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RESUMEN

Las concentraciones sanguineas de los metabolitos oscilan si-
guiendo un ritmo circadiano, asociado a la ingesta de alimento.
El conocimiento de estas oscilaciones es necesario para esta-
blecer el mejor horario para los muestreos sanguineo para
realizacion de perfiles metabdlicos en sistema de pastoreo. El
objetivo del experimento fue determinar las oscilaciones dia-
rias en las concentraciones sanguineas de metabolitos asocia-
das al comportamiento alimenticio en vacas lecheras a pasto-
reo y suplementadas con concentrado. Se utilizaron ocho va-
cas Frisonas, que pastoreaban un pasto permanente en prima-
vera durante 60 dias. Cuatro vacas (GP-C), fueron suplemen-
tadas con 3 kg de concentrado durante los ordefios y otras
cuatro no recibieron suplementacién (GP). EI comportamiento
alimenticio se observé durante los dias 56 y 57 del ensayo y el
dia 58 se obtuvieron las muestras de sangre cada 4 horas, du-
rante 24 horas, en las que se determiné las concentraciones
plasmaticas de metabolitos proteicos, energéticos y minerales.
Las vacas ocuparon un 30,4% del dia pastoreando, mayor-
mente durante el periodo diurno y un 31,7% para la rumia, ma-
yormente durante la noche. Las concentraciones sanguineas
de todos los metabolitos se mantuvieron constantes durante el
dia en GP-C, mientras que en GP las concentraciones de
urea, fOH-butirato y triglicéridos se incrementaron y de fésforo
disminuyeron. Se concluye que en vacas lecheras solo a pas-
toreo, las concentraciones sanguineas de SOH-butirato, urea,
triglicéridos y fésforo varian durante el dia y que la suplemen-
tacion con concentrado disminuye estas variaciones.

Palabras clave: Metabolitos sanguineos, vacas, variaciones
diarias.
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ABSTRACT

Blood metabolites concentrations present diurnal variations re-
lated to food intake. An experiment was carried out to evaluate
diurnal variations in the blood metabolites concentration re-
lated to feeding behavior in grazing lactating cows. Eight Fri-
sian cows, 60 to 90 days of lactation, were kept grazing, during
60 days, on a spring paddock mostly of rye grass and allotted
in two groups. Group, GP-C, (n=4) was supplemented with 3
kg of concentrate and group GP, (n=4) was not supplemented.
Grazing behavior was observed every 10 minutes during days
56 and 57. Blood samples were obtained on the day 58 every
4 hours to measure plasma concentrations of urea, albumin,
BOH-butyrate, cholesterol, triglycerides, glucose, Ca, Pi and
Mg. Cows spent 30.4% of the day grazing, mostly during the
day, and 31.7% of the day ruminating, mostly during night.
Concentration of all the metabolites remained unchanged in
the GP-C, however, in GP the plasma concentration of urea,
BOH-butyrate and triglycerides increased and phosphate de-
creased during a day. Thus, in dairy cows fed only on pasture,
blood concentrations of most of the metabolites determined in
the metabolic profiles remained unchanged during the day, ex-
cepting urea, fOH-butyrate, triglycerides and Pi, and supple-
mentation with concentrate decreases those variations.

Key words: Blood metabolites, cows, daily fluctuations.

INTRODUCCION

Las concentraciones de los metabolitos sanguineos os-
cilan durante el dia siguiendo un ritmo circadiano, especial-
mente en los rumiantes, debido a su comportamiento alimenti-
cio [13]. Los forrajes producidos en otofio y especialmente en
la primavera contienen un elevado contenido de proteina cru-
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da (PC) y un bajo contenido de materia seca (MS), siendo ra-
pidamente y extensivamente degradadas en el rumen [24]. La
fermentaciéon ruminal depende de la calidad y cantidad del fo-
rraje ingerido y de los tiempos de pastoreo y de rumia por los
animales [1, 5, 6]. El contenido de carbohidratos no estructura-
les y de proteinas solubles de los forrajes fluctian durante las
horas del dia [3], al igual que la produccién de acidos grasos
volatiles (AGVs) y de amonio ruminal [5, 19, 29]. La frecuencia
y el tiempo de ordefio afectan el comportamiento ingestivo de
los animales [18], influenciando en el metabolismo ruminal.
Por lo anterior, es esperable encontrar oscilaciones en las con-
centraciones sanguineas de metabolitos durante el transcurso
del dia y consecuentemente, la hora de muestreo de sangre
de los animales seria un factor a tomar en cuenta al momento
de interpretar los perfiles sanguineos [16], practica ampliamen-
te utilizada al sur de Chile para el diagnéstico de trastornos
metabdlicos [9]. Variaciones diurnas de hormonas y de meta-
bolitos sanguineos del metabolismo de energia y proteina han
sido descritos en bovinos (Bos taurus) estabulados [28, 30].
Sin embargo, son escasos los estudios realizados en animales
a pastoreo, con condiciones similares a las del sur de Chile, y
ademas, donde se considere las variaciones experimentadas
durante las 24 horas del dia. El objetivo del presente experi-
mento fue determinar en vacas a pastoreo, en periodo de pri-
mavera y suplementadas con concentrado, las variaciones dia-
rias en las concentraciones plasmaticas de metabolitos protei-
cos, energéticos y minerales y relacionarlas con el comporta-
miento alimenticio, con la finalidad de estimar el mejorar hora-
rio para el muestreo sanguineo en sistemas de pastoreo.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del ensayo. El estudio se realiz6 en la esta-
cion experimental Vista Alegre de la Universidad Austral de
Chile, X Region, Chile, (39°48’ LS y 73°13’ LO), a una altura
de 12 m.s.n.m, clima templado himedo con influencia medite-
rranea, con una temperatura media anual de 12 °C, una preci-
pitacién de 1.871 mm anual [8]. En el mes de noviembre, pe-
riodo en el cual se desarroll6 la experiencia, la precipitacion
media fue de 108 mm y 14 horas diarias de luz [8].

Animales. Se utilizaron 8 vacas de raza Frison negro
con una produccién de leche de 31 + 4 L/dia, con 84 + 14 dias
posparto, 563 + 41 kg de peso vivo y una condicién corporal
entre 2 y 3 (escala de 1-5) [12], seleccionadas por comporta-
miento y docilidad y adaptadas a la sujecion mediante bozal.
Los animales fueron individualizados por medio de un arete de
registro y un numero pintado en sus flancos y cateterizadas
(Certofix Mono, Braun 1,4 x 2,1 mm/14G, Alemania) en la vena
yugular derecha.

Grupos. Las vacas fueron asignadas homogéneamente
en dos grupos de 4 animales, con base en la produccion de le-
che, dias posparto, peso vivo y condicion corporal. Un grupo se
mantuvo a pastoreo sin suplementacion con concentrado (Gru-
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po pastoreo, GP). El otro grupo, dispuso de pasto mas 6 kg de
concentrado/dia, entregado en dos raciones de 3 kg cada una
(GP-C), junto al ordefio de la mafiana y de la tarde. Los anima-
les estaban adaptados a la dieta, desde un mes previo al ex-
perimento. Los grupos fueron identificados con bozal individual
de diferentes colores.

Los dos grupos de vacas fueron manejados indepen-
dientemente pastoreando en una franja de pasto. El tamafio
de las franjas fue regulado por medio de un cerco eléctrico
moévil, a modo de entregar un oferta de 35 kg de MS vaca/dia
para permitir un consumo ad libitum [15, 24].

Durante el periodo experimental correspondiente a la pri-
mera semana del mes de septiembre, las vacas pastorearon en
un potrero, a aproximadamente 400 metros de distancia de la
sala de ordefio. El pasto permanente mejorado estaba constitui-
do mayormente de ballica (Lolium spp.) con uniformidad en
cuanto a composicion boténica, edad y manejo, y con una com-
posicién nutricional al dia del muestreo de 12% MS; 25% PC y
56 g/kg MS de carbohidratos solubles. El concentrado utilizado
fue en base a pulpa de remolacha (Beta vulgaris) con 88,9%
MS; 11,1% PC; 37,9% fibra detergente neutro; 16% extracto
etéreo; 6,9% cenizas totales y 3,1 Mcal/kg MS de energia meta-
bolizable. El agua fue ofrecida ad libitum en los potreros y sala
de espera de ordefio y las sales minerales en el patio de la sala
de espera del ordefio. Las vacas fueron ordefiadas diariamente
entre las 08:00 y 08:30 y entre las 17:00 y 17:30 horas.

Muestreos y determinaciones

Comportamiento alimenticio. Fue determinado me-
diante la estimacion visual a cada vaca por 24 horas conti-
nuas, con registros cada 10 minutos, totalizando dos dias de
observaciones realizadas por 3 personas. Se registrd en una
pauta el tiempo de pastoreo (aprehension, manipulacién del
alimento, masticacion y deglucion), de rumia (regurgitacion, re-
masticacion y redeglucion del bolo alimentario), asi como de
descanso (incluyendo ingesta de liquidos) a 2 dias previos al
muestreo sanguineo. Se consider6 desde las 09:00 horas has-
ta las 21:59 horas como periodo diurno y desde las 22:00 has-
ta las 08:59 horas como nocturno.

Analisis sanguineo. Para la obtencion de muestras de
sangre, los animales fueron muestreados en el potrero, cada 4
horas durante 24 horas (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00,
05:00 horas) a través del catéter fijado en la vena yugular. Se
extrajeron 7 mL de sangre, de los cuales 3 mL fueron adicio-
nados a un tubo con fluoruro de sodio (NaF) para la determi-
nacion de la glucemia y 4 mL fueron adicionados a un tubo
con heparina sédica para la determinacion de las concentra-
ciones plasmaticas de BOH-butirato, triglicéridos, colesterol,
urea, albumina, fosfato inorganico (Pi), calcio (Ca) y magnesio
(Mg). Posteriormente, las muestras de sangre fueron centrifu-
gadas por 10 minutos a 5.600 g (Centra CL3E, Thermo IEC,
EUA). Se determinaron las concentraciones plasmaticas de
glucosa (GOD-PAP, Roche® n° 1448668), urea (GD UV cinéti-
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co, Human® n° 10521), albumina (verde de bromo cresol, Hu-
man® n°10560), colesterol (CHOD-PAP, Human n° 10019), tri-
glicéridos (GPO-PAP, Roche n° 2016648), Pi (heptamolibdato
de amonio, Human®, n° 10027) en un autonalizador espectro-
fotdmetro Cobas Mira Plus® de Roche (Alemania). La concen-
tracion de fOH-butirato (FAO-AIEA, 1993) en un fotocolorime-
tro Hitachi 4020 (Japén), y las de calcio (Ca) y magnesio (Mg)
en un espectrofotometro de absorcion atomica Perkin-Elmer
2380° (EUA).

Analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analiza-
dos empleando estadistica descriptiva (X = EE). Se establecio la
normalidad de la distribucién de los datos de cada variable por la
prueba de Kolmogorov-Smirnov [21] y homocedasticidad me-
diante la prueba de Barttlet [21]. Se compararon las variables pa-
ramétricas y homocedasticas mediante ANDEVA para medidas
repetidas (y;= p + C; + CTj + ¢;; donde y;= variable dependiente,
p= media general, Ci= efecto concentrado, CTij: efecto interacion
hora dia y concentrado o pastoreo; ej: error experimental); los
datos no paramétricos o heterocedasticos fueron comparados
mediante Mann-Whitney [21]. Se establecié un andlisis de corre-
lacion de Pearson entre las variables sanguineas y el comporta-
miento de pastoreo y rumia a cada 4 horas previas al muestreo
de sangre respectivo, empleando el programa estadistico Statis-
tix 8.0 (NH Analytical Software, Roseville, MN; EUA) con un nivel
de significacion del 95% (P<0,05) [21].

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento alimenticio

Los animales ocuparon un 62,5% de su tiempo pasto-
reando y rumiando, utilizando el tiempo restante para descan-
sar, beber agua, interrelacionar con otros animales y manifestar
celo. El tiempo total de pastoreo fue similar entre los grupos
(P>0,05), siendo de 7,3 + 0,7 horas/dia, lo que representa
30,4% de las horas del dia, similar a las 7,6 horas observadas
en vacas mantenidas en condiciones y produccion similar al del
presente estudio (FIG. 1) [23]. El tiempo de pastoreo diurno (5,1
horas/dia) correspondié al 69% del tiempo total de pastoreo, su-
perior al nocturno de 2,3 horas/dia (P>0,05). Estos resultados
mantuvieron la tendencia, pero con diferencias menos marca-
das, que los presentados en otro estudio, donde se observé que
un 85% correspondié al pastoreo diurno [2]. Se observaron cua-
tro periodos de pastoreo, uno inmediatamente post ordefio, se-
guido por otro de larga duracion previo al ordefio de la tarde.
Después al ordefio de la tarde hasta al anochecer, se observé
el periodo mas intenso de pastoreo. El cuarto ocurrié al comien-
zo de la noche, entre las 20:00 y 03:00 horas, subsecuente a
ello hubo una escasa o nula actividad de ingesta. La mayor in-
tensidad de pastoreo post-ordefios ha sido descrita en estudios
en similares condiciones, especialmente tras el ordefio de la tar-
de [4]. Sin embargo, el tiempo dedicado a la ingesta es depen-
diente de la disponibilidad de forraje, del consumo de materia
seca y de las caracteristicas de los animales [15].

El tiempo total de rumia (7,6 £ 1,2 horas/dia) represent6
un 31,7% del dia, asi como los tiempos de rumia diurno y noc-
turno fueron similares en los grupos GP y GP-C (P>0,05), a su
vez mayor (66%), durante el periodo nocturno (5,0 horas/dia),
que durante el periodo diurno (2,6 horas/dia, P<0,05), concen-
trandose mayormente esta actividad entre las 23:00 y 05:00
horas (FIG. 1b). Similar a los reportados en vacas en pastoreo
y suplementadas con concentrado [25] o con heno [22].

Fluctuaciones diurnas de los metabolitos sanguineos

Las concentraciones plasmaticas de todos los metaboli-
tos medidos permanecieron sin cambios significativos durante
el transcurso de las 24 horas del dia (FIG. 2; P>0,05) en las
vacas suplementadas con concentrado, grupo GP-C, mientras
que las concentraciones plasmaticas de urea, fOH-butirato, tri-
glicéridos y Pi, variaron durante el transcurso del dia en el gru-
po sin concentrado (P<0,05; FIG. 2).
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FIGURA 1. CICLO DIARIO DE PASTOREO (A) Y DE RUMIA
(B) EN VACAS LECHERAS EN LACTANCIA (N= 8) PASTO-
REANDO POTRERO DE BALLICA (Lolium Perenne) DU-
RANTE LA PRIMAVERA.
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FIGURA 2. VARIACION DIARIA EN LAS CONCENTRACIONES PLASMATICAS (X  EE) DE SOH-BUTIRATO, UREA
Y FOSFORO (PI) TRIGLICERIDOS EN VACAS LECHERAS A PASTOREO NO SUPLEMENTADAS (m) Y SUPLEMENTADAS
CON CONCENTRADO (0). Letras distintas senalan diferencias entre muestreos en el grupo GP, P<0,05.
*Diferencias entre grupos en un mismo muestreo, P<0,05.

El grupo GP increment6 sus concentraciones de fSOH-bu-
tirato y de urea a las 21:00 horas (P<0,05; FIG. 2), 2-3 horas
posterior al pico en el consumo de forraje (entre las 18:00 y
19:00 horas). Esta mayor concentracion de urea se asociaria al
intenso consumo, posterior al ordefio de la tarde, en pastos con
alto contenido de proteinas degradables en el rumen (FIG. 1a).
Las concentraciones plasmaticas de glucosa y BOH-butirato
presentaron una relaciéon inversa durante el transcurrir del dia
[30], con concentraciones plasmaticas de glucosa inferiores en
las primeras cuatro horas posteriores a la ingesta del alimento,
y un siguiente incremento. A su vez, las concentraciones de
BOH-butirato y de urea se comportaron de un modo inverso, au-
mentando posterior a la ingesta de alimentos [17, 26]. Al res-
pecto se describe que la ingestion de ensilaje cetogénico gene-
ra hiperinsulinemia transitoria, leve cetonemia que a su vez, dis-
minuyen la glucemia [7]. En el presente experimento las con-
centraciones promedias de fOH-butirato a las 21:00 horas en
las vacas a solo pastoreo fueron valores de cetosis subclinica
(BOH>1,2 mmol/L), las cuales estarian mas bien relacionadas a
la fermentacioén butirica 2 a 4 horas posterior al pico de consu-
mo del pasto que a la cetosis [10, 20]. Estos resultados indica-
ron que, el muestreo sanguineo realizado posterior al pico de
ingesta de pasto generaria un diagnostico falso positivo de ce-
tosis subclinica. A su vez se describen que los cambios en las
concentraciones plasmaticas de los metabolitos durante el dia
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son minimos y no interfieren en el diagnostico de desbalances
metabdlicos-nutricionales [14].

La mayor concentracion de triglicéridos en GP se pre-
sentd a la hora 01:00 (0,88 mmol/L), correlacionandose con el
comportamiento de rumia (r= 0,59; P<0,016). La concentracion
plasmatica de Pi disminuy6 con el transcurso del dia, alcan-
zando los valores mas bajos a la 01:00 y 05:00 horas y su ma-
xima concentracion a la 13:00 horas (P<0,05; FIG. 2), con un
comportamiento similar en los dos grupos, si bien significativo
solo en el grupo en pastoreo, hecho que se explicaria por la
mayor salivacion nocturna en el grupo a pastoreo que genera
mayor recirculacion de P.

Los resultados indicaron que el momento de mayor esta-
bilidad y representabilidad para obtencién de sangre, que ex-
prese el balance de los principales metabolitos sanguineos in-
dicadores del metabolismo de la energia, proteina y minerales
para perfiles metabdlicos sanguineos en animales a pastoreo
de primavera en el sur de Chile, seria entre las 05:00 y 13:00
horas del dia. Otros estudios sefialaron un rango mas estrecho
entre 9:00 y 11:00 horas [26].

El grupo GP-C present6 una glucemia mayor y concentra-
ciones plasmaticas de urea y Pi menores que las del GP
(P<0,05; TABLA ). EI mejor balance energético-nitrogenado en
GP-C se asociaria a una mayor utilizacion del nitrégeno del pasto
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TABLA |
CONCENTRACIONES PLASMATICAS (X * DE)* DE METABOLITOS ENERGETICOS, PROTEICOS Y MINERALES EN VACAS
LECHERAS SOLO A PASTOREO NO SUPLEMENTADAS (GP) Y SUPLEMENTADAS CON CONCENTRADO (GP-C).

VARIABLE GP (n=4) GP-C (n=4) Signif.
X +DE X +DE
BOH-butirato mmol/L 0,77 + 0,28 0,63 + 0,20° 0,185
Colesterol mmol/L 4,34 + 0,66° 5,09 + 1,322 0,126
Glucosa mmol/L 3,02 +0,59° 3,39 +0,31° 0,000
Triglicéridos mmol/L 0,58 +0,18° 0,62 +0,12° 0,220
Urea mmol/L 7,34 + 0,69b 6,29 + 1,022 0,002
Albumina g/L 43,6 + 3,66° 41,5+ 2,372 0,062
Calcio mmol/L 2,31 +£0,15% 2,24 + 0,212 0,299
Fésforo mmol/L 1,82 + 0,44° 1,23 +0,18° 0,000
Magnesio mmol/L 0,66 + 0,20° 0,70 + 0,08 0,085

* media de 6 determinaciones durante el dia; ab sefialan diferencias entre grupos, P<0,05.

con la energia aportada en el concentrado, lo que habria mejo-
rado la utilizacion del amonio producido en el rumen [27], aso-
ciado a una mayor produccién de propionato para la sintesis
de glucosa [6, 11]. La disminucién en la fosfatemia en GP-C
con relaciéon a GP, estaria asociada a un efecto de sustitucion
del pasto por la ingesta del concentrado en base a pulpa de

(3]
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