las semanas 1, 2 y 3, estas diferencias (P<0.01) si fueron evidentes

a partir de la semana 4 y hasta la semana 8 de suplementacion.

Esta respuesta puede ser debido a que las vacas en las primeras tres semanas
posteriores al parto presentaron una gran movilizacion de reservas corporales y coincide
con la pérdida mas severa de peso y condicion corporal, y aunque la suplementacion con
aceite vegetal inicié desde la semana dos posparto, la respuesta se observa partir de la
semana cuatro donde las hembras comienzan a recuperar el balance energético que
puede ser atribuido a la suplementacién grasa, por lo que la energia circulante puede ser
utilizada para la sintesis de hormonas esteroideas, principalmente progesterona (Fahey et

al., 2002).

Resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo han sido presentados
por Fahey et al 2002, quienes no observaron diferencias significativas en la concentracion
media de progesterona en las vacas que fueron suplementadas con grasa, respecto a las

que recibieron suplementacién (1.79+0.15 vs 1.831£0.16).

Lammoglia et al. (1996) reportan resultados similares a los encontrados en el
presente trabajo, donde la concentracion media de P4, fue menor en las vacas
suplementadas. En otro estudio, Lammoglia et al (2000), trabajando con novillas
encontraron una concentracion mayor de la hormona en aquellas hembras que fueron

suplementadas con 4.4% de grasa, respecto a las que recibieron 1.9% de grasa del total

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos 62
en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la materia seca de la dieta. Por el contrario, Robinson et al (2002), encontraron una
menor concentracién de progesterona en vacas en lactacién, suplementadas con dos tipos
de acidos grasos poliinsaturados (linolénico y linoleico), respecto al grupo que no recibié
grasa en la dieta (control), lo cual coincide con el presente estudio donde las vacas que no

fueron suplementadas con grasa presentaron una mayor concentracion de la hormona.

Petters y Lamming (1986) y McDougall y Hampson (1992), reportaron que el
incremento en los niveles de P4 circulante que se presenta a partir de las cuatro semanas
posparto puede estar relacionado con un incremento de los niveles de metabolitos
circulantes, asi como al incremento en el nivel de energia disponible, lo cual es posible
lograr con la suplementacion de aceites vegetales. Estos mismos autores, al igual que
Francisco (2002) y Diaz et al (2002) mencionan que cuando el nivel sérico de P4 alcanza

concentraciones mayores a 1 ng/ml se reinicia la actividad ovarica seguida de ovulacion.

——CG ——SG

3.50 ~
3.00 +
2.50 +
2.00 +
1.50
1.00 -
0.50 -
0.00

P4 ng/ml

1 2 3 4 5 6 7 8

Semana de muestreo posparto
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Figura 5. Concentracion plasmatica de progesterona en vacas lecheras suplementadas sin
(SG) y con aceite vegetal (CG). Distinta literal en el mismo punto de muestreo indica

diferencias significativas entre tratamientos.

Lucy y Crooker (2001), mencionan que es posible observar bajos niveles de
progesterona, en vacas lecheras de alta producciéon, como consecuencia de un incremento
en el metabolismo hepatico para la produccion de leche. Mientras que Hawkins et al
(1995), sugieren que el incremento en la concentracion de progesterona en vacas
suplementadas con grasa, se debe a una disminucion en la tasa de eliminacion y no

necesariamente a un incremento en la sintesis de la hormona.

Diversos estudios han demostrado que es posible aumentar la concentracion
energética de las raciones cuando se suplementa con aceites vegetales y con ello
promover la produccion de hormonas de naturaleza esteroide, debido principalmente, a un

aumento de los precursores como el colesterol (Aranda et al., 2002).

5.3 Reinicio de actividad ovarica posparto (RAO)

En el intervalo del parto al RAO no se encontré diferencia (P>0.05) entre
tratamientos; sin embargo, se observo una reduccion de alrededor de siete dias (Figura 6)
en el grupo suplementado con grasa con respecto al grupo que no recibié grasa en la dieta
(23.32 £ 12.8 d, vs 29.6% £+ 12.4 d, respectivamente). Por otra parte, es importante

mencionar que una de las hembras del grupo suplementado con grasa, en ninguno de los
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muestreos realizados durante el posparto, se detectaron concentraciones de progesterona
>1 ng/ml, por lo tanto fue retirada del estudio, de esta manera, se observo que el total de
las vacas de ambos tratamientos reiniciaron actividad ovarica antes de los 60 dias

posparto.

En la figura 6, se muestra la distribucion de el reinicio de actividad ovarica durante
el periodo de trabajo, y es posible detectar que el 50% de las vacas suplementadas con
grasa, reiniciaron actividad ovarica dentro de las primeras dos semanas posparto,
mientras que en el grupo sin suplementacion el RAO se concentro entre la semana 3 y 4
posparto. Es preciso sefialar que estos ultimos datos no fueron sometidos a un analisis

estadistico, dado el pequefio numero de ellos.

70.0

OSsG BCG

60.0 -
50.0 -
40.0 -
30.0 -
20.0 -
10.0 - I
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Figura 6. Distribucién del momento del reinicio a actividad ovarica posparto en vacas

lecheras sin suplementacion (SG) y con suplementacion con aceite vegetal (CG).
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Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo presentado por
Sepulveda et al (2001), quienes encontraron que las vacas lecheras adultas reinician su
actividad ovarica a los 2345 dias posparto. Fahey et al (2002), al igual que en este estudio
no encuentran diferencias en el intervalo parto primer servicio, entre novillas con y sin
suplementacion grasa (61.2+5.2 vs 57.1+£5.3 d, respectivamente), una respuesta similar es
observada por estos mismos autores trabajando con vacas multiparas, donde los valores
de dicho intervalo son de 63.0+2.5 vs 62.3+2.5, para el grupo sin y el grupo con
suplementacidon grasa respectivamente. Es importante hacer notar, que si bien no existen
diferencias significativas en el intervalo parto primer servicio, existe una tendencia de los
grupos suplementados con grasa a presentar respuesta mas temprana que los grupos no
suplementados. Villagomez et al (2003), trabajando con vacas Indobrasil suplementadas
con grasas protegidas (jabones de calcio de acidos grasos), encontraron que tuvieron
menores intervalos del parto a la primera ovulacion y al primer estro posparto, en

comparacion con las que recibieron la dieta testigo.

El mecanismo mediante el cual la suplementacion grasa reduce el intervalo anestro
posparto, no es del todo claro; sin embargo, la informacion existente, indica que puede ser
mediante dos mecanismos, uno promoviendo la actividad ovarica a través del desarrollo
de foliculos capaces de lograr la ovulacion o bien por un ajuste en los requerimientos

energéticos suficientes para provocar la liberacién de LH y en consecuencia la ovulacion.
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En un estudio realizado por Hightshoe et al (1991), encontraron que las vacas
suplementadas con jabones de calcio de acidos grasos, presentaron un mayor numero de
foliculos preovulatorios respecto al grupo control, lo que indica un efecto favorable de la

grasa sobre la actividad del ovario en el posparto.

El suministrar dietas suplementadas con grasa, tanto en ganado lechero como de
carne, puede resolver parcialmente el balance energético negativo posparto permitiendo la
liberacion hipofisiaria de LH y estimular la funcion ovarica (Lucy et al., 1989, Lucy et al.,
1991). Al respecto, en un estudio se observo que la concentracion media de LH durante
tres periodos alrededor del destete de la cria, fue mayor en vacas que recibieron grasa
saponificadas en comparacién con las vacas testigo (Hightshoe et al., 1991). Asi mismo,
Lucy et al (1989), demostraron que vacas lecheras que recibieron el mismo tipo de grasa
presentaron una mayor concentracion de LH basal durante el posparto temprano, y en un
estudio con vacas ovariectomizadas que recibieron grasas protegidas durante el posparto

temprano, se observd una mayor concentracion de LH en respuesta a la GnRH exdgena.

Lucy et al (1994) observaron que la magnitud en la deficiencia energética afecta
los procesos de crecimiento y desarrollo folicular principalmente en la primera ovulacion
posparto; lo que ocurre por combinacion de eventos relacionados con el balance
energético negativo y que se caracteriza por cambios en la concentracion de hormonas y
metabolitos circulantes, asi como interaccion entre los centros del cerebro con el
hipotalamo y la pituitaria, dando como resultado que la vaca con un balance energético

muy severo es muy probable que permanezca en anestro.
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Aunque esto se da en respuesta a un proceso ciclico que comienza en el
hipotalamo a recibir sefiales hormonales y nerviosas, lo que lo lleva a secretar GnRH, la
cual estimula a la pituitaria anterior para que se lleve a cabo la sintesis y secrecién de FSH
que a nivel de ovarios estimulan el crecimiento folicular y, en consecuencia , la secrecion
de estrégenos, los cuales se incrementan a medida que los foliculos crecen. Los
estrogenos, en el foliculo preovulatorio, promueven el incremento de receptores a LH y
actuan ademas sobre el hipotalamo para que libere GnRH, la cual actua sobre la pituitaria
estimulando la sintesis y secrecion de LH; esta hormona actua sobre el ovario, induciendo
a la ovulacion del foliculo y posterior formulaciéon del cuerpo luteo, donde se sintetizan y
secreta progesterona, que actua sobre el hipotdlamo para que secrete mas GnRH, y este
a su vez estimule la sintesis y secrecién de mas LH (Lucy et al.,1994). EIl cuerpo luteo, es
lisado por la secrecion endometrial de PGF2, se reduce la secrecion de progesterona y
nuevamente se incrementa la sintesis y secrecion de FSH, para reiniciar el ciclo (Correa,

2002).

Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la suplementacion con grasa
puede incrementar, la liberacion de PGF2,, lo cual se ha postulado que funciona como un
importante modulador en el reinicio delos ciclos estrales durante el posparto en ganado
bovino (Lucy et al., 1989), efecto que también ha sido observado en cerdas (Chartrand et

al., 2003).
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5.4 Metabolitos de lipidos

En la concentracion sérica de metabolitos de lipidos (Cuadro 3) se encontraron
diferencias significativas (P<0,05) en colesterol y lipidos totales, observando una
concentracion media de 109.319.9 vs 135.7£9.9 y de 366.2+50.3 vs 434.21+50.3 para el
grupo de vacas que no recibieron suplementacion grasa y con suplementacién grasa,
respectivamente. Las lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja densidad y

triglicéridos no mostraron diferencias significativas entre tratamientos.

Cuadro 3. Concentracion media (+ ee) de metabolitos de lipidos en vacas lecheras sin

suplementacién grasa (SG) o con suplementacion grasa (CG).

. - Tratamientos
Metabolito de lipido Sin Grasa (n=9) Con Grasa (n=9)
Colesterol 109.3+9.9a 135.7+9.9
Lipoproteinas de alta densidad 120.9+27.7 116.5+27.7
Lipoproteinas de baja densidad 134.3£12.8 143.5+12.8
Triglicéridos 29.317.9 41.317.9
Lipidos totales 366.2+50.3a 434.2+50.3b

@ Distinta literal en la misma fila indica diferencias significativa (P<0.05)

Resultados similares a los obtenidos en este estudio respecto al colesterol, fueron
obtenidos por Lammoglia et al (1996), quienes observaron que en vacas con diferente
concentracion de grasa en la dieta (3.74%, 5.20% y 6.55% de la materia seca de la dieta);
la concentracion media de colesterol durante las primeras semanas posparto fue mayor en

las vacas que recibieron la dieta con alta concentracion de grasas respecto de las que
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recibieron las otras dos dietas. En novillas de carne Lammoglia et al (2000), encontraron
una respuesta similar a la observada en este estudio, donde se encontré6 un efecto
significativo de la suplementacion con dos niveles de aceite (1.9 vs 4.4 % del total de la
MS) sobre la concentracion plasmatica de colesterol (109.842.6 vs 169.842.3,

respectivamente).

En otro estudio, Aranda et al (2002), encontraron una respuesta similar a la
observada en el presente trabajo, al suplementar vacas multiparas suplementadas con 4%
d grasa del total de la materia seca de la dieta, los autores mencionados encontraron una
mayor concentracion de colesterol en vacas suplementadas con grasa (125.12 mg/dl)
respecto a las que no recibieron grasa en la dieta (83.84 mg/dl), asi mismo no encontraron
diferencias en la concentracion media de HDL ni LDL.

En ganado de carne en pastoreo, Espinoza (1995), encontré que la suplementacion
con grasa protegida (Megalac) a razén de 125 g por vaca por dia, modifica
significativamente las concentraciones medias de metabolitos de lipidos tales como el
colesterol, LAD, LBD, LMBD vy triglicéridos, lo cual coincide con el presente trabajo en lo
referente al colesterol, es posible que la diferencia en los resultados entre nuestros
resultados y los observados por espinoza (1995) sea consecuencia de la severidad en el
balance energético negativo, el cual puede ser mayor en el ganado de carne que en el

ganado lechero estabulado.
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Pate y Condon (1982), mencionan que el colesterol es el precursor principal de la
progesterona en el cuerpo luteo y que ésta estructura puede obtener el colesterol de la
sintesis de novo a partir del acetato, de esteres de colesterol almacenados dentro de la
célula o de las lipoproteinas circulantes en el torrente sanguineo. Al respecto, algunos
estudios realizados in vitro han demostrado que las células Iuteas bovinas pueden usar
lipoproteinas de alta y baja densidad como una fuente de colesterol y que la maxima
produccion de progesterona requiere la presencia de lipoproteinas (Pate y Condon 1982;
Grummer y Carroll, 1988), mas que de colesterol libre. Durante la fase luteal del ciclo
estral, se presenta una reduccion en la concentracién sanguinea de colesterol, donde el
tejido luteal capta y utiliza el colesterol endogéno para producir progesterona, la cual es
regulada por la presencia y disponibilidad de dicho metabolito, y , que al estar disminuido
puede afectar la produccion de progesterona con los consecuentes efectos sobre la

fertilidad (Correa, 2002).

En este sentido, Staples et al., (1998), senalan que la concentracion de HDL,
raramente se disminuye en vacas sanas, y que pequenos incrementos en la concentracion
media de colesterol tienen un pequefio efecto sobre la sintesis de progesterona, lo que
puede deberse a que las células luteas utilizan el colesterol almacenado antes que el
circulante; sin embargo, la disminucion prolongada del colesterol en sangre puede tener

un impacto negativo sobre la sintesis de la hormona.

Kuran et al (1999) encontraron que en ovejas suplementadas con jabones de calcio

de acidos grasos, existe una mayor cantidad de lipoproteinas de alta densidad, de baja

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos 71
en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

densidad y colesterol, en el liquido folicular, que pueden actuar como reservas celulares

de colesterol para la sintesis de hormonas esteroides.

Estudios previos indican que el consumo de grasas en rumiantes promueve un
aumento en los niveles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad (De Luca, 2003;
Gerloff y Herdt, 1995). La suplementacién de aceite vegetal incrementa de manera
importante el transporte de lipoproteinas a partir del intestino delgado, sitio donde se

sintetiza la mayor parte del colesterol a partir del acetato en los rumiantes.

Correa (2002), menciona que los bovinos tienen escasa capacidad para sintetizar
y secretar lipoproteinas de baja densidad, necesarias para producir triglicéridos en el
higado, pero en el momento del parto se produce un incremento de ellos en el hepatocito,
especialmente cuando la vaca se ceba en el periodo de transicion o se le suministra mas
de 2 kg. de concentrado/dia, o el animal presenta un lapso mayor de dos meses en estado

no lactante durante el preparto.

Las lipoproteinas son agentes esenciales para el transporte de colesterol, necesario
para la esteroidogénesis. Carroll et al., 1992, demostraron que niveles elevados de LDL y
HDL aumentaban la secrecion de progesterona por parte del cuerpo luteo en el vacuno
lechero. Ademas de participar en los aportes de colesterol, las lipoproteinas participan en
la estimulacion directa de la secrecion de IGF-I por parte de las células luteales (Bao et

al.,1997).
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Como lo mencionan algunos autores como Aranda et al., 2002, la grasa de la
dieta puede influir sobre la concentracion de colesterol y a través de éste, sobre las
hormonas esteroideas antes del parto; ademas de influir sobre la poblaciéon folicular
posparto. También mencionan que la adicién de grasa en la dieta aumenta la energia,
reduce el balance energético negativo y tiene un efecto positivo sobre la capacidad
reproductiva. Entre los principales efectos que representa la adicion de grasa en la dieta
son: a) Mayor concentracion plasmatica de progesterona, b) Aumento en el tamafo del
foliculo ovulatorio, c¢) Incremento en el numero de foliculos ovaricos, d) Control sobre la

regresion del cuerpo luteo y €) Mejora los indices de concepcion y prefiez.

Los triglicéridos son el producto de la esterificacion de las grasas enddgenas y
exdgenas, que unidas con ciertas proteinas forman complejos llamados lipoproteinas, las
cuales son secretadas a la linfa y transportadas a través de la sangre y cuya funcién
principal es el transporte de los lipidos desde el intestino y el higado hacia los tejidos
periféricos. De aqui la importancia que tiene la determinacién de las concentraciones de
triglicéridos en vacas suplementadas con aceite vegetal sobre las que no fueron
suplementadas; encontrando una diferencia en la concentracion media de dicho metabolito
(41.3+£7.9 mg/dl vs 29.3£7.9 mg/dl) a favor de las vacas que recibieron el tratamiento con
grasa vegetal, aunque dicho margen no presenté diferencias significativas

estadisticamente.

Grummer (1995) y Gerloff y Herdt (1995) reportaron resultados similares a los

obtenidos en el presente trabajo, donde a partir del dia 6 al 12 se observa la mayor
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concentracion de triglicéridos y a partir de los dias 40 al 45 se estabiliza dicha
concentracion. De igual forma, Harrison (1990) encontré que del dia 5 al dia 15 los niveles
en la concentracion de triglicéridos aumenta de manera considerable; sin embargo del dia

15 al dia 30, estos valores comienzan a descender, como sucedio en el presente trabajo.

Una revision realizada por Galvis et al (2005) pone de manifiesto que el papel de
los lipidos en la eficiencia reproductiva del ganado, se relaciona no so6lo con su utilizacion
como sustrato energético para la sintesis de hormonas proteicas o como precursor de
hormonas esteroides, sino también con la disminucién del efecto detrimental del BEN

que se presenta durante el posparto temprano en el ganado vacuno.

Respecto a los lipidos totales, no existe informacion que indique su importancia,
pero en esencia representan la suma de los metabolitos estudiados en el presente trabajo,
mas otros de menor densidad, y representan una referencia de la reservas circulantes de
lipidos en los animales domésticos; sin embargo, dada su naturaleza, se espera que las
vacas suplementadas con grasa presenten valores superiores en la concentracion media,
que las vacas no suplementadas, por incremento en cualquiera de los metabolitos que

incluye.
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VII ANEXOS

ANEXO 1

TRIGLICERIDOS

Test enzimatico-colorimétrico (GPO-PAP). Conservar de 2 a 8°C.

FUNDAMENTOS DEL METODO

Los triglicéridos son hidrolizados enzimaticamente a glicerol, el cual mediante GK 'y GPO,
libera el peroxido de H que se valora mediante la reaccion de Trinder, de acuerdo a las

siguiente reacciones.
Triglicéridos + H,O 1Pl Glicerol + &cidos grasos.

Glicerol + ATP GK Glicerol-3-fosfato + ADP
Glicerol-3-P + O, GPO g Dihidroxiacetona-P + H>0,
_

H.O, + 4-AF + p-clorofenol __PDO , Quinona + H,O

La cantidad de esta quinona formada es proporcional a la filtracién de triglicéridos.

CONTENIDO DEL EQUIPO

Reactivo 1 Tampdén GOOD pH 7.5 50 mmol/L
p-clorofenol 2 mmol/L
Reactivo 2 Lipoproteinlipasa 150000 U/L
Vial enzimas | Glicerol kinasa 500 U/L
Glicerol P-oxidasa 2500 U/L
Perxidasa 440 U/L
4-aminofenazona 0.1 mmol/L
ATP 0.1 mmol/L
Standard Sol.Triglicéridos 200 mg/dl
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PREPARACION Y ESTABILIDAD

Ref: 1001310. disolver el contenido del vial enzimas R.2 con10 ml de solucion tampén R.1.
Ref.1001311, 1001312, 1001313 y 1001314 disolver el contenido del vial enzimas R.2 en
el frasco de solucién tampon R.1

El reactivo al uso es estable 6 semanas a 2-8°C o una semana a 15-25°C.

MUESTRA

Suero, plasma heparinizado o con EDTA.

Los triglicéridos son estables en suero 3 dias a 2-8°C.

TECNICA

Blanco Standard Muestra
Standard | -- 10 L -
Muestra | -- - 10 L
Reactivo |1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
al uso

Mezclar e incubar 5 min a 37°C o 10 min a T? ambiente.
Medir a D. Op. A 505 nm (490-550), frente al blanco de
reactivos.

El color es estable 30 min.

Calculo

D. Optica muestra

X conc standard = conc muestra

D. dptica standard

Factor de conversion: mg/dL x 0.0113 = mmol/L
Conc. standard: 200 mg/dL

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos 76
en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Linealidad

El método es lineal hasta valores de 1000 mg/dL (11.3 mmol/L)

Para concentraciones superiores se debera diluir la muestra a 1:2 con solucién salina,
multiplicando el resultado por 2.

VALORES NORMALES

Valores sospechosos a partir de 150 mg/dL (1.7 mmol/L)

Valores elevados a partir de 200 mg/dL (2.26 mmol/L)

Bibliografia
Young D. Pestaner, L. Clin. Chem.. 21, 5 (1975)
Printer, J. Hayasni, J. Arch. Biophy 121, 404 (1966)

Control de calidad
SPINTROL. Normal y patolégico

— PRESENTACION
Ref: 1001310 5x10mL
Ref: 1001311 10x20mL
Ref: 1001312 10x50mL
Ref: 1001313 4x125mL
Ref: 1001314 4x250mL
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ANEXO 2

Coat-A-Count Progesterona

Utilidad del analisis: Coat-A-Count Progesterona es un radioinmunoensayo '?°1 en fase
sélida disefiado para la medicion directa y cuantitativa de progesterona en suero o plasma.
Esta disefado estrictamente para uso diagndstico in vitro en el diagnéstico y tratamiento

de desdrdenes ovaricos 0 de placenta.

Referencia: TKPG1 (100 tubos), TKPG2 (200 tubos), TKPG5 (500 tubos), TKPGX (1000
tubos)

El estuche de 100 tubos contiene menos de 5 microcurios (185 kilobequerelios) de
progesterona radioactiva '?°1; el estuche de 200 tubos contiene menos de 10 microcurios
(370 kilobequerelios); el estuche de 500 tubos contiene menos de 25 microcurios (925
kilobequerelios); y el estuche de 1000 tubos contiene menos de 50 microcurios (1850

kilobequerelios).

Resumen y Explicacién del Test

La progesterona es una hormona esteroide que juega un importante papel en la
preparacion y vigilancia del embarazo. Esta sintetizada a partir del colesterol por medio de
la pregnenolona y luego rapidamente metabolizada a pregnandiol, en gran parte, en el
higado.z'g*13 El ovario y la placenta son los sitios de mayor produccion; pero una pequefia
parte también es sintetizada por la corteza suprarrenal tanto en hombres como en

mujeres.

Los niveles de progesterona circulante, que son caracteristicamente bajos durante la fase
folicular, aumentan intensamente durante la fase lutea de los ciclos menstruales,

alcanzando un maximo de 5 a 10 dias después del pico LH a mitad del medio ciclo.12 A
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menos que se produzca el embarazo, se produce una aguda declinacion hasta niveles
foliculares, hasta aproximadamente 4 dias antes del siguiente periodo menstrual. Este
patrén confirma la utilizaciéon de las medidas de los niveles de progesterona como un

método simele y fiable para detectar la ovulacion.>*

Cada vez hay mas literatura sobre transtornos de la fase lutea.>®'""":'® | os niveles diarios
de progesterona son considerados el medio mas exacto para documentar una fase lutea
alterada.5,8 Sin embargo, algunos investigadores han encontrado que tres muestras1,10 e
incluso una sola muestra14,16 (si se planea bien), puede proporcionar una valiosa

informacion sobre la fase lUtea.

Las mediciones de progesterona en suero también han sido usadas para revisar la
efectividad de la induccion de ovulacién,16 para monitorizar la terapia de reemplazo de
progesterona,6 y para detectar y evaluar a pacientes con riesgo de aborto durante las
primeras semanas del embarazo.6, ,15 Por otro lado, aunque los niveles de progesterona
aumentan durante el embarazo, no son considerados como un criterio apropiado para

monitorizar el bienestar fetal durante el tercer trimestre.9

Principio del analisis
El ensayo Progesterona Coat-A-Count Progesterona es un radioinmunoensayo de fase

sélida, donde la progesterona marcada con 1'%

compite por un tiempo fijo con
progesterona de la muestra del paciente por sitios de union al anticuerpo. Debido a que el
anticuerpo esta inmovilizado en la pared de un tubo de polipropileno, la simple
decantacion del sobrenadante es suficiente para terminar con la competencia y aislar la
fraccion unida al anticuerpo de la progesterona marcada con 1'%, La lectura del tubo en un
contador gamma, proporciona entonces, un numero que se convierte por medio de una
curva de calibracion, en una medida de la progesterona presente en la muestra del

paciente.

No Extraccion: Las determinaciones de progesterona con el método Coat-A-Count no

requieren ni extraccion ni predilucion.
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Reactivos a pipetear: 1

Tiempo total de incubacion:

Procedimiento Basico: 3 horas a

temperatura ambiente (15-28°C).

Procedimiento Alternativo: 1 hora a 37°C.

Cuentas totales de la iodacion: aproximadamente 70 000 cpm

Advertencias y precauciones

Para uso diagndstico in vitro.

Reactivos: Almacenar de 2-8°C en una camara preparada para almacenar material

radioactivo. Desechar de acuerdo a la legislacion en vigor.

No usar los reactivos después de su fecha de caducidad.

Algunos componentes suministrados en el kit pueden contener material de origen humano

y/o otros componentes potencialmente peligrosos que necesiten ciertas precauciones.

Siga las precauciones universales y manipule todos los componentes como si fueran
capaces de transmitir agentes infecciosos. Los materiales derivados de sangre humana
han sido analizados y son negativos para sifilis; para anticuerpos frente al HIV 1 y 2; para

el antigeno de superficie de hepatitis B y para los anticuerpos de hepatitis C.

Se ha usado Azida sddica, en concentraciones menores de 0,1 g/dl, como conservante.
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Para su eliminacion, lavar con grandes cantidades de agua para evitar la constitucion de
residuos de azidas metalicas, potencialmente explosivas, en las caferias de cobre y

plomo.

Agua: Usar agua destilada o desionizada.

Radioactividad

Una copia de cualquier certificado de licencia de radioisotopos (especifico o general)
emitido a la aduana de los EEUU se registrara en los ficheros de Diagnostic Products
Corporation antes de que se puedan enviar kits o componentes conteniendo material
radioactivo. Estos materiales radioactivos pueden adquirirse por cualquier cliente con la
licencia especifica apropiada. Con una licencia general, estos materiales radioactivos
pueden adquirirse solo por médicos, veterinarios en la practica de la medicina veterinaria,
laboratorios clinicos y hospitales - y estrictamente para la clinica in vitro o test de
laboratorio que no conlleven la administracidn interna o externa de material radioactivo o
su radiacion a humanos u otros animales. Su adquisicidn, recepcion, almacenaje, uso,
transferencia y desecho estan regulados y se expendera una licencia (general o
especifica) de la Comision Nuclear de EEUU o de un Estado con el NRC para su

consiguiente control.

Manejar los materiales radioactivos de acuerdo a los requerimientos de su licencia general
o especifica. Para minimizar la exposicion a la radiacion, el usuario debe adherirse al
cuarto conjunto de guias publicadas por el National Bureau of Standards con el nombre
Safe Handling of Radioactive Materials (Handbook No. 92, issued March 9, 1964) Y en las

consiguientes publicaciones de las autoridades Federales o Estatales.

Limpiar y decontaminar rapidamente las superficies afectadas. Evitar la generacién de
aerosoles. Eliminar los residuos sélidos radioactivos de acuerdo con los requerimientos de
su licencia. Licencias generales (NRC Form 483) pueden eliminar sus residuos solidos
radioactivos como residuos no radioactivos, después de retirar las etiquetas. Licencias

especificas (NRC Form 313) se deben referir al Titulo 10, Codigo de Regulaciones
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Federales; Parte 20. Las licencias en Estados Asociados deben referirse a las normativas
de su correspondiente Estado. Licencias generales pueden eliminar sus residuos liquidos
radioactivos contenidos en este tipo de productos como cualquier otro material liquido,
quitando las etiquetas de los contenedores y procesandolos como residuos solidos.
Licencias especificas pueden eliminar pequefias cantidades de residuos liquidos
radioactivos contenidos en este tipo de productos como cualquier otro material liquido.

Refiérase a la normativa aplicable a su laboratorio.

Materiales Suministrados: Preparacion Inicial

Tubos Recubiertos con Anticuerpos anti-Progesterona (TPG1)

Tubos de polipropileno recubiertos con anticuerpos de conejo anti-progesterona vy
empaquetados en bolsas con cierre.

Almacenar refrigerados y protegidos de la condensacion, cerrando cuidadosamente las
bolsas después de su uso. Estable a 2-8°C hasta la fecha de caducidad impresa en la
bolsa. Color: terracota.

TKPG1: 100 tubos. TKPG2: 200 tubos. TKPGS5: 500 tubos. TKPGX: 1000 tubos.

I'?® progesterona (TPG2)

105 ml de progesterona yodada, con conservante. Estable a 2-8°C durante 30 dias
después de abrir 6 hasta la fecha de caducidad sefialada en la etiqueta. Color: claro.
TKPG1: 1 vial. TKPG2: 2 viales. TKPG5: 5 viales. TKPGX: 10 viales.

Calibradores de Progesterona (PGC3-9)

Siete viales de calibradores de progesterona, listos para usar, en matriz de suero humano,
con conservante. El calibrador cero A contiene 4,0 ml, mientras que los calibradores
restantes, de B a G, cada uno contiene 2 ml. Almacenar refrigerado: estable a 2-8°C
durante 30 dias después de abrir o0 hasta la fecha de caducidad marcada en la etiqueta.
TKPG1: 1 juego. TKPG2: 1 juego. TKPG5: 2 juegos- TKPGX: 3 juegos.

Los calibradores representan, respectivamente O, 0,1, 0,5, 2, 10, 20 Y 40 nanogramos de
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progesterona por mililitro (ng/ml), equivalentemente: O, 0,3, 1,6, 6,4, 31,8, 63,6 Y 127,2

nanomoles por litro (nmol/l).

Materiales Requeridos pero no suministrados

Contador Gamma compatible con los tubos de 12x75 mm.
Vortex

Radioinmunoensayo
Tubos de polipropileno de 12x75 mm para usar como tubos NSB, disponibles en DPC.
Micropipetas: 100 pl Y 1 000 pl.

Bafio Maria - capaz de mantener 37°C requerido sélo para el Procedimiento Alternativo.

No son apropiados ni horno ni parrilla.
Rack de decantacién - disponible en DPC.
Papel para grafica logit-log - disponible en DPC (numero de catalogo: ZP797)

Tres niveles de control del inmunoensayo, con matriz de suero humano, conteniendo
progesterona como uno de mas de los 25 constituyentes sujetos a ensayo, disponibles en
DPC (numero de catalogo: CONG).

Recogida de la muestra

El paciente no necesita estar en ayunas asi como tampoco cualquier otro tipo de
preparacion. Obtener sangre por venopuncion® en tubos secos, heparinizados o con
EDTA y separar el suero o el plasma de las células.* Se debe anotar la hora de la

extraccion.

Los estudios muestran que la lipemia puede interferir con el ensayo, por lo que se deber

usar una ultracentrifuga para aclarar las muestras lipémicas.

Las muestras hemolizadas podrian indicar una mala manipulacién de la muestra antes de

ser recibida por el laboratorio; en este caso, los resultados deben interpretarse con
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precaucion.

Las muestras contaminadas debido a la administracion de radioactividad al paciente no se

deben usar.

Los tubos para recoger sangre de distintos fabricantes pueden producir valores diferentes,
dependiendo del material del tubo y de los aditivos, incluyendo barreras de gel o barreras
fisicas, activado res de la coagulacién y/o anticoagulantes. ElI Progesterona Coat-ACount
no ha sido analizado con todos los distintos tipos de tubos. Para obtener detalles sobre los

tipos tubos que se han analizado, consulte la seccion de Tipos de Muestras Alternativos.
Volumen requerido: 100 1.11 de suero o plasma por tubo.
Almacenamiento: 2-8°C durante 7 dias®*, o hasta 3 meses congeladas a -20°C.?*

Antes del ensayo, llevar todas las muestras a temperatura ambiente (15-28°C) y mezclar
por inversion. Alicuotar, si es necesario, para evitar la repeticion de congelacion y
descongelacion. No intentar la descongelacion de muestras congeladas calentandolas en

un bafo de agua.

* Se han encontrado disminuciones en los niveles de progesterona en funcion del tiempo,

en muestras de suero tomadas y almacenadas en Tubos con Gelosa.?°?"-#

Procedimiento basico del Radioinmunoanalisis
Todos los componentes deben llevarse a temperatura ambiente (15-28°C) antes de su

uso.

1 Tubos de ensayo: Marcar cuatro tubos de ensayo de polipropileno (sin recubrir) 12x75

mm. Tubos T (cuentas totales) y NSB (unién no especifica) en duplicado.

Al ser caracteristicamente baja la union no especifica en el ensayo Coat-A-Count, los
tubos NSB pueden ser omitidos sin comprometer la precision y control de calidad del

ensayo.
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Tubos Recubiertos: Marcar con A (unidbn maxima) catorce Tubos Recubiertos con

anticuerpos anti-Progesterona y de B a G por duplicado. Adicionalmente, marcar tubos

recubiertos con anticuerpo, también por duplicado, para controles y muestras de

pacientes.

Calibradores ng/ml nmol/Il
A (MB) 0 0

B 0,1 0,3
C 0,5 1,6
D 2 6,4
E 10 31,8
F 20 63,6
G 40 127,2

2 Pipetear 100 pl del calibrador cero A en los tubos NSB y A'Y 100 pl de cada uno de los

calibradores B a G en tubos marcados correspondientemente. Pipetear 100 uyl de cada

control y muestra de paciente en los tubos prepaprados.

Debido a que la progesterona tiene una tendencia de adsorcion al plastico y aun mas al

vidrio, es importante recubrir la punta de la pipeta enjuagando unas cuantas veces en la

muestra antes de hacer la transferencia. Es recomendable el uso de micropipeta con

punta desechable, cambiando la punta entre muestra y muestra, para evitar la

contaminacion por arrastre.

Las muestras de pacientes susceptibles de contener concentraciones de progesterona

mayores a la del calibrador mas alto (40 ng/ml), deben ser diluidas con calibrador O

antes de ser analizadas.

3 Ariadir 1,0 ml I'®® Progesterona a cada tubo. Agitar en vortex.

No se debe tardar mas de 10 minutos en la dispensacién del trazador. Los laboratorios

equipados con dispensador "pipe11or-diluter" pueden realizar los pasos 2 y 3
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simultaneamente, pero se deben tomar precauciones para evitar arrastre de una
muestra a otra. Dejar los tubos T a un lado para su contaje (paso 6); no requieren mas

procesamiento posterior.
4 Incubar durante 3 horas a temperatura ambiente (15-28°C).

5 Decantar.
Eliminar toda la humedad visible para mejorar la precision. Decantar o aspirar el
contenido de todos los tubos (excepto los tubos T) y dejar escurrir durante 2 o 3

minutos. Golpear los tubos contra papel absorbente para eliminar las gotas residuales.

6 Leer durante 1 minuto en un contador gamma.

Procedimiento alternativo

Se puede utilizar una incubacion de 1 hora a 37°C en contextos donde es necesaria una
respuesta rapida y donde la precision en la parte baja de la curva no es critica. El
procedimiento es idéntico al Procedimiento Basico detallado arriba, excepto por la

incubacion modificada en el paso 4:

4 Incubar durante 1 hora a 37°C.

Utilizar un bafio Maria; no son adecuados ni horno ni parrilla.

Calculo de resultados
Para obtener resultados en términos de concentracion a partir de una representacion logit-
log de la curva de calibracion, primero hay que calcular para cada pareja de tubos las

cuentas medias por minuto corregidas con el NSB:

Cuentas netas '= (Media CPM) menos
(Media NSB CPM)

Entonces, determinar la uniéon de cada pareja de tubos como un porcentaje de la union

maxima (MB), tomando las cuentas corregidas con el NSB de los tubos A como 100%:

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos 86
en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

Porcentaje de Unién = (Cuentas netas / Cuentas MB netas) x 100

(El célculo puede simplificarse omitiendo la correccién de las uniones no especificas; las
muestras dentro del rango de calibracion van a dar virtualmente el mismo resultado

cuando el porcentaje de union es calculado directamente a partir de la media de las CPM).

Usando papel grafico Logit-log, representar el porcentaje de unidn en el eje vertical frente
a la concentracién en el eje horizontal (logaritmico) para cada calibrador no cero y dibujar
la linea que pase por esos puntos aproximadamente. Los resultados de las muestras

pueden ser leidos en la curva por interpolacion.

Es una buena practica inspeccionar los resultados para comprobar la concordancia entre
los replicados, y realizar una grafica de la curva de calibracién (aunque los calculos se
realicen por ordenador) para ver la transformacion mas apropiada a usar y las posibles
desviaciones en los puntos de calibracion. También, recomendamos mantener un registro

de los siguientes parametros de la reduccion de datos:

T = Cuentas totales (como cuentas por minuto) %NSB = 100 x (Media cuentas NSB /

cuentas totales)

%MB = 100 x (Cuentas netas / Cuentas totales)

y las "intersecciones" 20, 50 Y 80 por ciento, donde

20% = Concentracién al 20 por ciento de union, etc.

Otras aproximaciones, por ejemplo, logistica 4-parametros, también son acepatables. Ver

Dudley AA, et al. "Guidelines for immunoassay data reduction”. Clin Chem 1985;31 :1264-
71.
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Ejemplo:

Procedimiento Basico/ Procedimiento Alternativo

Solo como ilustracion. No se puede utilizar para calcular resultados. (Ver tablas

"Procedimiento Basico" y "Procedimiento Alternativo")

Control de Calidad
Los controles (o pool es de suero), con al menos dos niveles de concentraciéon de
progesterona - bajo y alto - deberan ser sujetos a ensayo rutinariamente como muestras

desconocidas.

Informar de los resultados de los pacientes solo si los resultados de los controles para este

ensayo estan dentro de los criterios de aceptabilidad establecidos por su laboratorio.

Es una buena practica de laboratorio registrar para cada ensayo los numeros de lote de
los componentes usados, asi como las fechas en las que fueron abiertos por primera vez y
reconstituidos. También recomendamos el uso de graficos diarios de los controles - como
se describe, por ejemplo, en Westgard JO, et al. A multi-rule chart lar quality control. Clin
Chem 1981 ;27:493-501. Las muestras repetidas pueden servir como una herramienta de
valor adicional para monitorizar la precision interensayo, y que las parejas de los tubos del
control pueden espaciarse a lo largo de la tanda de ensayo para verificar la ausencia de

deriva significativa.

Valores Esperados: Suero

Los estudios de rango de referencia fueron llevados a cabo utilizando el kit de
Progesterona Coat-A-Count. Las poblaciones fueron seleccionadas excluyendo a mujeres
con problemas de fertilidad. Los resultados se muestran abajo en ngiml y nmolll. (Observar

que las muestras de la fase lutea media constituyen un sub grupo del grupo fase lutea.)
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Rango
Rango Central
Grupo de Mediana | Absoluto 95%
Referencia ng/mi ng/mi ng/ml n
Hombres 0,58 0,10-1,2 | 100
Mujeres
Fase Folicular 0,41 0,15--1,4| 95
Fase Lutea 6,8 1,6-21 85
Fase Lutea Media 13 5,2-23 32
Post Menopausia 0,27 0,11-0,90 20
Anticonceptivos 60
Oralos 0,34 0,18-0,64
Mujeres
Embarazadas
Primer Trimestre 21 7,4-71 20
Segundo 20
Trimestre %0 16-106
Tercer Trimestre 77 41-110 20

Fase Follcular 1,3 0,48-4,5 | 95
Fase Lutea 22 5,1-67 85
Fase Lutea Media 41 17-73 32
Post Menopausia 0,86 0,35-2,9 20
Anticonceptivos
Orales 1,1 0,57-2,0 60
Mujeres
Embarazadas

Primer Trimestre 67 24-226 20

Segundo Trimestre 146 57-337 20

Tercer Trimestre 245 130-350 20
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Ciclo Menstrual: El rango de referencia para una mujer en edad fértil (no utilizando
anticonceptivos) es una funcion de su lugar en el ciclo menstrual. Correspondientemente,
a quince mujeres ovulando normalmente se les hizo un seguimiento a lo largo de un ciclo
utilizando los kits DPC de radioinmunoensayo para FSH, LH y progesterona. Las mujeres
gozaban de buena salud y tenian perfiles de FSH y LH normales. Se tomaron muestras en
los dias O, 10, 13,14, 15, 17,20,22,24y28, contando a partir del ultimo periodo menstrual.
Se logro la normalizacion del pico de LH, designando para cada mujer el momento con el
resultado de LH mas alto como dia cero. Los perfiles de progesterona asi normalizados
fueron entonces trazados: la grafica de abajo describe los resultados medios de FSH, LH y

progesterona obtenidos en estas muestras.

Ovulatory Cycles

® LH, miU/mL
o FSH,

qw/Bu ‘auoia15860.id ©

Los resultados indican que los valores de progesterona temporalmente aumentan

considerablemente durante la mitad de la fase IGtea del ciclo menstrual.

Embarazo: En el embarazo la tendencia general es que los valores aumenten. Hay una
considerable variacion interpersonal en los valores de progesterona, particularmente en
grupos asociados con niveles elevados. (Observar que la medicion de los niveles de
progesterona es generalmente considerado no apropiado para la monitorizacién del

bienestar fetal en las Ultimas semanas del embarazo.?)

Estos limites han de considerarse sélo como una guia. Cada laboratorio debera establecer

sus propios intervalos de referencia.
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Caracteristicas analiticas

Ver la Tablas y Graficas de los datos representativos del rendimiento del kit de
progesterona Coat-A-Count. Los resultados de progesterona de las secciones mostradas
abajo estan expresados en ng/ml. A menos que esté indicado, los resultados de las
siguientes secciones se obtuvieron con muestras de suero, utilizando el Procedimiento

Basico.

Factor de Conversion:

ng/ml x 3,18 -> nmolll
Intervalo de calibracién: 0,1 - 40 ng/ml (0,3 -127 nmol/l)

Sensibilidad analitica
Procedimineto Basico:
0,02 ng/ml (0,06 nmol/l)
Procedimiento Alterno:
0,03 ng/ml (0,10 nmol/l)

Precision intraensayo (dentro del mismo run): Las estadisticas se calcularon para las
muestras a partir de los resultados de 20 pares de tubos en un solo ensayo. Los

resultados son expresados en ng/mL.(Véase la tabla "Precision intraensayo".)

Precision interensayo (entre diferentes run): La estadistica fue calculada para las
muestras a partir de los resultados de 20 pares de tubos en diferentes ensayos de la

técnica. Los resultados se expresan en ng/mL. (Véase la tabla "Precision interensayo".)

Especificidad: El antisuero Coat-A-Count Progesterona es altamente especifico para
progesterona, con una reactividad cruzada particularmente baja con otros esteroides de
produccion natural o drogas terapéuticas que puedan estar presentes en las muestras de

los pacientes. (Véase la tabla "Especificidad".)
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Linealidad: Las muestras fueron analizadas con varias diluciones. (Véase la tabla

"Linealidad" para resultados representativos.)

Efecto deriva: Ninguno hasta aproximadamente 500 tubos. (Ver tabla "End-of-Run
Effect").

Recuperacion: Se han analizado las muestras cargadas 1 a 19 con cinco soluciones (44,
20, 100, 300 Y 500 ng/ml) de progesterona. (Ver la tabla "Recuperacién" para resultados

representativos. )

Bilirrubina: La presencia de bilirrubina, en concentraciones hasta 200 mg/l, no tiene

ningun efecto sobre los resultados en términos de precision.

Hemodlisis: La presencia de eritrocitos hasta concentraciones de 30 _|/ml no tiene efecto

en los resultados, en lo concerniente a la precision del ensayo.
Lipemia: Puede interferir con el ensayo. (Ver tabla "Lipemia").

Tipo de Muestra Alternativa: Para determinar si los anticoagulantes interfieren con el
ensayo, se tomo sangre a 38 voluntarios en tubos vacutainer secos, heparinizados y con
EDTA. Todas las muestras fueron sujetas a ensayo con el kit Progesterona Coat-A-Count.

Por regresion lineal:

(Heparina) = 0,99 (Suero) - 0,03 ng/ml
r=0,997

(EDTA) = 0,98 (Suero) + 0,01 ng/ml
r=0,997

Medias:
12,8 ng/ml (Suero)
12,7 ng/ml (Heparina)
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12,6 ng/ml (EDTA)

Los resultados muestran que el plasma heparinizado y el EDTA proporcionan virtualmente

los mismos resultados que el suero con el ensayo Progesterona CoatA-Count.

Comparacion de Método: Trescientas cuarenta muestras de suero de pacientes fueron
sujetas a ensayo con el procedimiento Progesterona Coat-ACount y con el kit de
Progesterona IMMULITE de DPC, con concentraciones de progesterona que van desde
aproximadamente 0,17 a 18 ng/mL. (Ver grafica "Method Comparision".) Por regresién

lineal:

(CAC) = 1,05 (IML) + 0,13 ng/ml
r=0,993

Medias:
2,1 ng/ml (Coat-A-Count)
1,9 ng/ml (IMMULITE)

Asistencia técnica

Pongase en contacto con el distribuidor nacional.

El Sistema de Calidad de Diagnostic Products Corporation esta registrado para la
ISO 13485:2003.
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ANEXO 3

NEFAS (Randox) Y METABOLITOS DE LiPIDOS
Test enzimatico-colorimétrico (GPO-PAP). Conservar de 2 a 8°C.
FUNDAMENTOS DEL METODO

Los triglicéridos son hidrolizados enzimaticamente a glicerol, el cual mediante GK'y GPO,
libera el peroxido de H que se valora mediante la reaccion de Trinder, de acuerdo a las
siguiente reacciones.
NEFAS + ATP + COA AcilCoAsintetasg. ~ Acil CoOA + AMP + Ppi....
Acil CoA + O3 Acil CoA oxidasa 2,3 trans-enoil-CoA + H,0»
2 H,0, + TOOS + 4-AAP . peroxidasa Aducto purpura + 4 HyO
4-AAP = 4-aminoantipirina
TOOS = N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-m-toluidina

MUESTRA

Suero, plasma.

No usar plasma heparinizado ya que la heparina interfiere en el analisis. Los
anticuagulantes adecuados son los siguientes:
EDTA, Citrato de Sodio, Fluoruro de Sodio y Oxalato.

REACTIVOS
componentes concentracion de la solucion
1.Tampoén
tampodn fosfato 0.04 mol/l, pH 6.9
surfactante 3 mmol/l

2. Enzima/Coenzima

Acil Coenzima A sintetasa =2 0.03 U/ml
Ascorbato oxidasa = 1.5 U/ml
Coenzima A 0.9 mmol/Il
ATP 5.0 mmol/I
4 amino antipirina 1.5 mmol/l
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3. Diluyente de enzimas

Fenoxietanol 0.3% (w/v)
Surfactante
32, Maleimida 10.6 mmol/I

4.- Enzima reactivo

Acil Coenzima A Oxidasa =10 U/ml
Peroxidasa 7.5 U/ml
TOOS 1.2 mmol/l
5. Patron 1 mmol/|

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

1.Tampodn

listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre +2 y +8°C
2. Enzima/Coenzima

Reconstituir un vial de enzima/coenzimas 2 con 10 ml de Tampon 1. Estable durante 5
dias entre +2 y +8°C. No congelar. Proteger de la luz.

3. Diluyente de enzimas

listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre +2 y +8°C

32. Maleimida
reconstituir el contenido de una botella de Maleimida 3a con el contenido entero de una

botella de diluyente del enzima 3. asegurarse de que la maleimida estad completamemte
disuelta. Usar inmediatamente para reconstituir la botella 4.

4.- Reactivo enzima
reconstituir el contenido de un vial de reactivo enzima 4 con una botella de soluciéon 3a

reconstituida.
Estable durante 5 dias entre +2 y +8°C. No congelar. Proteger de la luz.
5. Patréon

Listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad cuando se conserva entre +2 y +8°C.
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PROCEDIMIENTO

Longitud de onda:
Cubeta:
Temperatura

Medicion:

550 nm
1 cm de espesor
37°C

frente al reactivo blanco

Pipetear en la cubeta:

Reactivo

blanco
Agua destilada 50 ulL
Patron -
Muestra -
Solucion 2 1.0 ml

Patron Muestra *Muestra

blanco

50 uL - _—
S T 7] R—
1.0ml 1.0m 1.0 ml

Mezclar e incubar a 37°C durante 10 min.

Solucién 4 2.0 ml

Muestra 0 e

20m 20ml 2.0ml
50 uL

Mezclar e incubar a 37°C durante 10 min. Leer la absorvancia de la muestra (Amuestra) Y del

patron (Apatron) frente a reactivo blanco a 550 nm.

*la muestra blanco solo se requiere en muestras con niveles elevados de bilirrubina o

hemoglobina ver nota.

N.B.: tiempo de lectura debe ser exactamente 10 min

CALCULOS

1. utilizando una curva de calibraciéon

La curva de calibracién debe ser confirmada para cada nuevo lote de reactivos de la forma

siguiente:

Reinicio de la actividad ovarica posparto, concentracion de progesterona y metabolitos de lipidos

en vacas lecheras suplementadas con aceite vegetal

96



Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

No de tubo 1 2 3 4
Nombre Blanco Patrén bajo Patrén normal | Patrén elevado
NEFAs patron | - 25 ulL 50 uL 100 wp L
Agua 50 L 25uL |  —— | -
Solucion 2

1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml 1.0 ml

Mezclar e incubar a 37°C durante 10 min.

Solucién 4 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml

Mezclar e incubar a 37°C durante 10 min.

Abs 0.000 (leer) (leer) (leer)

NEFAs conc. (mmol/l) 0.000 0.50 1.00 1.91

Representar la absorvancia (A550nm) frente a concentraciones de NEFAs (mmol/l). Debe

ser una linea recta, ya que sigue la ley de Beer y es lineal entre 0. y 2.0 mmol/l.

1. Utilizando patrén
la concentracion de NEFAs en una muestra puede ser determinada por medio de la

siguiente ecuacion.

Amuestra = Amuestra blanco

Mmol/I= X concentraciéon de patrén

APatrén

Control de calidad
Para un control de reproducibilidad: multisuero bajo, normal y elevado

Linearidad
El método es lineal hasta 2.0 mmol/l. Para muestras con concentraciones superiores, diluir
1+3 con agua bidestilada y repetir la prueba. Multiplicar el resultado por 4.

Rango normal

En ayunas: 0.1-0.9 mmol/l
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Notas
1. Muestras visiblemente lipémicas requieren una muestra blanco.
2. Muestras con niveles de bilirrubina o de hemoglobina superiores a los indicados a

continuacion requieren una muestra blanco:

3.
Niveles maximo permitido para | Efecto sobre el resultado
pruebas de exactitud
Bilirrubina 10 mg/dl Disminuido
hemoglobina 100 mg/dl Aumentado

Estas muestras requieren una muestra blanco*

(Amuestra blanco)- La concentracion de NEFAs se calculade la siguiente manera:

Amuestra = Amuestra blanco

Mmol/I= X concentraciéon de patrén

APatrén

4. La muestra que va a ser analizada no debe ser heparinizada, ya que esto
estimulara la actividad e la lipoprotein-lipasa provocado por la liberacion de NEFAs
de los triglicéridos asociados a las lipoproteinas sanguineas. En consecuencia, la
sangre extraida de pacientes que estan recibiendo tratamiento terapéutico con
heparina, 0 sangre recogida en envases con heparina no es adecuada para esta
prueba.

5. Debido a la incorporacion de ascorbato oxidasa en el reactivo enzima 4, niveles de
acido ascorbico superiores a 20 mg/dl (es decir = 10 veces el valor normal) no
interfieren en la prueba.

6. Las determinaciones de NEFAs deben llevarse a cabo con suero obtenido de
individuos en ayunas, de lo contrario los resultados no pueden ser directamente

comparados con los rangos normales de controles en ayunas.
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7. Si la muestra de suero permanece a temperatura ambiente durante un tiempo
considerable, el nivel de NEFAs aumenta debido a la accidn enzimatica; por tanto,
si el andlisis no es inmediato las muestras de suero pueden congelarse a -20 °C
durante un maximo de 24 hrs.

8. Si Apatron - Areactivoblanco €S < 0.180, repetir la prueba con reactivo fresco.

Precauciones
Unicamente para diagnostico in-vitro, no pipetear con la boca. Respetar las precauciones
normales necesarias, que se requieren al manejar reactivos de laboratorio.
Referencias
1. DeVries, G.H., Mamunes P., Miller, C.D. and Hayward, D.M., Analitical Biochem.
1976; 70: 156-166.
2. Henry, R.J., Clinical Chemistry, Principles and Techniques, 2" Edition, Harper and Row,
1974: p. 1451.
3. Matsubara, C.,Neshikawa, Y., Yoshida, Y. And Tateamura, K., Analytical Biochem.
1983. 130:128-133.
4. Mulder, C.J., Clin. Chem. Clin. Biochem. 1983. 21:823-827.

LI PI DOS TOTALES

Método Colorimétrico

Cato No.
TL100 1. Patron 1x70 ml
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3 x 100 ml 2. Reactivo Colorante 3 x 100 ml

Reactivo adicional: acido sulfurico concentrado (Requerido pero no suministrado)
METODO COLORIMETRICO

PRINCIPIO™

Los lipidos reaccionan con acido sulfurico, acido fosforico y vanilina para formar un

complejo de color rosado.

MUESTRA

Suero o plasma heparinizado.

REACTIVOS
Componentes Concentracion en la prueba
1.Patron
Lipidos Totales 10 gll (1000 mg/dl)
2. Reactivo colorante
Acido fosférico 11.7 mol/l
Vanilina 13 mmol/l

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES
Todas soluciones estan listas para usar. Estables hasta la fecha de caducidad cuando se

conservan entre +15y +25 °C.

PROCEDIMIENTO
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Longitud de onda: Hg 546 nm (530-560 nm)
Cubeta: 1 cm de espesor
Medicion: Frente a reactivo blanco
Temperatura de reaccion: 100°C
Temperatura de medicion: 20-25°C

Pipetear en tubos de ensayo:

Reactivo
Blanco Patron Muestra
Solucidn —— 10.05 ml ——
Muestra -— — 0.05 ml
Acido sulfurico -— 2.00 ml 2.00 ml

Tapar, mezclar por inversion y dejar reposar en un bafo de agua hirviendo durante 10 min.

Después enfriar en un bafio de agua fria y pipetear de nuevo en tubos de ensayo secos:

A partir de las soluciones

Anteriores — 0.10 ml 0.10 ml
Acido sulfurico 0.10 ml -—— —
Solucioén 2 2.50 ml 2.50 ml 2.50 ml

Mezclar, dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente (20 - 25°C). Verter
sobre cubetas secas y leer la absorbancia de la muestra (Amuestra) y del patron (Apatron)

. frente al reactivo blanco antes de 30 minutos.
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CALCULOS

Para calcular la concentracion total de lipidos en la muestra:

gll = Amuestra
10 x
Apatron
mgldl = Amuestra
1000 x
Apatron

VALORES NORMALES!"

Suero: 4-10 gll (400-1000 mg/dl)

Como puede haber variaciones debido a la edad, sexo, dieta y situacién geografica, se

recomienda que cada laboratorio establezca sus propios rangos normales.

CONTROL DE CALIDAD

Para un control de exactitud y reproducibilidad:
Multisueros normal y elevado ensayados

Para un control de reproducibilidad:

Multisueros bajo, normal y elevado.

LINEARIDAD
Si la concentracion de lipidos totales excede 40 g/l (4000 mg/dl) diluir 0.1 mi de muestra

con 0.9 mi de NaCl al 0.9% y repetir la prueba. Multiplicar el resultado por 10.

NOTAS
La solucion 2 y el acido sulfurico son muy viscosos. Se recomienda pipetear cerca de la
base del tubo de ensayo y mezclar bien ambas soluciones. Debe tenerse cuidado cuando

se llenen las cubetas ya que las burbujas de aire atrapadas tardan en desaparecer. Si el
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volumen final no es suficiente para llenar la cubeta, los volumenes especificados pueden
duplicarse sin que los calculos se vean afectados. Detergentes y grasas interfieren en la

determinacion.

PRECAUCIONES
Unicamente para diagnéstico in vitro. No pipetear con la boca. Respetar las precauciones

normales necesarias, que se requieren al manejar reactivos de laboratorio.

La solucion 2 contiene acido fosforico que es caustico. Si la solucién entra en contacto con
la piel 0 mucosas, lavar inmediatamente con agua abundante. Si la solucién entra en
contacto con los ojos lavar inmediatamente con agua y consultar un oftalmélogo. No fumar
mientras se usen estas soluciones. Mantener la solucion 1 lejos de llamas abiertas,

descargas eléctricas y fuentes de calor ya que podrian prender.

REFERENCIAS
1. Zollner, N., and Kirsch, K., Z Ges. Exp. Med., 1962 135: 545.

COLESTEROL LDL con Patron

Método de Precipitacién con Heparina

Cal. No.
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CH 1350A Reactivo Precipitante 1x100 ml
Patrén de Colesterol 1Xx 5ml
CH 1351 Reactivo Precipitante 3 x 100 ml
Patrén de Colesterol 1x 5mi

PRINCIPIO

Las lipoproteinas de baja densidad (LOL) se precipitan por medio de la heparina en su
punto isoélectrico (pH 5.04) después de la centrifugacion las lipoproteinas de alta
densidad (HOL) y las de muy baja densidad (VLDL) permanecen en el sobrenadante.

Estas se pueden determinar por medio de métodos enzimaticos.

MUESTRA Suero

COMPOSICiON DEL REACTIVO

Componentes Concentracion inicial de la solucion
Heparin 50,000 U/l
Citrato sddico 0.064 mol/l, pH 5.04
Patrén 1.29 mmol/l (50 mg/dl)

PREPARACION DE REACTIVOS:

1.- Listo para usar. Estable hasta la fecha de caducidad conservado entre +2 y + 8°C. El
estandar esta listo para su uso. Estable hasta la fecha de caducidad almacenado entre +2
y +8 °C

DETERMINACION DE COLESTEROL LDL Vease paquete adicional de colesterol CHOD-
PAP Cat. CH198, CH199, CH200, CH201
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DETERMINACION DEL NO LDL COLESTEROL

Se puede hacer con patrén o con factor

Nota: El patrén de 50 mg/dl no debe usarse en el paso de precipitacion.

1. Precipitacion

Pipetear en tubos de centrifugacion:

Suero

Reactivo de precipitacion

100 p1
1 000 u1

Mezclar y dejar reposar 10 min a temperatura ambiente. Centrifugar durante 15 min a

4.000 rpm determinar la concentracion de colesterol del sobrenadante hasta la hora

siguiente a la centrifugacion.

2. Prueba de Colesterol en el sobrenadante

Longitud de onda:
Cubeta:
Temperatura:

Medicion:

500 nm. Hg 546 nm
1 cm de espesor
20-25°C 6 37°C

Frente a reactivo blanco

Pipetear en tubos de ensayo.

Reactivo  Patron

Blanco 50 mg/dl  Muestra

Agua destilada 50 ul - -——-
Sobrenadante - - 50pl
Patron - 50ul -
Reactivo 1000 pl 1000 pl 1000 pl
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Mezclar, incubar durante 10 min entre +20 y +25°C 6 5 min a 37°C. Medir la absorbancia

de la muestra (Amuestra) y del patron (Apatron) frente al reactivo blanco antes de 60 min.

1.Calculo del NO LDL con patrén de 50 mg/dl

AAm uestra

patrén

x 550*

*= Se considera la dilucion en el paso de precipitacion

2. Calculo del NO LDL con factor
Concentracion de colesterol en el sobrenadante
No LDL = Abs de muestra - Abs de blanco x F

mmol/| mg/dl
500 nm 32.70 1265
Hg 546 nm 49.63 1920

Calculo de LDL Colesterol
Se requiere cuantificar el contenido de Colesterol total y restar el valor obtenido en el
sobrenadante

Colesterol- LDL = Colesterol Total - Colesterol en el sobrenadante

Interpretacién Clinica
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Rango de valores esperados LDL Colesterol en suero_

mg/dl mmol/|
Pronostico favorable <150 <39
Rango Sospecha 150 - 190 3.9-4.9
Riesgo aumentado > 190 >49

NOTAS

Las lipoproteinas de baja densidad y las poco frecuentes aterogenicas precipitan
cuantitativamente.

Se da una ligera coprecipitacion de VLDL, pero dado que su contenido de colesterol es
bajo, los valores de colesterol LDL no aumentan significativamente y no afecta a la

estimacion de riesgo cardiovascular.

CONTROL DE CALIDAD
Para un control de exactitud y precision

Multisueros: Control de Lipidos , bajo, normal y alto

REFERENCIAS:

1.- H. Wieland and D. Seidel, J. Lipid Res. 24,904
(1983)

2.- G. Assmann, Internist 20,559 (1979)
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COLESTEROL HDL DIRECTO

Método de aclaramiento

Cat No.
CH 2652  Reactivo enzimatico R1 6x30 ml
Reactivo enzimatico R2 3x20 ml
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Solucién patrén HDL
CH 2652 A Reactivo enzimatico R1 2x30 ml
Reactivo enzimatico R2 1x20 ml

Solucién patron HDL

IMPORTANCIA CLINICA

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) transportan el colesterol desde las células
periféricas hacia el higado, donde es convertido a acidos biliares y es excretado hacia el
intestino. Se ha comprobado que existe una relacion inversa entre los niveles de HDL y la

incidencia de enfermedades coronarias®"
PRINCIPIO % el ensayo consiste en dos partes:
FASE DE ACLARAMIENTO
1. La eliminacion de quilomicrones, VLDL y LDL colesterol por medio de colesterol

esterasa, colesterol oxidasa y subsecuentemente catalasa.

Esteres de colesterol colesterol esterasa colesterol + acidos grasos

»
»

Colesterol + O2 colesterol oxidasa  colestenona + H2 y O2

»
»

H2 O2 catalasa + 2 H2 O + O2
e

FASE DE REACCION
2. La determinacion especifica de la fraccion HDL-colesterol después de la etapa
descrita en el paso 1.

Esteres de colesterol colesterol esteraga Colesterol + acidos grasos

Colesterol colesterol oxidasg ~ colestenona + H2'y O2
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2 H202 + 4-AA + HDAOS peroxidagp pigmento de quinona + 4H202

La intensidad de quinoneinina producida es directamente proporcional a la concentracién

de colesterol.

En la segunda reaccidn la catalasa se inhibe por otros componentes.

MUESTRA:

Suero o plasma heparinisado, no emplear EDTA. El HDL- colesterol es estable 6 dias

entre +2 y +8°C. La muestra no debe congelarse.

COMPOSICION DE LOS REACTIVOS:

Reactivo enzimatico R1 :

solucion tampén pH 7.0

HDAOS N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3, 5-dimetoxianilina)
Colesterol esterasa

Colesterol oxidasa

Catalasa

Reactivo enzimatico R2:

Solucién tampén pH 7.0

4-aminoantipirina

peroxidasa

PREPARACION DE LOS REACTIVOS:

100 mmol/L

0.56 mmol/L
800 U/L
507 U/L
800 KU/L

100 mmol/L
4 mmol/L
4 KU/L

Reactivos R1 y R2: los reactivos estan listos para su uso. Estable hasta la fecha de

caducidad almacenado entre +2 y +8 °C. Una vez abiertos debe evitarse la contaminacion

y deben mantenerse los frascos bien tapados.

Evite introducir pipetas o puntas en el reactivo
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PROCEDIMIENTO:

Longitud de onda 578 nm
Cubeta 1 cm paso de luz
Temperatura 37 °C

Pipetear en tubos de ensayo:

Patron Muestra
Patron 10 uL R
Muestra --- 10 uL
Reactivo R1 750 uL 750 uL

Mezclar, incubar 5 minutos a 37°C. Medir la absorvancia A1 de la muestra y del patréon

contra agua destilada.

Después agregar:

Reactivo R2 0.250 ml 0.250 ml

Mezclar, incubar 5 minutos a 37°C la absorbancia A2 de la muestra y del patron contra
agua destilada.
CALCULOS:
(A2-A1) muestra
HDL-coles= X concentracion del patron
(A2-A1) patron

VALORES ESPERADOS:

Sinriesgo  Riesgo moderado  Riesgo alto
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Hombres >55 mg/dl 35-55 mg/dl <35 mg/dl
Mujeres >65 mg/dI 45-65 mg/dI <45 mg/dl

De acuerdo al programa nacional de educacion de colesterol (NECP) los valores de HDL-
colesterol pueden ser afectados por un gran numero de factores como fumar, ejercicio,
hormonas, edad y sexo. Por lo que se recomienda que cada laboratorio determine los
valores de acuerdo a su poblacion.

INTERFERENCIA:

El ensayo no se ve afectado por muestras ictéricas con bilirrubinas <30 mg/dl, factor
reumatoide <1000 IU/ml, hemoglobina <500 g/dl y triglicéridos <1200 mg/dl. Si se sobrepasan
estas concentraciones la muestra debe diluirse 1+9 con solucion salina fisiologica. El

resultado se multiplica por 10.

LINEARIDAD: hasta 150 mg/dl
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