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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar “in vivo” las reper-
cusiones que tiene la adicién de malato sédico sobre parame-
tros del medio interno, comparandolos con los resultados obte-
nidos al aplicar monensina sédica. Los parametros sanguineos
estudiados fueron: glucosa, colesterol, triglicéridos, acidos gra-
sos libres, y las enzimas aspartato amino transferasa (ASAT),
amilasa y gamma glutamil transpeptidasa (GGT). El estudio
fue realizado con 13 animales, 8 de ellos recibieron malato s6-
dico y 5 animales monensina sédica, extrayendo 6 muestras a
cada animal, una toma basal (toma 1), y a los 3 (toma 2), 7
(toma 3), 21 (toma 4), 46 (toma 5) y 57 dias (toma 6). Los re-
sultados obtenidos muestran muy pocas diferencias entre am-
bos grupos y evoluciones parecidas, con variaciones entre
grupos en el dia 3 (acidos grasos libres), dia 7 (GGT), en el
dia 21 (amilasa) y en el dia 46 (amilasa y GGT). En cuanto a
las evoluciones de los parametros a lo largo del experimento,
colesterol, triglicéridos, amilasa y ASAT son los cuatro para-
metros que presentan cambios estadisticos, con evoluciones
similares en ambos grupos.

Palabras clave: Enzimas, metabolitos, monensina, malato,
terneros.

ABSTRACT

Effects of sodium malate addition on selected blood parame-
ters, compared with the monensin addition were evaluated in
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this study. Serum glucose, triglycerides, cholesterols, free fatty
acids (FFA), and the enzymes aspartate amino transferase
(ASAT), amylase and gamma glutamyl transpeptidase (GGT)
were studied. Thirteen steers, distributed in two different
groups were used, one group (n=8) received sodium malate,
and another group (n=5) received monensin and considered
for us as a control group. Six samplings were obtained for each
animal, at day 0 (before addition), and at days 3; 7; 21; 46 and
57 (after addition), respectively. Results obtained showed a
similar evolution in both groups with small differences between
them, at day 3 (FFA), at day 7 (GGT), at day 21 (amylase) and
at day 46 (GGT and amylase). In relation with the evolution, we
have seen similar statistical changes in both groups for choles-
terol, triglycerides, amylase and ASAT assays.

Key words: Enzymes, metabolites, monensin, malate, steers.

INTRODUCCION

La mejora de las producciones y la prevencién de diver-
sas enfermedades han sido dos de los condicionantes que han
llevado a los nutricionistas a incorporar aditivos zootécnicos en
el pienso de animales en cebo. Desde el bicarbonato, probado
con éxito en la década de los 50 [21], se han ido utilizando nu-
merosos productos, entre los que destaca la monensina, anti-
biético ionéforo del que en la década de los 70 se inicia su es-
tudio relativo a su influencia sobre parametros zootécnicos,
como son la ganancia media diaria, indice de conversion vy efi-
ciencia productiva [4] e, incluso utilizado como profilaxis de
procesos patolégicos, como el meteorismo y la acidosis lactica
ruminal [16]. También se le han atribuido otros efectos como el
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incremento de la eficiencia del metabolismo energético y del
proteico, tanto a nivel del rumen como a nivel del medio inter-
no [4]. Pero la entrada en vigor de la normativa comunitaria
(Propuesta COM(99)388-final, que sustituira a la ley
70/5247CEE), que prohibe el uso de éste antibiético a partir de
este afo en toda la Comunidad Europea, ha obligado a profun-
dizar en el estudio del papel, que nuevas moléculas puedan ju-
gar en relacion a éstos procesos. Entre ellas, cabe citar a los
acidos dicarboxilicos, como son el acido malico y sus sales,
los cuales han sido estudiados, y comparado sus resultados
bajo los mismos parametros que los de la monensina [17]. Asi-
mismo, desde el punto de vista ruminal, Martin y col. [15] le
han atribuido a estos acidos efectos similares, sobre el meta-
bolismo energético y proteico, a los descritos para la monensi-
na. Pero en la bibliografia muy poco se ha reportado sobre el
efecto que unos y otros tendrian sobre parametros metabdli-
cos del medio interno [11, 14], y menos a lo largo de un ciclo
productivo completo, por lo que el objetivo del presente estu-
dio fue evaluar la influencia derivada de la adicion de monensi-
na y malato, tanto sobre parametros sanguineos indicadores
del metabolismo energético, como sobre las enzimas intima-
mente relacionadas con ellos, como son las indicadoras de
funcionalidad hepatica.

MATERIALES Y METODOS

En un estudio de 57 dias, 13 terneros de raza azul blan-
co belga fueron distribuidos en dos grupos de tratamientos,
constituidos por 8 animales en el caso del malato y 5 animales
en el caso de la monensina, y en los cuales la Unica diferencia,
en cuanto a la composicion de la racion, fue la incorporaciéon
de la monensina sédica (a dosis de 30 mg/Kg. producto Ru-
mensin® Elanco Animal Health) a un grupo y el malato sodico
(2,8 Kg./tm producto Rumalato® Norel & Nature) al otro grupo.
Dado que la monensina sédica se emplea de forma rutinaria
en las explotaciones de terneros de ceba en Espaia, este gru-
po ha sido considerado en el presente estudio como grupo
control. El estudio se realiz6 durante la denominada fase de
crecimiento, con una edad de los animales comprendida entre
las 14 semanas de vida y las 23 semanas, y que se prolonga
desde el dia 0 (antes de incorporar el aditivo), hasta el dia 57
posterior a su aplicacion. Las caracteristicas nutricionales de
la racion administrada a ambos lotes estan expresadas en la
TABLA I.

Los animales fueron mantenidos en el mismo establo, en
diferentes corrales segun el tipo de aditivo recibido, y tanto la
alimentacion como el agua se les suministraron ad libitum.

Los muestreos comenzaron el dia 0 (previo a la incorpo-
racion de los aditivos zootécnicos, y considerando esta toma
como la basal), dia 3 (a los tres dias del cambio), y posterior-
mente a los 7; 21; 46 y 57 dias.

Las muestras se obtuvieron de la vena yugular, por ve-
nopuncion, trasladandose al laboratorio en condiciones de re-

frigeracion a 4°C, donde tras la coagulaciéon de la sangre se
obtuvo suero, el cual fue centrifugado a 2000 x g 10 min, para
obtener muestras limpias, luego fueron separadas en alicuo-
tas, y conservadas a -20°C hasta su posterior procesado labo-
ratorial.

Los parametros séricos analizados fueron glucosa, co-
lesterol, triglicéridos, acidos grasos libres, y las enzimas fueron
ASAT, GGT y Amilasa. La determinacion de la glucosa sérica
se realizé directamente en el establo, utilizando un analizador
portatil (i-STAT, EC8" Windsor Center Drive, EUA validado
para Medicina Veterinaria [25]. Para el colesterol y triglicéridos
se utilizaron técnicas colorimétricas desarrolladas por laborato-
rios Gernon (Alemania), con los acidos grasos libres, la técnica
utilizada fue de Randox laboratories (Gran Bretafia) y en el
caso de las enzimas, los reactivos fueron suministrados por la
casa Human-H (Alemania). Para la cuantificacion de las activi-
dades enzimaticas de aspartato aminotranferasa, amilasa y
gamma glutamil transpeptidasa, se utilizaron técnicas enzima-
tico-colorimétricas a 37°C, realizando todas las mediciones,
tanto de metabolitos como de enzimas, en un espectrofotéme-
tro de absorcién ultravioleta/visible (Perkin-Elmer Lambda 2,
E.U.A.).

En cuanto al analisis estadistico, todos los analisis fue-
ron realizados usando el paquete estadistico SPSS 11,5. Los
datos fueron analizados para determinar si seguian una distri-
bucion normal utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov [23].
Cuando los datos siguieron una distribucion normal, la homo-
geneidad de varianzas se verifico utilizando el test de Levene

TABLA |

INGREDIENTES DE LA RACION Y COMPOSICION

QUiMICA DE LA MISMA/ INGREDIENTS AND CHEMICAL
COMPOSITION OF THE DIET

Ingredientes (en % MS)

Cebada 25,0
Maiz 30,0
Melaza 2,5
Grasa palma 1,4
Soja 44 16,0
Gluten feed 10,0
Salvado trigo 8,0
Raicilla 2,0
Cascarilla soja 1,8
Bicarbonato 0,6
Corrector 3,3

Composicion de nutrientes (%MS)

Proteina Bruta (%) 16,0
Fibra Bruta (%) 5,0
Extracto Etero (%) 3,7
Cenizas (%) 6,1
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[23]. El analisis de varianza considerado fue el tratamiento
(malato o monensina) como efecto principal fijo, y el dia del
muestreo como medidas repetidas. Tras el andlisis de varian-
za, las diferencias significativas entre-grupos se contrastaron
utilizando el test de Bonferroni [8]. Las diferencias estadisticas
para cada modelo fueron consideradas cuando la P< 0,05. Los
datos de los dos grupos (monensina o malato) fueron compa-
rados utilizando el test T-Student, o el test U de Mann-Whitney
[23], en el caso de que la distribucion no fuera normal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los resultados obtenidos en el experimento estan
reflejados en la TABLA I, en la cual, el valor de P hace refe-
rencia a la evolucién en el tiempo, sefalando las diferencias
en el mismo grupo y en distinto momento con superindices di-
ferentes, y las casillas en negrita hacen referencia a las dife-
rencias entre grupos en la misma toma.

Comenzando por el metabolismo glucidico se pudo ob-
servar que los niveles de glucosa sérica se mantuvieron esta-
bles en ambos grupos, sin cambios significativos, con cifras
maximas en el dia 3 y minimos en el dia 57. Tampoco se de-
tectaron diferencias entre lotes. Al analizar los resultados obte-
nidos para la enzima amilasa encontramos cambios significati-
vos para ambos lotes de animales: el grupo suplementado con
monensina presentd los menores indices en el dia 0 y los ma-
ximos en el dia 46, al igual que el grupo que recibié6 malato,
cuyos valores inferiores se registraron al final de la experiencia
(dia 57). Las diferencias entre grupos se hacen significativas
en los dias 21 y 46, en donde se observa que los animales su-
plementados con el ion6foro presentan valores superiores a
los que recibieron malato. Esta tendencia se presenta no sélo
para este parametro sino también en los niveles de glucosa y
de acidos grasos libres.

El mantenimiento de la homeostasis glucidica a expen-
sas del higado varia en funcion de la edad de los animales, ya
que el propionato, producido en rumen como resultado de la
fermentacién de los azucares ingeridos, supone el 65% del to-
tal de la gluconeogenesis hepatica en animales adultos, y soélo
el 37% en terneros en fase de crecimiento [12], por lo que en
animales jévenes el higado es menos critico a la hora de regu-
lar la glucemia, a diferencia de bovinos adultos [1]. Este hecho
pone de manifiesto que en animales jovenes existen otros me-
canismos alternativos para mantener los niveles de glucosa
sanguinea, como es su absorcion intestinal a través de la acti-
vacion de las transportadoras glucosa-sodio especificas. Para
que se produzca una mayor activacion de los mismos, debe de
llegar al intestino una mayor cantidad de glucosa, y este hecho
se consigue con la adicion de aditivos, ya sea monensina [16]
o malato [11], aunque sus mecanismos de accién sean dife-
rentes. Ademas, las dietas de alto contenido en concentrado,
como en el presente caso, van a favorecer el escape ruminal
de glucosa [20]. Ambos hechos, que concurren en este estu-
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dio, podrian conducir a pensar que se pueden encontrar cam-
bios en este parametro, ya que la mayor cantidad de glucosa
en intestino conduciria a una mayor absorcion de la misma,
determinando un incremento en sus valores. Sin embargo, y
pese a que se cumplen los requisitos citados anteriormente,
no se detect6 ninguna diferencia al comparar la evolucion del
parametro en el tiempo, lo cual concuerda con lo descrito pre-
viamente en terneros de cebo por Duff y col. [6]. La raz6n po-
dria estar en otro cambio metabdlico que ocurre de forma si-
multanea a nivel intestinal, y que consistiria en una disminu-
cion en la cantidad de amilasa pancreatica [24], de forma com-
pensatoria, y cuyo objetivo seria disminuir la cantidad de azu-
cares hidrolizados a nivel del intestino, para disminuir asi la
cantidad de oligosacaridasas, generandose por lo tanto un me-
nor numero de unidades de glucosa a este nivel, lo cual contri-
buye a mantener los valores de glucosa sanguinea dentro de
la normalidad. Por el contrario, se encontraron en el presente
estudio, cambios a lo largo del experimento, en ambos lotes, al
valorar la amilasa pancreatica, con incrementos en los niveles
de la enzima concomitantes a los de glucosa, con excepciéon
del lote del malato en la ultima toma, llegando a mostrar cifras
diferentes a los 46 dias entre grupos. Los datos obtenidos
coinciden con los sefialados por Chuch [5] y Walker y Harmon
[26], quienes desconocen el mecanismo intrinseco de la rela-
ciéon encontrada, e incluso matizan que esta relacion entre
amilasa y glucosa no apareceria cuando se infunde hidrolizado
de azucares directamente en el rumen, aunque ellos describen
que un factor critico que aseguraria esta conexion seria el pH
ileal, y que este mismo vendria condicionado por el tipo de ali-
mentacion que reciben los animales. Para Swanson y col. [24],
el factor determinante de la relacién seria el nivel de proteina
metabolizable en la racién, de tal forma que, si es la adecua-
da, se asegura el incremento en la sintesis de amilasa, mien-
tras que en caso contrario esto no sucederia. Owens y col.
[19] establecen una relacion directa entre glucosa y amilasa a
nivel del rumen, de tal forma que sefialan que la glucosa es li-
berada desde los azucares por accién de la amilasa, aunque
no son capaces de precisar si el aumento de glucosa registra-
do en caso de acidosis ruminales se debe a un incremento de
produccién ruminal o bien, a una disminucién en la utilizaciéon
de la glucosa, a pesar que el alto consumo de concentrados
sea un factor determinante del proceso. Si se observd como
los animales que consumian monensina presentan cifras su-
periores a los del grupo del malato, con diferencias estadisti-
cas en el dia 49, y que esta variacion podria ser explicada en
base al papel de los iono6foros, los cuales, a nivel ruminal, pa-
recen disminuir tanto la degradacion de péptidos como la dea-
minacion de aminoacidos [3], favoreciendo que parte de esos
aminoacidos lleguen intactos al intestino y sean utilizados para
formar la enzima, lo cual coincidiria con el papel critico de la
proteina sefialado por Swanson y col. [24].

En lo que respecta a los parametros del metabolismo li-
pidico, se observaron diferencias significativas en la evolucion
del colesterol sérico, alcanzando los maximos valores en el dia
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57, mientras que las menores concentraciones se apreciaron
en el dia 0 para el lote monensina y en dia 46 para el lote ma-
lato. Al comparar ambos grupos no se detectaron diferencias.
En el caso de los triglicéridos, en el lote de monensina el ma-
yor valor aparece a los 7 dias, y el minimo valor en el dia 57,
aunque sin relevancia estadistica, pese a que el valor de P en
este grupo sugiera que si existen diferencias estadisticas entre
tomas, las cuales no aparecen al aplicar una prueba tan res-
trictiva como el test de Bonferroni [8]. En el lote de animales
que recibieron malato, se observé que las cifras superiores
aparecen en el dia 0, existiendo diferencias entre la primera
mitad de muestreo y la ultima toma, la cual presenta las cifras
mas bajas de este parametro. Llama la atencion, cémo el me-
nor valor de glucosa sérica en ambos grupos coincide con el
menor valor de triglicéridos y el mayor valor de colesterol, am-
bos en sangre. Al realizar las comparaciones entre grupos no
se observaron diferencias significativas. Finalmente, los acidos
grasos no presentaron diferencias significativas a lo largo del
estudio y para ambos lotes, a pesar del alto valor apreciado en
el grupo monensina en el dia 0. En este grupo las menores
concentraciones se obtuvieron en el dia 7 del estudio. El grupo
de animales suplementados con malato mostré en el dia O los
valores inferiores mientras que los superiores corresponden al
final del estudio (dia 57). Las diferencias entre grupos se de-
tectaron en el dia 3, cuando los animales suplementados con
el antibiético ionéforo mostraron niveles superiores a los suple-
mentados con el acido organico.

Tanto el colesterol como los triglicéridos séricos mues-
tran variaciones, con tendencia a incrementarse la colestero-
nemia y descender la trigliceridonemia al final de la fase de
crecimiento, aunque dichos cambios no pueden ser atribuidos
a la acciéon de los aditivos en nuestro estudio, al ser similares
en ambos grupos. De hecho, Duff y col. [6] sefialan que en
teoria, la monensina incrementaria la sintesis de lipidos bacte-
rianos a nivel ruminal, aumentando por tanto su capacidad ab-
sortiva a nivel intestinal, al incrementar los acidos grasos de
cadena larga, aunque él, en su propio estudio, no encuentra
cambios asociado al empleo de los ionéforos. Se ha encontra-
do coincidencia con Besong y col. [2], para quienes el incre-
mento del colesterol en sangre se vincula al consumo de su-
plementos de grasa en la racién. Los resultados del presente
estudio coinciden de forma parcial con los de Martin y col. [15],
quiénes si aprecian que, tras la aplicacion de DL-malato, exis-
te una tendencia a incrementar el colesterol y un descenso en
los triglicéridos, a pesar de no describir diferencias significati-
vas, lo cual ya fue sefialado por Sanson y Stallcup [22].
Duffield y col. [7], sefialan en ganado vacuno adulto la influen-
cia de la monensina sobre estos parametros, en el mismo sen-
tido que los del presente estudio, y los justifican considerando
que el aumento de colesterol reflejaria una mayor exportacion
hepética de lipoproteinas y los bajos triglicéridos una menor
acumulacién de grasa en la misma viscera.

Los acidos grasos libres no se ven modificados significa-
tivamente a lo largo del estudio en ambos grupos, a excepciéon
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de la toma correspondiente a los tres dias, en la cual el grupo
de animales que recibieron monensina presenta cifras superio-
res y diferentes al grupo de malato. Este incremento puntual y
reversible, producido justo tras el cambio de pienso, podria ser
debido al cambio en la palatabilidad del concentrado que ocu-
rre con la adicion de la monensina, tal y como sefiala Erickson
y col. [9], quienes incluso sefialan que la pérdida de la apeten-
cia es independiente de la dosis aplicada del mismo. En lineas
generales parece claro que la evolucién es un reflejo del ba-
lance nutricional en el cual se encuentra el animal, en el senti-
do que la energia consumida cubre las necesidades organi-
cas, por lo que no se produce una situacién de lipomoviliza-
cion o de déficit energético, que conduciria a la elevacion de
triglicéridos y de los propios acidos grasos libres [16, 18].

Por ultimo, y en relacién a las actividades de las otras en-
zimas analizadas (ASAT y GGT), hemos podido apreciar como
la primera se ha comportado de forma similar en ambos grupos,
aunque con fluctuaciones estadisticas: para los dos lotes las
menores actividades corresponden al dia 7 y las maximas al dia
46. Al realizar las comparaciones entre grupos no se apreciaron
diferencias relevantes desde el punto de vista estadistico. En
relacion a la GGT el grupo suplementado con monensina pre-
sentd las maximas actividades en el dia 46 del estudio y las mi-
nimas en el dia 57, mientras que el lote malato mostré las maxi-
mas actividades en el dia 21 mientras que el dia 0 corresponde
con el de minima actividad. Aun asi no se registraron diferen-
cias estadisticas a lo largo de la fase experimental. La evolucién
de estos resultados se asemeja a lo observado para la amilasa.
Las diferencias entre grupos se detectaron en los dias 7 y 46,
siendo el grupo de animales suplementado con monensina
quienes mostraron las mayores actividades.

El andlisis de estos resultados muestra que el acido orga-
nico presenta, en lo que respecta a ASAT, variaciones en el
modelo matematico, aunque al realizar las comparaciones entre
tomas no se encontraron diferencias. De todas formas, llama la
atencion que a los 7 dias, en ambos grupos se presentan cifras
menores de esta enzima, alcanzando el pico maximo en el dia
46 en ambos grupos. Hall y col. [10] establecen una cierta rela-
ciéon entre la enzima y el antibiético ionéforo, aunque sin expli-
car el mecanismo, por la cual sefialan que la intoxicacion por
monensina conduce a la elevacién de la actividad enzimatica de
la ASAT. En el presente caso, sorprende como el mayor valor
de triglicéridos en este grupo coincida con el menor valor de la
enzima (dia 7), de lo cual podria deducirse que la actividad he-
patica se ve disminuida en ese momento [16], aunque este he-
cho no se ve corroborado por el presumible, y no acontecido in-
cremento de los acidos grasos libres. En el caso del malato,
Sanson y Stallcup [22] no encuentran diferencias al aplicar DL-
malato en terneros en cebo. Una posible explicaciéon seria que
el incremento transitorio de la ASAT en el dia 46, diferente esta-
disticamente y mas acentuado en el grupo de animales que re-
cibieron malato, vendria condicionado por el incremento puntual
de la actividad hepatica, que se verifica con objeto de incremen-
tar la oxidacion de los &cidos grasos libres circulantes en la san-



gre [13], siendo considerado un mero ajuste del medio interno,
como respuesta al incremento observado en las etapas pre-
vias de los lipidos circulantes en sangre en ese momento, qui-
zas mas marcados en el grupo de la monensina.

La GGT no se ve influida por el tratamiento a lo largo del
experimento, aunque presenta cifras superiores en el grupo de
la monensina, respecto del malato, en los dias 7 y 46, lo cual
puede ser un reflejo de la actividad hepética [10]. Sanson y
Stallcup [22] no encuentran diferencias al aplicar DL-malato
sobre terneros en crecimiento, ni Duff y col. [6] al aplicar mo-
nensina, lo que en lineas generales coincide con los datos ob-
tenidos por nosotros en relacion al malato sédico.

CONCLUSIONES

La utilizacion de malato soédico como alternativa a la mo-
nensina en raciones de terneros cuya base alimenticia es el alto
consumo de pienso, se presenta como una buena opcién, ante
la futura prohibicion del uso de los antibidticos. En este estudio
“in vivo”, se ha demostrado que los parametros metabdlicos su-
fren pequefias y puntuales variaciones en cuanto a sus valores
al comparar los resultados obtenidos, aunque la idea general es
que los cambios generados por ambos son similares. Se hacen
necesarios mas estudios, incrementando la densidad energética
de la racion, con vistas a establecer la funcionalidad del malato
sédico como promotor del crecimiento.
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