Facultad de Veterinaria
Universidad de la Republica
Uruguay

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

ACIDOSIS RUMINAL SUBAGUDA EN NOVILLOS EN
ENGORDE: EFECTO DEL AYUNO Y LA REALIMENTACION

ANA VIRGINIA RABAZA MARTINEZ

TESIS DE MAESTRIA EN SALUD ANIMAL

URUGUAY
2016






Facultad de Veterinaria
Universidad de la Republica
Uruguay

UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

FACULTAD DE VETERINARIA

Programa de Posgrados

ACIDOSIS RUMINAL SUBAGUDA EN NOVILLOS DE EN
ENGORDE: EFECTO DEL AYUNO Y LA REALIMENTACION

ANA VIRGINIA RABAZA MARTINEZ

Georgget Banchero, DMV. PhD. Martin Fraga, Lic. PhD.

Director de Tesis Co-director

Cecilia Cajarville, DCTV. PhD. José Luis Repetto, DCTV. PhD.

Co-director Co-director

2016



INTEGRACION DEL TRIBUNAL DE
DEFENSA DE TESIS

Maria De Jesus Marichal
Facultad de Agronomia
Universidad de la Republica — Uruguay

Veronica Ciganda
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria - Uruguay

Franklin Riet-Correa
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria - Uruguay

Colonia del Sacramento, 28 de setiembre de 2016



ACTA DE DEFENSA DE TESIS
ACTA DE EXAMEN
CURSO: Defensa de Tesis de Maestria
LUGAR Y FECHA DE LA DEFENSA: Colonia, 28 de setiembre de 2016

TRIBUNAL.: Dres. Maria de Jesus Marichal (Presidente), Veronica Ciganda, Franklin Riet-
Correa

CI ESTUDIANTE NOMBRE CALIFICACION | NOTA

RABAZA MARTINEZ, Ana < 5 3
4.607.324-9 | Virginia S 23 e

PRESENTADOS NO PRESENTADOS | APROBADOS | APLAZADOS |INSCRIPTOS

1 0 1 0 1

TRIBUNAL - FIRMA

Dra. Veronica Ciganda

Dr. Franklin Riet-Correa

NOTA: La calificacion minima para aprobar el examen es B.B.B (6)

-Opciones posibles de calificacion: B.B.B. (6) o S.S.8. (12)



INFORME DE TRIBUNAL




DEDICATORIA

A mi abuelo Rabaza de quien aprendi el valor de la constancia
y el esfuerzo. A la Chingola que sé aun sigue ahi.

A mis cachorros Juan Ignacio, Santino y Tomas.

A Pablo, mi compafiero, compinche y amor.



AGRADECIMIENTOS

A mis tutores Goergget, Cecilia, Martin y Joselo, por su apoyo en las diferentes
etapas del trabajo. Especialmente a Martin que paso de ser mi compafiero de oficina
a parte fundamental de este proyecto.

A Inés Rosas, Rosina Da Rosa, Maria José Antlnez, Alvaro Aguirregaray,
Agustin Carrocio, Agustin Chiesa y Juan Pablo Cappellini por su ayuda y dedicacion
durante la fase experimental.

A Marcelo Pla por sus valiosas contribuciones y sugerencias durante el trabajo
en la Unidad de Lecheria de INIA La Estanzuela.

A barraca Erro por la colaboracion brindada.

A los funcionarios de las unidades de Lecheria, Ganaderia, Ovinos y al personal
del Laboratorios de Suelos y Agua de INIA La Estanzuela por su colaboracion.

A todo el equipo de los Departamentos de Nutricion y Bovinos de Facultad de
Veterinaria: German Antlnez, Analia Pérez-Ruchel, Alejandro Britos, Alejandro
Mendoza, Sebastian Brambillasca, Alvaro Santana y Carolina Fiol. Por la gran ayuda
en el laboratorio y la buena disposicion a cada momento.

A mis comparieros de esta etapa académica: Sofia Stirling, Gonzalo Fernandez,
Sebastian Basantes, Sebastian de Trinidad, Claudio Pozo y Alsiane Capelleso.

A las funcionarias de la biblioteca de INIA La Estanzuela, Graciela Villa,
Alejandra Diaz y Anabela Domeniguini, por cumplir con cada solicitud realizada y
por ampliar cada blsqueda de excelente manera. También a las funcionarias de
biblioteca y hemeroteca de Facultad de Veterinaria, UdelaR.

Al Ing. Agr. Fernando Baldi por su apoyo en el anélisis estadistico de los datos y
al Ing. Agr. Alejandro La Manna por la formulacion de la dieta empleada. A los
doctores Gretel Ruprechter y Pedro Martino por su ayuda en la interpretacion de
indicadores de inflamacién y resultados de funcional hepatico.

A la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion por la beca de maestria
nacional otorgada (POS_NAC 2014 1 102200) y el financiamiento del proyecto a
través del fondo sectorial Innovagro (FSA_1 2013 1 12990).

A mi familia por entender tantas horas de ausencia.

A todos aquellos que de alguna manera colaboraron en la realizacion de este
trabajo.



W n e

S.
6.
7.

8.
Q.

INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN ..ot Vi
SUMMARY ..ottt e viii
INTRODUCCION ...t 1
ANTECEDENTES ESPECIFICOS ... 4
4.1 PERDIDAS EN ENCIERROS DE ENGORDE .........ccceoovieieiereieeeenn, 4
4.2 ECOLOGIA RUMINAL ..ottt sttt 6
4.3 ACIDOSIS LACTICA RUMINAL Y ACIDOSIS RUMINAL
SUBAGUDA ...ttt 7
4.4 AMBIENTE Y FERMENTACION RUMINAL ....coooovveieeicieeieceeeeeae, 10
4.4.1 ACOSTUMBRAMIENTO A LADIETA ..ot 14
45 RUMIAY ROL DE LA SALIVA ..ot 14
4.6 AYUNO EN SISTEMAS DE ENGORDE .......cccooiiiiiiiieeeese e 16
4.7 MICROBIOTA RUMINAL ....ooviiititiiireeese s 17
4.8 RESPUESTA INFLAMATORIA ..ot 18
4.8.1 FUNCIONAL HEPATICO .......oooieieeeiceeeee et 19
4.9 MODELOS DE INDUCCION EXPERIMENTAL DE ACIDOSIS.......... 22
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..., 27
HIPOTESIS. ..o eseesse 29
OBUIETIVOS ...t 29
7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS......ooiiveiereieieeeeeeeeeeese e 29
ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION ....ccoooovvoooecoece, 29
MATERIALES Y METODOS........oooooeeeeecooeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseseeere 30
9.1 ANIMALES Y CONDICIONES DE ALOJAMIENTO.......ccccovininiine, 30
9.2 EXPERIMENTO ..ottt 30
9.3 DETERMINACIONES ..ot 33
9.3.1 CONSUMO DE ALIMENTO ...ooiiiiiiiiiiiieiseniee s 33
9.3.2 COMPORTAMIENTO ANIMAL ..ottt 33
9.3.2.1. Comportamiento INQESTIVO .......ccererierieriiiiieriie e 33
9.3.2.2. RItMO de INQESLION......cuiiiieiiicie ettt 34
9.3.3 AMBIENTE RUMINAL ....ocutiiiiit ittt 34
9.3.3.1. pH ruminal, AGV ¥ N-NHa......ocooiiiiiiiiiiiee e 34
9.3.4 HORMONAS, METABOLITOS Y ENZIMOGRAMA HEPATICO...... 35
9.4 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO..................... 36



10. RESULTADOS ..ot 39

10.1 COMPORTAMIENTO INGESTIVO Y RITMO DE INGESTION....... 39
10.2 EVOLUCION DE pH RUMINAL, AGV, ACIDO LACTICO Y N-NH341
10.3 EVOLUCION DE HORMONAS Y METABOLITOS......c..cocovevverirreaenn, 47
10.4 EVOLUCION DE HAPTOGLOBINA Y FUNCIONAL HEPATICO...50
11, DISCUSION . ... 54
12. CONCLUSIONES E IMPLICANCIAS........c.ccoooeeeeeeeeeeeeeen, 69
13. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 70



LISTADO DE ABREVIATURAS

Las siguientes abreviaturas de términos se han utilizado a lo largo de la tesis y se
definen en el primer uso en cada seccion.

AGNE: Acidos grasos no esterificados
AGV: Acidos grasos volatiles

ALP: Fosfatasa alcalina

ALT: Alanina transaminasa

CMS: Consumo de materia seca
Cv: Coeficiente de variacion

EM: Energia metabolizable

ESM: Error estandar de la media
FAD: Fibra &cido detergente

FND: Fibra neutro detergente

GGT: Gamma glutamil transpeptidasa

GOT-AST: Transaminasa glutdmico-oxalacética o aspartato aminotransferasa

Hp: Haptoglobina

LPS: Lipopolisacaridos

MS: Materia seca

N-NHs: Nitrogeno amoniacal

PPA: Proteinas de fase aguda

PV: Peso vivo

SAA: Amiloide sérico A

SARA: Acidosis ruminal subaguda
TMR: Racion totalmente mezclada



1. RESUMEN

En sistemas de produccion intensiva de carne son frecuentes las situaciones que
impiden el acceso de los animales a la comida. Factores como imprevistos en los
equipos de alimentacion, presencia de clima adverso, dificultades en el
desplazamiento de los animales, movimiento del ganado fuera de los corrales,
presencia de animales dominantes y martires facilitado por la jerarquia social que se
establece en lotes heterogéneos dentro de un mismo corral, pueden provocar horas de
ayuno. Factores que determinan que los animales coman de forma irregular pueden
asociarse con una mayor incidencia de acidosis ruminal subaguda (SARA). A nivel
nacional aun no se conoce la incidencia de SARA, pero se estima que su prevalencia
es elevada conociendo el alto porcentaje de aparicion de la forma clinica de esta
patologia. Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del ayuno sobre la
aparicion de SARA en bovinos en sistemas de engorde a corral en la etapa de
terminacion. Se realiz6 un experimento in vivo con un disefio completamente al azar,
con medidas repetidas en el tiempo sobre las mismas unidades experimentales. Se
utilizaron 20 novillos Hereford de 18-24 meses y 379,4+6,4 kg PV, alojados
individualmente en encierros a cielo abierto, con una dieta totalmente mezclada
(TMR) (85% concentrado). Los animales contaron con un catéter ruminal
permanente y fueron asignados aleatoriamente a unos de los cuatro tratamientos que
consistieron en la aplicacién de un periodo de ayuno (horas de restriccidn absoluta al
alimento) de diferente magnitud en un Gnico momento del engorde seguido de
realimentacion; Control (C): sin ayuno; T12: ayuno por 12 horas; T24: ayuno por 24
horas y T36: ayuno por 36 horas. Se analizo el efecto de la magnitud del ayuno como
modelo inductor de SARA, siguiendo tres evaluaciones: el comportamiento animal,
el ambiente ruminal y el estado enddcrino-metabdlico. EI modelo ayuno-
realimentacion logrd reproducir experimentalmente ambos tipos de acidosis. La
presencia de ayuno determind valores de pH compatibles con cuadros de acidosis
ruminal subaguda en los tratamientos sometidos a ayuno de 12 horas y 24 horas y
acidosis ruminal aguda en el tratamiento de 36 horas de ayuno. Concentraciones
intra-ruminales elevadas de acido lactico (32,0-51,0 mmol/L) no determinaron
sintomatologia clinica de acidosis ruminal, lo que permitiria interpretar que la
concentracion de este acido no es determinante para la expresion clinica de la
enfermedad. El ayuno de 12 horas en animales en etapa final de engorde no causé un
patron bioguimico compatible con un balance energético negativo, como si pudo
observarse en los animales sometidos a ayuno de 24 & 36 horas. La evaluacién
conjunta de Haptoglobina (Hp) en suero y los cambios de pH ruminal durante la
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induccion de SARA permitieron comprobar experimentalmente la utilidad de Hp
como marcador de esta enfermedad en etapas tempranas y en ausencia de signos
clinicos manifiestos. Se realizd la reproduccion experimental de SARA mediante un
nuevo modelo inductor de la enfermedad, representando el primer abordaje mediante
la aplicacion de restriccion absoluta al alimento, sin cambios cualitativos ni
cuantitativos de la dieta.
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2. SUMMARY

Situations that prevent animal access to food are common in intensive beef
production systems. Contingencies in feeding equipment, presence of adverse
weather, difficulties in animals” movement, livestock movement outside the pens,
presence of dominant animals and martyrs facilitated by social hierarchy established
in heterogeneous lots, each of these factors may cause hours of fasting. The
management practices which determine that animals eat in an irregular way may be
associated with a higher subacute ruminal acidosis (SARA) incidence. Under
national conditions the incidence of SARA is still unknown, but it is estimated that
its prevalence is high, taking into account the high percentage of appearance of the
clinical form of the disease. This work aimed to evaluate the effect of fasting on the
appearance of SARA in cattle in feedlot systems in the fattening stage. An in vivo
experiment with a completely randomized design with repeated measurements over
time on the same experimental units was carried out. 20 Hereford steers, 18-24
months and 379.4 £ 6.4 kg BW, housed individually and fed with a total mixed diet
(TMR) (85 % concentrate), were used. The animals had a permanent ruminal
catheter and were randomly assigned to one of the four treatments, which consisted
of applying a fasting period (hours of absolute food restriction) of different
magnitude in one moment during the fattening period and followed by refeeding;
Control (C): no-fasted animals; T12: animals fasted for 12 hours; T24: animals fasted
for 24 hours and T36: animals fasted for 36 hours. The role of the magnitude of
fasting as an inducer of SARA model was analyzed, following three evaluations,
animal behavior, ruminal environment and endocrine - metabolic animal state. Fast-
refeeding model achieved the experimental reproduction of both types of acidosis.
Starvation determined pH values compatible with subacute ruminal acidosis in
animals which fasted during 12 hours and 24 hours’ treatments; and acute ruminal
acidosis in 36 hours of fasting treatment. High intra-ruminal lactic acid
concentrations (32.0 to 51.0 mmol/L) determined no clinical symptoms of ruminal
acidosis, which would imply that the concentration of this acid is not decisive for the
clinical expression of the disease. The 12-hour starvation treatment applied on
animals in the final fattening stage did not cause a biochemical pattern compatible
with a negative energy balance, in contrast with the patterns shown by animals with
24 or 36 hours of starvation. The evaluation of serum haptoglobin (Hp) and ruminal
pH changes during induction of SARA enabled to prove experimentally the
usefulness of Hp as a marker in early stages of the disease and in the absence of
clinical signs. The experimental reproduction of SARA was performed using a new
inductor model of the disease. This trial represents the first approach by applying
absolute food restriction, without qualitative or quantitative diet changes.
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3. INTRODUCCION

La ganaderia de Uruguay ha cambiado de manera notoria en los ultimos afios, donde
una proporcién de los sistemas integramente pastoriles ha sido reemplazada por
sistemas de tipo mas intensivos, los encierres a corral. Mas del 10% de los animales
faenados en Uruguay durante el afio 2013 provinieron de encierros comerciales
(Banchero et al. 2016). Estos establecimientos se asocian fuertemente con patologias
propias de la intensificacion de la produccién animal, fundamentalmente tecnopatias
vinculadas al tipo de dieta usado, a la alta densidad con la que se manejan los
animales y a problemas de manejo. Relevamientos han evidenciado que el promedio
mensual de mortalidad en los encierros de engorde comercial en EE.UU y Canada
asciende al 0,27% (Vogel y Parrot, 1994). Al tiempo que, segun registros oficiales, la
tasa de morbilidad en EE.UU llega a 5% y 11% (Smith, 1996). Si bien no existen
datos mas recientes publicados, se estima que las tasas de morbilidad y mortalidad en
los corrales de engorde de EE.UU no ha disminuido (Edwards, 2010). En EE.UU las
patologias respiratorias han sido identificadas como responsables del 70%-80% de la
morbilidad (Smith, 1998) y del 44%-67% de la mortalidad (Gagea et al. 2006),
mientras que en Canada causan el 10%-66% de las muertes (Gagea et al. 2006). En la
actualidad, este trastorno sigue siendo la causa mas comun de pérdidas por
mortalidad y morbilidad en el ganado de feedlot en EE.UU (NAHMS, 2013). La
industria de engorde de ganado estadounidense ha lidiado con la problematica de las
enfermedades respiratorias durante décadas, representando éste el trastorno mas
devastador (Edwards, 2010; Hilton 2014; Holman et al. 2015), al contribuir con
pérdidas econdmica significativas en el rendimiento productivo y calidad de la canal
(Engler et al. 2014). En segundo lugar dentro de la incidencia de patologias, y con
menor relevancia se ubican los desordenes digestivos (3% a 7%) (Smith, 1996). En la
region, la mortalidad de los sistemas de engorde de Argentina fluctia entre el 1,0% y
el 2,0%, y de forma similar a lo que sucede en EE.UU, las enfermedades
respiratorias juegan un rol preponderante siendo los trastornos respiratorios los
responsables de méas de la mitad de las muertes (Giraudo et al. 2008). Estos paises,
coincidentemente, emplean animales jovenes como insumo de los sistemas de
engorde, terneros en etapa de destete provenientes de sistemas pastoriles.

En una caracterizacion de los encierros uruguayos realizada en el afio 2013, se pudo
ver que los principales problemas sanitarios difieren de los que se producen en los
sistemas de confinamiento de otros paises (Banchero et al. 2016). ElI promedio de
mortalidad registrado en ese estudio fue de 0,43% con un rango que oscilé entre
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0,02% y 1,0%. Dentro de estas pérdidas la acidosis junto a los problemas podales y
las enfermedades clostridiales fueron identificados como importantes en al menos
uno de cada cuatro engordes de un total de 71 establecimientos consultados. La
acidosis clinica fue identificada como responsable del 44% de las muertes,
representando el 34,3% de los casos clinicos reportados, mientras que las
enfermedades respiratorias ascendieron solo al 10%. Claramente las etiologias mas
importantes a nivel local son diferentes de las encontradas en otros encierros del
mundo, y esta singularidad se atribuye a que Uruguay confina otro tipo de categoria
de animales. En nuestro pais, se utilizan mayormente animales adultos de entre uno a
tres afios, los cuales ingresan al engorde con més de 350 kg de peso vivo hasta
alcanzar el peso de faena que ronda los 550 kg. A juzgar por los datos disponibles
hasta el momento, se puede concluir que, en los sistemas de engorde a corral de
Uruguay la mayoria de los problemas sanitarios derivan fundamentalmente de la
alimentacion.

Se estima que, por cada animal con acidosis clinicamente manifiesta, coexisten cerca
de 100 casos de acidosis ruminal subaguda (SARA) (T.G. Nagaraja comunicacion
personal) que pasan desapercibidos ya que su diagndstico es dificultoso por presentar
signos clinicos sutiles. Si bien ambas formas de acidosis pueden causar pérdidas
economicas significativas (Nocek, 1997), las pérdidas subclinicas del ganado pueden
llegar a costar mas que los trastornos clinicos (Smith, 1998). Bajo condiciones
nacionales aun no se ha cuantificado con exactitud la incidencia ni las pérdidas
econdmicas que representa la acidosis ruminal subaguda, pero se estima que provoca
un gran impacto econémico conociendo el alto porcentaje de aparicion de la forma
clinica de esta patologia.

En la practica es muy comudn encontrar reticencia por parte de los productores
ganaderos a pesar los animales tratando de realizar esta actividad el minimo nimero
de veces. Esto se debe a que los productores identifican a este manejo como negativo
para el desempefio productivo. Se argumenta que los animales para ser pesados
deben ser sacados de los corrales y llevados a las mangas, este manejo implica que
durante un periodo de tiempo los animales no coman y se generan horas de ayuno.
Cuando los animales son expuestos a una restriccion en el tiempo de acceso a la
comida, o cuando son sometidos a baja frecuencia diaria de alimentacion, existen
periodos de ayuno de intensidad variable (Nagaraja y Lechtenberg, 2007). Este
ayuno provoca que una vez de regreso al encierro, los animales enfrenten el
comedero con mayor voracidad (Forbes y Mayes, 2002), lo que deriva en trastornos
que repercuten finalmente en las ganancias de peso diarias. Los manejos que hacen
que los animales coman de forma irregular pueden asociarse con una mayor
incidencia de SARA (Krause y Oetzel, 2006).



En sistemas de produccion intensiva de carne son frecuentes situaciones que impiden
el acceso de los animales a la comida. Imprevistos mecanicos en los equipos de
alimentacion, presencia de clima adverso, dificultades en el desplazamiento de los
animales a causa de la formacion de barro, movimiento del ganado para trabajos en
las mangas, presencia de animales dominantes y mértires facilitado por la jerarquia
social que se establece en lotes heterogéneos dentro de un mismo corral, cada uno de
estos puntos son factores que puede provocar horas de ayuno. El ayuno se ha
identificado como desencadenante de la acidosis ruminal ya que la alimentacion con
dietas altas en grano después de un periodo de privacion de alimento puede actuar
como disparador de la enfermedad (Krause y Oetzel, 2006).

El experimento fue disefiado para estudiar tres intensidades de restriccion absoluta de
alimento en bovinos en etapas finales de engorde, bajo la hipotesis de que el ayuno
puede determinar adaptaciones comportamentales durante la fase de realimentacion
que actuardn como desencadenantes de episodios de SARA. Esto permitira una
aproximacion al conocimiento de hasta qué intensidad de ayuno los animales pueden
reponerse sin consecuencias negativas aparentes, y la severidad de ayuno que podria
accionar como desencadenante de SARA afectando el comportamiento animal y la
eficiencia metabdlico-digestivo. Se busca evaluar el impacto que tiene el ayuno, que
es comunmente provocado en la practica por problemas involuntarios de manejo, en
la aparicion de acidosis ruminal subaguda en bovinos en sistemas de engorde de
terminacion.



4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

4.1 PERDIDAS EN ENCIERROS DE ENGORDE

En EE.UU la morbilidad en los encierros comerciales asciende a 5% - 11% sobre los
animales que ingresan al establecimiento (Smith, 1996). El 70%-80% de los
problemas sanitarios se deben a patologias respiratorias, 3% a 7% son por desordenes
digestivos y 14% a 28% se atribuyen a causas variadas (Smith, 1996). Las patologias
respiratorias constituyen el trastorno méas perjudicial dentro de la industria de
produccion de carne (Edwards, 2010; Hilton 2014; Holman et al. 2015). Los
trastornos respiratorios pueden causar reducciones de ganancias de peso diarias de
entre 60 a 330 g/animal/d en terneros que posteriormente no logran una ganancia
compensatoria (Smith, 1996). Sin embargo, las pérdidas no son sélo de rendimiento
productivo, sino que la calidad de la canal también se ve afectada (Engler et al.
2014).

El promedio mensual de mortalidad en los encierros es de 0,27% (0,18% a 0,43%)
(Vogel y Parrot, 1994; Smith, 1998). La mayor parte de las pérdidas se deben a
enfermedades respiratorias 44%-67%, 26% a desdrdenes digestivos y 29% a causas
diversas (Smith, 1998; Gagea et al. 2006). La principal causa de muerte se va
modificando a medida que trascurre el encierro. La mayoria de las muertes por
trastornos de tipo respiratorios ocurren en los primeros 45 dias, mientras que los de
origen digestivo y otras, se manifiestan de forma més tardia (Edwards, 1996), esto
esta en concordancia con lo reportado por Smith (1998) que comprob6 que las causas
de muerte van cambiando a medida que los dias de alimentacién aumentan. Si bien la
morbilidad es més alta en los primeros 45 dias de iniciado el engorde, la mortalidad
presenta niveles similares a lo largo de todo el tiempo del encierro (<45 dias, de 45 a
90 dias y > 45 dias) (Edwards, 1996). Las pérdidas econdémicas atribuidas a la
morbilidad y mortalidad por enfermedades respiratorias en ganado de carne son
aproximadamente de $2 billones anuales (Fulton, 2009).

En Argentina la mortalidad durante el periodo de engorde fluctia entre el 1,0% vy el
2,0%, jugando un rol preponderante las enfermedades respiratorias ya que son
responsables de méas de la mitad de las muertes (Giraudo et al. 2008). Estos sistemas
de engorde a corral empiezan habitualmente con el ingreso de terneros destetados
desde sistemas pastoriles con un peso inicial de 150 kg a 180 kg hasta lograr el peso
de faena que exige el mercado, terneros de 220 kg a 240 kg y novillos livianos de
330 kg a 370 kg, con ganancias de 1,0 a 1,2 kg/dia. En estos sistemas de encierro, los

trastornos respiratorios y digestivos son las causas mas frecuentes de patologias,
4



concentrandose las pérdidas por morbilidad y mortalidad en los primeros 30 dias de
ingresados al encierro (INTA, 2001; Giraudo et al. 2008).

Durante los Gltimos afios, en el Uruguay la modalidad de produccién de engorde a
corral ha experimentado un marcado crecimiento, fomentado prioritariamente por la
apertura de nuevos mercados que exigen carne de calidad superior como la cuota 481
de la Unidn Europea. Las nuevas exigencias en cuanto a grado de terminacion de los
animales, ha fomentado sistemas de produccidn intensiva con condiciones propicias
para que tengan lugar una serie de enfermedades subclinicas con impacto negativo
sobre el bienestar animal y en términos econémicos.

En Uruguay, un cuarto de los establecimientos de engorde comercial, identificaron a
la acidosis ruminal aguda como un problema (Banchero et al. 2016). Este dato no
esta en concordancia con lo reportado en encierros de los EE.UU, lugar donde, como
fue mencionado, la morbilidad mas importante estd dada por las enfermedades
respiratorias (67-82%) (Edwards, 1996; Hilton 2014; Holman et al. 2015), mientras
que la incidencia de estas patologias a nivel local representa solo el 10%. En
Uruguay el 34,3% de los casos clinicos reportados se debe a desérdenes digestivos
representando en EE.UU s6lo el 3 - 7% de la casuistica.

La mortalidad promedio registrada en encierros en Uruguay es de 0,43% con un
rango que oscila entre 0,02% y 1,0%. En los sistemas de engorde a corral uruguayos
la mayoria de los problemas sanitarios son derivados de la alimentacion empleada en
estos tipos de establecimientos donde la principal causa de muerte es la acidosis
ruminal (45,0%) (Banchero et al. 2016). El siguiente 34,0% se atribuye a las
enfermedades clostridiales y muertes traumaticas o mecanicas. En los encierros
uruguayos el 61,0% de las patologias se producen en los primeros 30 dias del
encierro (Banchero et al. 2016), lo que concuerda con la bibliografia internacional
(Smith, 1998; Costa et al. 2003).

Uruguay presenta singularidades en sus sistemas de encierro que podrian explicar
esta incidencia diferente de patologias tanto a nivel de morbilidad como de
mortalidad. Por un lado, el confinamiento se da mayormente en categorias adultas ya
gue como insumo de engorde se usan animales de mas de un afio de edad con més de
350 kg de peso vivo (DIEA, 2015). Otro punto importante es que los animales que se
engordan, generalmente, provienen de establecimientos donde han tenido acceso a
una alimentacion basada casi exclusivamente a forraje. Si bien es probable que parte
de los animales hayan consumido en algin momento de su vida granos u otros
suplementos, el nivel de suplementacién cambia de manera significativa desde la
etapa pastoril a la etapa de encierro. Estos aspectos acompafiados de posibles errores
de manejo pueden accionar como desencadenante de las indigestiones.
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Estas caracteristicas particulares que tiene Uruguay incentivan el desarrollo de
investigacion a nivel local con el fin de obtener informacion cientifica que aborde los
problemas sanitarios que tienen mayor impacto en nuestras condiciones. En el
hemisferio norte se ha estimado que SARA afecta a 20-40% de los animales de alta
produccion en los rodeos lecheros (Kleen, 2004), teniendo una prevalencia de 11% a
29% en vacas durante la lactacion temprana (Tajik y Nazifi, 2011). Se estima que en
rodeos lecheros los costos de pérdidas por SARA como resultados de las mermas
productivas pueden llegar a 400 US$ por lactacion (Plaizier et al. 2008)

4.2 ECOLOGIA RUMINAL

Los rumiantes poseen un complejo sistema digestivo con tres camaras de
fermentacion, reticulo, rumen y omaso, que preceden al abomaso conocido como
estomago verdadero por ser la porcion glandular. Al igual que todos los mamiferos,
estos animales no tienen las enzimas que permiten degradar enlaces glucésidos R-1,4
de la glucosa, por lo tanto, para conseguir el aprovechamiento de estas fuentes de
energia se ha producido una adaptacion simbidtica con un ecosistema microbiano. El
sistema digestivo del hospedero estd en relacién dinamica con una comunidad
microbiana encargada de fermentar y sacar provecho de estos polisacaridos
insolubles para la obtencion de energia (Tajima et al. 2000; Kamra, 2005). Las
diversas relaciones sinérgicas y antagonicas entre microorganismos hacen posible
que los rumiantes puedan utilizar eficientemente una amplia variedad de alimentos
(Bergen, 2004; Ferrer et al. 2005; Kamra, 2005). Si bien esta gran poblacién
microbiana permite que gran cantidad de materia organica sea digerida diariamente
en el rumen (Jouany y Morgavi, 2007), este ecosistema microbiano es muy sensible a
cambios en la dieta (Tajima et al. 2001).

La composicion de la microbiota ruminal es el resultado de la combinacion de
maultiples factores como el tipo de dieta, aditivos, estado fisioldgico, edad, condicion
y especie del huésped, estacion y condiciones geogréaficas (Stewart et al. 1997; Pers-
Kamczyc et al. 2011). La comunidad de microorganismos se compone por gran
diversidad de bacterias anaerobias (10*° células/ml), protozoos (10° a 10° células/ml),
arqueas (107 a 10° células/ml), bacteridfagos (108 a 10° células/ml), y hongos (10 a
10° zoosporas/ml) (Mackie et al. 2002; Kamra, 2005).

Para el mantenimiento, crecimiento y produccién, los rumiantes dependen de la
energia generada a partir de la alimentacién por microorganismos ruminales y de
productos que escapan al rumen, que son conocidos como productos de bypass. El
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ganado ingiere carbohidratos que son sometidos a fermentacion microbiana a nivel
ruminal originando productos como acidos grasos volatiles (AGV) de cadena corta,
donde destacan acido acético, acido propidnico y acido butirico; CO2 y CHa, y
ocasionalmente acido lactico (Kohn y Boston, 2000). Los AGV son absorbidos de
forma répida a través del rumen y metabolizados en los tejidos. La mayoria de los
nutrientes que efectivamente aprovecha el rumiante son producidos en el rumen a
partir del metabolismo microbiano de los carbohidratos y proteinas o nitrdgeno no
proteico (Jouany y Morgavi, 2007).

Los microorganismos ruminales ademéas de cumplir un rol importante en la digestion
del alimento, poseen otra gran relevancia ya que su proteina conocida como proteina
microbiana es considerada la principal fuente proteica para el rumiante por poseer
alto valor bioldgico y digestibilidad intestinal elevada (Stern et al. 1994; Hoover y
Miller, 1996; Dewhurst et al. 2000). Deben existir simultineamente cantidades
adecuadas de sustratos energeéticos, y nitrégeno, pero también de minerales y factores
de crecimiento para que exista un crecimiento microbiano activo.

El pH ruminal es uno de los pardmetros que afectan directamente al crecimiento
microbiano y, como consecuencia, modifica la fermentacion ruminal. Ademas, se
relaciona con el tipo de microorganismo predominante en el rumen (Pereira et al.
2007). Por ejemplo, un nivel de pH bajo, inferior a 6,0 inhibe el crecimiento de la
microbiota celuloliticas y disminuye las tasas de digestion ruminal de celulosa y
hemicelulosa (Annison et al. 2002).

4.3 ACIDOSIS LACTICA RUMINAL Y ACIDOSIS RUMINAL SUBAGUDA

La acidosis ruminal es un complejo trastorno nutricional y metabdlico frecuente que
afecta la produccion y el bienestar del ganado en todo el mundo (Oetzel, 2003;
Enemark, 2008) con gran importancia en la industria lactea y también en los sistemas
de produccion de carne donde se asocia con las practicas de gestion de alimentacion.
El complejo de acidosis ruminal puede manifestarse en una variedad de formas
(Kleen et al. 2003) pero se ha simplificado segun el nivel de gravedad en: acidosis
lactica ruminal y acidosis ruminal subaguda también conocida como acidosis
subclinica o acidosis cronica (Kleen et al. 2003; Enemark, 2008). Si bien la acidosis
ruminal subaguda y acidosis ruminal aguda comparten una etiologia similar,
clinicamente constituyen enfermedades diferentes con distintas manifestaciones.

Estas patologias se desencadenan por la ingestién de carbohidratos de muy facil
fermentacidn en cantidades superiores a las que normalmente puede tolerar el rumen
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con presencia insuficiente de fibra fisicamente efectiva (Galyean et al. 2003;
Bramley et al. 2008). En sistemas intensivos es frecuente el uso de dietas de
terminacion con formulaciones densamente energéticas para cubrir los
requerimientos nutricionales de rumiantes de alta produccion (Oetzel, 2003). A
consecuencia de este alto nivel de carbohidratos se genera un rapido aumento en la
produccion de AGV mientras que el pH ruminal desciende por debajo de los valores
ruminales normales de 6,7-6,8 (Stock y Britton, 1993), o 5,8-6,5 para animales ya
adaptados al consumo de granos (Nagaraja y Titgemeyer, 2007), como resultado de
la acumulacion de los &cidos. Estos cambios en el pH ruminal modifican el
aprovechamiento de los alimentos por alteraciones microbioldgicas y metabdlicas.

La severidad de la acidosis ruminal esta determinada por la magnitud de la caida del
pH y el tiempo durante el cual el pH permanece bajo. Es complejo determinar un
punto de corte de pH para diferenciar la ocurrencia de uno u otro tipo de acidosis
(Stock y Smith, 2000). En este sentido, existen diferentes criterios de clasificacion
segun los diversos autores, pero en general se ha definido para el diagndstico de
SARA valores de pH ruminal entre 5,5 a 5,8 (Owens et al. 1998; Garrett et al. 1999;
Beauchemin et al. 2003; Gozho et al. 2005; Bramley et al. 2008; Beauchemin vy
Penner, 2009), 5,2 a 5,6 (Keunen et al. 2002) y 5.0 a 5.5 (Nagaraja et al. 1998). Se ha
propuesto como diagndstico de SARA valores de pH menores a 5,6 o 5,5 por
periodos de méas de tres horas (Gozho et al. 2005; Gozho et al. 2007); y para la
identificacion de acidosis ruminal aguda valores de pH menores a 5,0 0 5,2 (Garrett
et al. 1999; Mutsvangwa et al. 2002; Beauchemin et al. 2003; Nagaraja y
Titgemeyer, 2007).

La concentracion de los AGV ruminales refleja la tasa de produccion y absorcion de
los mismos. La medicién de la concentracion de AGV total e individual y las
proporciones entre los acidos es Util como indicador de perturbaciones ruminales
como la acidosis, reflejando la respuesta a los sustratos alimenticios y el manejo de la
alimentacion. Es frecuente que durante cuadros de acidosis la relacién entre los
diferentes AGV se modifique (Nocek, 1997).

La acidosis ruminal subaguda se caracteriza por caidas del pH ruminal de tipo
intermitente que llega a niveles no fisiologicos que perduran durante varias horas al
dia. Estos descensos sucesivos de pH ruminal producen una alteracion temporal de la
tasa de fermentacién con cambios en la poblacion microbiana. Si bien, el factor que
la desencadena no es lo suficientemente prolongado o intenso para desarrollar signos
clinicos (Nordlund y Garrett, 1994), la ingestion del alimento y la produccion de los
animales se ven alteradas (Owens et al. 1998; Krause y Oetzel, 2006; Sauvant et al.
2006). La depresion del pH ruminal es menos pronunciada y se origina,
principalmente, por la acumulacién ruminal de productos finales de la fermentacion
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como AGV més que por el acimulo de acido lactico (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).
Este punto es discutido, hay autores que sostienen que durante la acidosis ruminal
subaguda no se acumula acido lactico como si ocurre durante la acidosis lactica
aguda (Khafipour et al. 2009a). Por otro lado, Jouany (2006) sostiene que durante
episodios de SARA el acido lactico puede acumularse y seria controlado por las
bacterias utilizadoras del &cido lactico.

La acidosis se define como una disminucion de los compuestos basicos en relacién a
la concentracion de &cidos a nivel ruminal y en estados mas avanzados en los
distintos fluidos corporales (Owens et al. 1998). La perturbacion del rumen afecta su
funcionamiento, a medida que el pH ruminal disminuye también lo hacen la
frecuencia y amplitud de las contracciones ruminales, lo que finalmente deriva en
estasis y aumento relativo de la carga ruminal (Huber, 1976; Braun et al, 1992;
Oetzel, 2000). La frecuencia de las contracciones ruminales puede disminuir desde
1,6 a 0,8 por minuto a medida que incrementa el concentrado en la dieta (Leedle et
al. 1995). También tienen lugar procesos de ruminitis e hiperqueratosis (Nocek,
1997). Los signos clinicos de la acidosis ruminal en la vaca lechera incluyen caida en
la produccion lactea, heces blandas o diarrea, baja condicién corporal, descenso de
tenor graso en la leche, claudicaciones, pérdida de apetito y consumo de alimento
con patron ciclico y finalmente la muerte (Enemark, 2008; Plaizier et al. 2008). Se
han registrado reducciones de hasta el 50% del CMS en referencia al consumo entre
dias consecutivos (Blanch et al. 2009).

Los signos clinicos de SARA son leves y varian desde anorexia transitoria,
deshidratacién, depresion, laminitis, abscesos y disminucién en la produccién lactea
(Duffield et al. 2004). Se afecta al numero y la intensidad de los movimientos
peristalticos ruminales y como consecuencia la estructura de las heces se modifica
existiendo muchas veces diarrea intermitente (Ceroni y Shabani, 2011). La alteracion
en el rumen se vincula con incrementos de moléculas pro inflamatorias como la
histamina (Ahrens et al. 1967), incremento de endotoxinas (Khafipour et al. 2009a) y
activacion de respuesta inflamatoria (Gozho et al. 2007).

Mientras que SARA puede considerarse como una enfermedad colectiva o de rebafio,
la acidosis ruminal aguda constituye una alteracion de tipo individual (Nordlund y
Garrett, 1994). SARA es dificil de detectar y a menudo se diagnostica erroneamente,
atribuyéndole la sintomatologia a otras causas, y frente a esta situacion, los
parametros paraclinicos podrian ser tiles en el reconocimiento del cuadro en etapas
lo suficientemente tempranas que permitan la implementacion de medidas
correctivas (Enemark, 2008).


http://curis.ku.dk/portal-life/en/persons/joerg-matthias-dehn-enemark(43f41ab5-0378-4a80-89f4-7dd2646c4c01).html

El diagnéstico de acidosis ruminal y SARA se logra a través de la evaluacion
conjunta de signos clinicos, historial de la gestion de la alimentacién, medicion de
pardmetros de la fermentacion ruminal y la cuantificacion del rendimiento
productivo. Es de utilidad diagnostica la evaluacion de la combinacién de parametros
como el consumo de MS, valores de pH ruminal, concentracion de AGV, N-NHsy
acido lactico (Bramley et al. 2008).

Los animales que estan potencialmente en riesgo de acidosis son aquellos que tienen
inadecuada capacidad tamponadora en el rumen ya sea por: recibir dietas con nivel
insuficiente de fibra, consumir carbohidratos facilmente fermentables en exceso, o
presentar una microbiota ruminal o papilas ruminales no adaptadas a las dietas
mencionadas (Krause y Oetzel, 2006; Nagaraja y Titgemeyer, 2007; Plaizier et al.
2008). Algunas estrategias para mitigar SARA incluyen la utilizacion de dietas
totalmente mezcladas (TMR) en vez del suministro de cada componente del alimento
por separado; la administracion de comidas de volumen pequefio, con mayor
frecuencia y a intervalos regulares; y la introduccion progresiva de concentrados para
permitir la adaptacion de la microbiota ruminal asegurando un contenido minimo de
fibra fisicamente efectiva (Krause y Oetzel, 2006). Se estima que cuando el manejo
de los comederos es adecuado y se incorporan iondforos en la formulacién, los
requerimientos minimos de fibra neutro detergente efectiva (FNDe) para mantener el
pH ruminal encima de 5,6-5,7 deberian ser del 5 a 8% de la MS total. Mientras que,
si el manejo del comedero es deficiente y no se incluyen iondforos a la dieta, estos
niveles minimos deberian ser mayores a 20% de la MS total (NRC, 1996).

4.4 AMBIENTE Y FERMENTACION RUMINAL

La fermentacion ruminal esta condicionada tanto por las cualidades quimicas de la
dieta como por el estado fisico de los alimentos. Los alimentos concentrados se
componen por carbohidratos de facil digestion como lo son los azUcares solubles y el
almidon, estos carbohidratos sufren un proceso fermentativo mas acelerado que los
carbohidratos de tipo estructural como la celulosa y la hemicelulosa.

Los productos finales inmediatos de la degradacion microbiana son principalmente
hexosas y pentosas, que luego se utilizan para el mantenimiento o crecimiento
microbiano (Beever, 1993). La fermentacion de la hexosa para la generacion de ATP
para la actividad microbiana genera como productos finales los AGV de cadena corta
como acetico, propionico y butirico, CO2 y CHs4 y ocasionalmente &cido lactico
(Beever, 1993; van Soest, 1994 y France y Dijkstra, 2005). Los AGV derivados de la
fermentacidn anaerdbica son rapidamente absorbidos por la pared ruminal y proveen
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del 60 al 70% de la energia para los procesos metabdlicos de un bovino adulto (van
Soest, 1994; Voelker y Allen, 2003).

El rumen esta adaptado para mantener condiciones Optimas para el desarrollo de la
microbiota, constituye un compartimento dindmico y heterogéneo con valores de pH
que flucttan a lo largo del dia entre 0,5 y 1 unidades (Dado y Allen, 1993; Nocek et
al. 2002; Keunen et al. 2002; Kleen, 2004). Cuando el régimen de alimentacion es
continuo las fluctuaciones del pH ruminal durante el dia son poco notorias (Pérez et
al. 1997). Estas variaciones se producen en funcion del tipo de dieta, la frecuencia de
alimentacion y el nivel de ingesta entre otros factores (Cerrato et al. 2005). El pH
ruminal es un parametro importante que regula los procesos digestivos. El flujo de
los alimentos, el agua y el aporte de saliva mantienen el pH ruminal en valores
fisiologicamente normales cercanos a la neutralidad y levemente &cidos (Bryant,
1959). Al aumentar la relacion entre el almidon y la fibra neutro detergente (FND)
puede aumentar la concentracion de AGV y modificarse su perfil (Beckman y Weiss,
2005).

Normalmente los AGV mas abundantes en el liquido ruminal son acético y
propidnico y butirico que en conjunto representan hasta el 90% de todos los AGV
(Hungate, 1966). Para el ganado alimentado con dietas forrajeras, la concentracion
normal de AGV totales es entre 70 a 130 mM, con relacion &cido
acético:propidnico:butirico de 70:20:10 o 65:25:10 (Church, 1993; France y Dijkstra,
2005). Cuando en la alimentacion se incrementa el uso de granos y durante la
acidosis ruminal se dan aumentos en las concentraciones de &cido propionico de
aproximadamente 35 a 45 % del total de AGV a expensas de la disminucion del
acido acético (France y Dijkstra, 2005; Rabiee y Lean, 2012).

Cuando los productos é&cidos de la fermentacién exceden esta capacidad
tamponadora, se puede producir un gran descenso del pH ruminal, situacién que
podria derivar en la disminucién de la funcion ruminal con necrosis de las papilas
ruminales, comprometiendo asi su capacidad de absorcién y en consecuencia la
productividad animal segun la gravedad del caso (Russell y Hespell, 1981). Cada
reduccion del pH ruminal se acompafia de cambios en el perfil de los AGV,
predominando el acido propidnico en detrimento del acético, mientras que cuando el
pH se desploma por debajo de 5,5 el &cido lactico comienza a acumularse (Dirksen,
1969; Britton et al. 1989). La acidificacion del medio ruminal puede ser la limitante
para la digestion de las paredes celulares de los forrajes. Se ha observado tanto en
abordajes in vitro como in situ que frente a un pH ruminal bajo la actividad
celulolitica de la microbiota, asi como la digestibilidad de la fibra disminuyen
(Mourifio et al. 2001; Tripathi et al. 2004).
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Normalmente, los valores minimos de pH ruminal se registran entre 0,5 y 4 h post
ingesta lo que coincide con la mayor produccion de AGV (Church, 1993). El pH
ademaés de ser un regulador de la produccion y crecimiento microbiano (Russell y
Dombrowski, 1980), puede afectar la produccion de los productos finales de la
digestion. Existe una correlacion negativa entre pH ruminal y la concentracion de
AGV sin embargo la relacion es débil (r2= 0,13) probablemente a causa de los
multiples factores que contribuyen a determinar el pH ruminal (Allen, 1997).

La medicién de la concentracion de AGV individuales y totales, asi como el anlisis
de las proporciones entre los mismos, se emplea como indicador de perturbacion
ruminal. Durante la acidosis se da una produccion rapida de AGV en el rumen
(Huntington, 1988) que son absorbidos, en su forma no disociada, hacia el torrente
sanguineo con el fin de reducir su concentracion y estabilizar el pH (Sniffen y
Thomas, 1991; Dijkstra et al. 1993). El pKa para la mayoria de los AGV es de
aproximadamente 4,8, por lo tanto, una caida del pH ruminal en torno a esos valores
conduce a un incremento de su forma no disociada aumentando sus tasas de
absorcion (Kohn y Dunlap, 1998). Aunque también, un bajo pH ruminal podria llegar
a disminuir la motilidad ruminal, resultando en una menor capacidad ruminal de
mezcla de su contenido y, en consecuencia, una tasa de absorcion mas lenta (Voelker
y Allen, 2003; Kristensen y Harmon, 2004). En una induccion de SARA mediante el
desafio con pellets de cascarilla de soja y maiz en animales sometidos a ayuno previo
de 12 horas, se pudo comprobar que el pH ruminal descendié linealmente con el
tiempo pos-alimentacion, mientras que la concentracion ruminal de AGV totales
aumento de forma lineal luego del suministro de la comida (DeFrain et al. 2002).

En condiciones normales el acido lactico se encuentra en concentraciones bajas,
menores a 5,0 mM (Keunen et al. 2002). Sin embargo, se han descrito episodios de
SARA con niveles de &cido lactico entre 0,45 a 10 mM (Keunen et al. 2002; Martin
et al. 2006) asi como se han reportado casos de animales con niveles mayores a 5,0
mM sin signos clinicos de acidosis (Golder et al. 2012). Pero definitivamente
concentraciones de acido lactico superiores a 40 mM se consideran indicativos de
acidosis aguda grave (Owens et al. 1998). Se ha observado también que la
concentracion de acido lactico estd condicionada por el tipo de carbohidratos
suministrados (Harmon et al. 1985; Heldt et al. 1999; Golder et al. 2012).

El &cido lactico en el rumen puede seguir diferentes vias como, por ejemplo:

acumularse, ser absorbido hacia el torrente sanguineo, continuar su pasaje hacia el

tracto posterior del aparato digestivo, o ser fermentado a AGV (Huntington, 1988;

Stewart et al. 1997). El pKa de éste 4cido, 3,9, es menor al de los AGV, por lo que su

absorcion es mas lenta y tiende a acumularse favoreciendo caidas méas pronunciadas

en el pH ruminal (Slyter, 1976; Russell y Hino, 1985; Oetzel, 2003). Frente a
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reiterados desafios de SARA el nivel de acido lactico ruminal tiende a crecer
proporcionalmente (DeFrain et al. 2002).

El nitrégeno amoniacal (N-NHz) ruminal surge como producto final de la
degradacion de proteina de la dieta que se degrada en el rumen, a partir del
catabolismo microbiano de aminoacidos, péptidos y sustancias nitrogenadas no
proteicas como la urea (Russell y Hespell, 1981). Estos origenes constituyen la mas
importante fuente de nitrégeno para las bacterias ruminales (Allison, 1969; Russell y
Strobel, 1987). Aproximadamente el 60% de la proteina verdadera se degrada a
amoniaco y el resto se escapa del rumen (Satter y Roffler, 1975). La tasa de
utilizacion de amoniaco depende del nimero de bacterias, de su tasa de crecimiento y
de la disponibilidad de energia obtenida a partir de carbohidratos (Satter y Roffler,
1975). El amoniaco difunde pasivamente a través de las membranas celulares
bacterianas y se emplea para su crecimiento junto con péptidos y aminoacidos. Sin
embargo, se ha comprobado que algunas bacterias pueden usar transporte activo de
amoniaco (Russell y Strobel, 1987). Cuando la cantidad de carbohidratos es
restrictiva, la degradacion de proteinas termina con la produccion de AGV y
amoniaco y, como consecuencia, se limita la disponibilidad de nitrégeno microbiano
para el huesped (Russell y Allen, 1983). La medicion de la concentracion de
amoniaco ruminal puede ser un indicador de la funcion ruminal y de la actividad
bacteriana.

La mayoria de las bacterias ruminales pueden utilizar N-NHz como fuente de
nitrégeno para su crecimiento (Russell, 1996). De esta manera los microorganismos
fibroliticos, a diferencia de la flora amilolitica, son capaces de cubrir sus
requerimientos de N para la sintesis proteica solamente con la utilizacion de N-NH3
(Bryant, 1973). Por otra parte, la concentracion de N-NHz ruminal puede variar
ampliamente dependiendo de la dieta, tiempo de suministro y frecuencia de
alimentacion, pero generalmente se produce dentro de un rango de 5-20 mg/dL
(Satter y Slyter, 1974; Russell y Strobel, 1987; Pereira et al. 2007). En bovinos, se
han registrado concentraciones elevadas de N-NHs que oscilan entre 15 y 30 mg/dL
(Cajarville et al. 2006a; Aguerre et al. 2009; Aguerre et al. 2013b). A medida que el
amoniaco se acumula en el rumen, la eficiencia de la produccion microbiana
disminuye (Russell y Strobel, 1987).

Se ha propuesto como herramienta Gtil la medicion de la concentracion de N-NHs
para evaluar la funcion del rumen, asi como la actividad bacteriana. Algunos estudios
han asociado la acidosis ruminal con bajas concentraciones de N-NHz (Bramley et al.
2008) pero de manera contraria, resultados encontrados en cuadros de acidosis
clinica mostraron concentraciones elevadas de N-NHz (Golder et al. 2014). Frente a
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estos resultados se justifican mayores esfuerzos para evaluar la utilidad de la
medicion del N-NH3z como indicador de la acidosis ruminal.

4.4.1 ACOSTUMBRAMIENTO A LA DIETA

Uno de los momentos donde los animales estan mas predispuestos a contraer acidosis
es durante la etapa de acostumbramiento a la dieta. Esta fase debe realizarse a lo
largo de un periodo prudencial con el objetivo de minimizar los potenciales riesgos.
Los niveles de concentrados deberian aumentarse progresivamente a intervalos de 5 a
7 dias (Nordlund, 2003). Algunos autores sugieren un periodo de alrededor de 10 a
21 dias para adaptar las poblaciones microbianas a una nueva dieta (Mackie y
Gilchrist, 1979) y 4 a 6 semanas para el adecuado desarrollo de las papilas de la
mucosa ruminal frente a una dieta rica en concentrado (Dirksen et al. 1985; Nordlund
et al. 1995; Nocek, 1997; Nordlund, 2003). Si el tiempo de adaptacion es
insuficiente, las papilas no se desarrollaran de forma dptima para poder absorber un
flujo mayor de AGV producidos y entonces ocasionara que el pH ruminal descienda.

Con respecto a la digestibilidad ruminal y en condiciones in vitro se ha visto que
cuando el pH ruminal desciende por debajo de 6,2 o 6,0 se reduce la actividad
celulolitica de la microbiota lo que repercute en la digestibilidad de la fibra llegando
a niveles suboptimos de digestion (Stewart, 1977; Grant y Mertens, 1992; Grant,
1994; Calsamiglia et al. 1999; Leddin et al. 2010).

45 RUMIAY ROL DE LA SALIVA

La regulacion de pH ruminal resulta de la combinacién de buffers enddgenos, como
la saliva (van Soest, 1982) y componentes buffer de la dieta (Krause y Oetzel, 2006).
La actividad de rumia se estimula en gran medida por la forma fisica de los
alimentos. Los forrajes fibrosos favorecen la rumia, mientras que los alimentos
concentrados no la estimulan. La accion de rumiar determina que un gran volumen
de saliva llegue al rumen mediante la deglucién. La proporcion de fibra presente en
los alimentos deberia contar con un tamafio de particula que promueva la
masticacion y el flujo de saliva, favoreciendo el mezclado y haciendo una dilucion de
los &cidos en el rumen. La capacidad del forraje fibroso para estimular la masticacion
y el flujo de saliva ayuda a moderar el pH ruminal, la capacidad inherente a la fibra
es un factor importante, pero su contribucion es menor al rol buffer que realiza la
saliva per se (Allen, 1997). Las dietas pobres en fibra se consumen més rapidamente
que aquellas mas ricas en la misma (DeVries et al. 2007), ademas, la actividad de
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rumia es comparativamente menor en las dietas mas pobres en fibra (Maekawa et al.
2002; Beauchemin et al. 2008).

Se ha estimado que la saliva logra neutralizar potencialmente entre el 30 y el 50% del
total de los AGV producidos en el rumen (Kay, 1966; Allen, 1997). La secrecion de
saliva es estimulada por la fibra fisicamente efectiva por lo tanto el flujo de saliva
varia con la masticacion, prueba de esto es que la tasa de flujo de saliva aumenta 1,8
veces en la rumia en comparacion con el reposo (Cassida y Stokes, 1986).
Claramente, el pH ruminal es afectado por la cantidad de tiempo destinado a la rumia
(Owens et al. 1998).

La saliva por su contenido de iones bicarbonato y fosfato de hidrogeno posee pH
alcalino alrededor de 8,2 a 8,4, que le confiere un rol neutralizador de &cidos por su
capacidad de eliminar hidrogeniones (Owens et al. 1997). Su composicién no varia
con el tipo de alimento ingerido (Erdman, 1988) por lo tanto su efecto depende de su
nivel de secrecién. Las dietas muy concentradas energéticamente y con tamafio de
particula pequefio, determinan caidas del pH ruminal a través de dos vias. Por un
lado, con una mayor produccion de acidos organicos, y por otro, por el menor
ndmero de masticaciones y en consecuencia baja secrecion de saliva y menor efecto
buffer (Krause y Oetzel, 2006).

El rumen es capaz de amortiguar cambios de pH a través de métodos de remocién de
hidrogeniones con el objetivo de mitigar el riesgo de acidosis ruminal. Las vias de
remocion de hidrogeniones son dinamicas y estan influenciadas por la cantidad de
acidos producidos (Allen, 1997). La mayoria de los iones hidrogeno no se eliminan
por absorcién de los AGV, sino que su eliminacidon se realiza a través de la
neutralizacion por la saliva. Sin embargo, existe un desfasaje en este proceso ya que
la tasa de produccion de acido en el rumen es mas del doble que la tasa de secrecion
de saliva (Allen, 1997). El ion bicarbonato y el ion fosfato de hidrdgeno de la saliva
captan los hidrogeniones por diferentes mecanismos. El ion bicarbonato se une con
un ion hidrégeno creando &cido carbonico que pasa a formar agua y dioxido de
carbono que se expulsa a través de la eructacion (Allen, 1997). El fosfato de
hidrogeno se combina con un ion de hidrégeno para formar fosfato de dihidrégeno
que fluye fuera del rumen a través del orificio omasal (Allen, 1997). A nivel
experimental se ha propuesto que el comportamiento de rumia, leido como
porcentaje de vacas rumiando dentro de un lote en un momento dado, puede ser
utilizado como un indicador de la salud ruminal (Krause y Oetzel, 2006).
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4.6 AYUNO EN SISTEMAS DE ENGORDE

Contrariamente a lo que se podria pensar, en los sistemas de produccion intensiva de
carne existen situaciones que modifican el patrén de consumo de los animales y
provocan ayuno involuntario. Estas limitaciones en el acceso al alimento se vinculan
con una mayor incidencia de enfermedades metabolicas. Cada restriccion puede
ocasionar que, durante la realimentacién, ocurra un aumento en el ritmo de ingesta
desencadenando episodios de SARA.

El tiempo de acceso al alimento es un punto muy importante que debe ser tenido en
cuenta. Cuando se manejan bajas frecuencias diarias de alimentacion o cuando los
animales son sometidos a una restriccion en el tiempo de acceso a la comida, se
producen periodos de ayuno que puede ser de mayor o menor duracion (Nagaraja y
Lechtenberg, 2007). Frecuentemente, cuando finalizan estos periodos de ayuno los
animales ingieren el alimento ofrecido con una mayor voracidad o a un ritmo de
ingestion mas acelerado (Forbes y Mayes, 2002). En trabajos con bovinos para carne
a pastoreo se ha comprobado que los animales compensan la restriccion al consumo
mediante un aumento de su tasa de ingestion en el mismo rango en el que se produjo
la disminucion del tiempo de pastoreo (Gekara et al. 2005).

Después de cada ingesta y de manera normal, la fermentacion ruminal produce
grandes cantidades de AGV que generan la disminucion del pH que puede persistir
por algunas horas. Posteriormente, el pH ruminal vuelve a aumentar logrando su
estabilizacion, debido a la rdpida remocion de los AGV por la capacidad de
absorcién del rumen (Krause y Oetzel, 2006) o por el aporte de sustancias buffer
procedentes principalmente de la saliva generada en la rumia del material ingerido
(Palmonari et al. 2010).

El consumo en exceso de carbohidratos facilmente fermentescibles luego de periodos
de ayuno se vincula con la aparicién de acidosis ruminal subaguda. Se ha
evidenciado que la variacion en la ingesta diaria disminuye el desempefio productivo
de los animales de corral (Galyean et al. 1992; Duffield et al. 2004) y se ha propuesto
como un factor que predispone a desérdenes metabdlicos como la acidosis (Britton y
Stock, 1987; Bauer et al. 1995).

En estudios con ovinos restringidos con acceso a pastura durante s6lo 4 h por dia, se
registré una disminucién del pH ruminal posterior a la alimentacién que persistid
durante varias horas lo que puso en evidencia que la neutralizacion de los acidos
producidos fue inadecuada (Cajarville et al. 2006; Pérez-Ruchel, 2006). Una mayor
frecuencia de alimentacién promoveria estabilidad del ambiente ruminal con

variaciones del pH menos pronunciadas y mayor eficiencia de la fermentacion
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disminuyendo asi el riesgo de acidosis (Kaufmann, 1976; French y Kennelly, 1990;
Castro et al. 2002; Freer et al. 2007).

4.7 MICROBIOTA RUMINAL

Las bacterias celuloliticas son especialmente sensibles a los cambios de pH ruminal
(Chiquette, 2009), el numero de estas bacterias decrece cuando el pH es menor a 6,2
Ilegando a niveles subdptimos para la digestion de los alimentos (Calsamiglia et al.
1999; Leddin et al. 2010). Cuando el pH es inferior a 6,0 el proceso de fibrolisis
realizado por bacterias del rumen se ve inhibido (Russell y Wilson, 1996). Al
descender el pH ruminal se favorece el crecimiento de microrganismos productores
de acido lactico como Streptococcus bovis (Russell y Hino, 1985) considerado el
productor de acido lactico méas importante del rumen (Hungate, 1966; Russell y
Dombrowski, 1980; Marounek y Bartos, 1987; Nocek, 1997).

Bajo condiciones normales el acido lactico es metabolizado por microorganismos
que lo consumen. Selenomonas ruminantium subsp. lactilytica, Veillonella parvula,
Megasphaera elsdenii y Anaerovibrio lipolytica son los microorganismos
utilizadores de acido lactico mas relevantes (Lean et al. 2007). Megasphaera elsdenii
es un coco Gram negativo que utiliza el 60% a 80% del acido lactico disponible en el
rumen (Counotte et al. 1981). Es resistente a ambientes acidos y su actividad se
estimula en presencia de carbohidratos solubles, siendo una de las bacterias mas
relevantes en el control del metabolismo del acido lactico (Counotte et al. 1981,
1983). En general, la tasa de crecimiento de las bacterias que consumen el acido
lactico es menor que la de aquellas que lo producen resultando entonces en su
acumulacién (Oetzel, 2003). Los microorganismos ruminales que fermentan la
glucosa a acido lactico tienden a ser tolerantes a pH acido, al tiempo que los
utilizadores son sensibles a pH bajo (Owens et al. 1998). Cuando el pH ruminal es
menor a 5,6 la relacion entre los microrganismos productores y utilizadores de acido
lactico aumenta y el acido lactico se empieza a acumular indicando el inicio de
SARA (Nocek, 1997; Goad et al. 1998; Plaizier et al. 2008; Hook, et al. 2011).
Cuando el pH ruminal es menor a 4,7 el crecimiento de S. bovis se inhibe y el de
Lactobacillus spp. se incrementa determinando mayor produccion de acido lactico.
El efecto de la retroalimentacion positiva resulta en estasis de la fermentacion
ruminal y absorcion de los isomeros D- lactato y L-lactato lo que puede derivar en
acidosis metabdlica (Bramley et al. 2008).
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4.8 RESPUESTA INFLAMATORIA

Las células del epitelio ruminal no estan cubiertas por mucus lo que provoca que la
mucosa del rumen sea vulnerable al dafio quimico inducido por la acidez del medio.
El ambiente &cido del rumen, los cambios en la presiébn osmotica, y los
lipopolisacéridos ruminales, hacen que el epitelio del rumen se vuelva susceptible a
alteraciones como procesos de inflamacion, erosién y ulceracién. Durante la
multiplicacién y la lisis bacteriana son liberados lipopolisacaridos (LPS) que son las
endotoxinas de las paredes celulares de bacterias Gram negativas (Rietschel et al.
1994). Durante los episodios de SARA tiene lugar un incremento de la destruccion
bacteriana lo que aumenta la concentracion de LPS ruminales (Gozho et al. 2005). El
pH ruminal subdptimo tiene efectos negativos sobre la salud y el bienestar de los
animales, donde se incluyen cambios en el balance de la microbiota ruminal y
aumento en la permeabilidad del epitelio y ruminitis (Owens et al. 1998). La
ruminitis es la lesion fundamental de SARA y es el origen de los problemas crénicos
desarrollados varias semanas 0 meses después de ocurrido el episodio de acidosis
(Oetzel, 2003). La patogénesis de la ruminitis aun no se ha comprendido
completamente, pero se estima que el incremento de los AGV, asi como la elevacion
temporal del &cido lactico ruminal o las fluctuaciones en la osmolaridad del fluido
ruminal, pueden estar involucradas en el desarrollo de esta condicion (Dirksen et al.
1985; Krehbiel et al. 1995; Enemark, 2008). La etapa de paraqueratosis que esta
caracterizada por el engrosamiento del estrato corneo de la mucosa del rumen vy la
etapa de ruminitis, no son muy definidas (Dirksen et al. 1985). La paraqueratosis que
es consecuencia del aumento de la produccion de &cido lactico en los casos de
acidosis clinica, puede a largo plazo, afectar la absorcion de AGV (Krehbiel et
al.1995).

Cuando el rumen sufre inflamacién en la mucosa tienen lugar alteraciones que
facilitan la colonizacion bacteriana y la traslocacion al torrente sanguineo de toxinas
y sustancias vasoactivas. Por la via vena porta estas sustancias llegan al higado
donde se producen abscesos hepaticos y otros efectos deletéreos a distancia como la
laminitis (Nocek, 1997; Kleen et al. 2003; Gozho et al. 2005). Normalmente, el
rumen tiene un bajo nivel de permeabilidad a las endotoxinas (Andersen et al. 1990),
pero las lesiones en el epitelio del rumen asociadas a SARA pueden resultar en la
translocacion de LPS ruminales al torrente sanguineo. La traslocacion activa una
respuesta inflamatoria sistémica conocida como respuesta de fase aguda (Werling et
al. 1996; Owens et al. 1998; Gozho et al. 2005; Gozho et al. 2007; Khafipour et al.
2009a) acompariada del incremento en la concentracion sérica de proteinas de fase
aguda (PPA, Ametaj et al. 2009) como haptoglobina (Hp) y de amiloide sérico A
(SAA, Gozho et al. 2007; Zebeli et al. 2012). La Hp es la PPA de mayor importancia
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en el ganado (Horadagoda et al. 1999), en animales sanos es indetectable (Eckersall y
Conner, 1988), pero, dentro de las primeras 24 a 48 h luego de un dafio tisular, el
nivel de Hp aumenta entre 50 y 100 veces en relacion a su nivel basal lo que le
confiere gran utilidad practica y temprana al momento de detectar estados
patoldgicos subclinicos (Godson et al. 1996; Cole et al. 1997). Se postula a la Hp
como proteina de utilidad como marcador inflamatorio asociado con salud ruminal,
ya que sus niveles pueden elevarse como resultado de la inflamacion de la pared
ruminal inducida por la acidosis sin la presencia de otros signos clinicos (Trevisi et
al. 2010). Si bien los valores de pH ruminal bajos son el paso inicial en la
patogénesis de SARA, las proteinas de fase aguda y especificamente la
cuantificacion de Hp podria ser empleada como biomarcador de la inflamacion
causada por esta patologia (Gozho et al. 2007; Khafipour et al. 2009a).

Experimentalmente, novillos sometidos a induccion de acidosis subaguda, con
valores de pH ruminal inferiores a 5,6 por méas de 3 h por dia, presentaron niveles de
Hp elevada en suero en comparacion con aquellos animales no afectados (Gozho et
al. 2005). En vaquillonas raza Danish Holstein con acidosis ruminal y sistémica
inducida mediante sobrecarga oral de oligofructosa (17 g/kg PV) se vio una respuesta
diferencial de las proteinas de fase aguda (Danscher et al. 2009), al igual que en
hembras lecheras con la forma subclinica de acidosis (Plaizier et al. 2008). Se estima
que el incremento de los niveles en suero de proteinas de fase aguda durante la
acidosis posiblemente sea resultado de la ruminitis que facilita la translocacion de
moléculas pro-inflamatorias a través del epitelio ruminal dafiado causando efectos
sistémicos (Danscher et al. 2009). Se han reportado casos de SARA con niveles de
SAA entre 160 y 500 mg/L y de Hp entre 250 y 1900 mg/L (Gozho et al. 2005;
Gozho et al. 2006; Khafipoor et al. 2006; Gozho et al. 2007). La Hp podria ser un
marcador de presencia de destruccion tisular acompafiado de procesos de
inflamacion, lo que permite un monitoreo in vivo de la enfermedad sin necesidad de
procedimientos invasivos (Danscher et al. 2009).

4.8.1 FUNCIONAL HEPATICO

Existen indicadores sanguineos que permiten una evaluacién de la funcionalidad
hepatica. Algunas de las pruebas convencionales que brindan informacién sobre la
integridad de los hepatocitos son la cuantificacion de alanina transaminasa (ALT) y
transaminasa glutdmico-oxalacética o aspartato aminotransferasa (GOT-AST),
mientras que el nivel de fosfatasa alcalina (ALP) y gamma glutamil transpeptidasa
(GGT) permiten dar una aproximacion sobre la integridad del sistema biliar. La
capacidad excretora del higado puede ser evaluada mediante la cuantificacion de
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bilirrubina total y la funcion de sintesis hepédtica es estudiada a través de la
valoracion del nivel de albdmina (Tennant et al. 2008).

A nivel sérico los dos componentes principales de proteina son la albumina y las
globulinas. La albumina es la proteina mas abundante de las proteinas plasmaticas
representando el 35 a 50 % de las proteinas séricas totales, su sintesis ocurre
exclusivamente en el higado y es la principal responsable de la presion osmotica
plasmatica. El rango normal de albimina (g/dL) en bovinos es de 3,20 - 4,32 g/dL
(Tennant et al. 2008). La concentracion de albumina se determina por la tasa de
sintesis hepatica, que normalmente estd en equilibrio con la degradacion. Es
considerada una proteina de fase aguda negativa frente a procesos inflamatorios y
cumple un rol importante en la formacion de los polimeros de haptoglobina
plasmatica (Eckersall et al. 1990). La fraccion de globulinas se compone de varias
proteinas, pero principalmente consiste en inmunoglobulinas que se sintetizan en
células linfoides y de otras globulinas que son producidas en el higado (Russell y
Roussel, 2007). Los perfiles bioquimicos usualmente incluyen la cuantificacion de
albumina y la concentracidn de las proteinas séricas totales, mientras que la fraccién
de globulinas es calculada como la diferencia entre la concentracion de proteinas
totales y la cantidad de albumina (Russell y Roussel, 2007).

Las fosfatasas alcalinas (ALP) comprenden un grupo heterogéneo de enzimas
asociadas a membranas celulares. Si bien su funcién fisiologica exacta es
desconocida, su actividad es un indicador bioquimico atil de enfermedad hepética
particularmente de enfermedad colestasica (Coppo, 2015). Algunos estudios han
demostrado que la actividad de la ALP es mas alta en las superficies de absorcién o
de secrecion de las células (Kaplan, 1972). Dentro de los hepatocitos, la ALP se
encuentra en concentraciones elevadas en los margenes celulares que limitan los
conductos biliares, cuando existe dafio hepéatico las células lesionadas liberan
cantidades importantes de esta proteina hacia la sangre. Por tanto, es posible que ante
una obstruccion que involucre uno o varios conductos como ocurre en casos de
tumores o abscesos hepaticos, la concentracion de ALP se elevara sobrepasando el
rango fisiolégico normal que en bovinos es de entre 142 a 212 U/L.

La enzima GOT-AST estd ampliamente distribuida encontrandose en numerosos
tejidos y 6rganos con gran actividad como el higado (Zimmerman et al. 1968). Frente
a una lesion hepatocelular aguda o crénica o necrosis hepatica, su nivel en sangre se
incrementa significativamente (Russell y Roussel, 2007). La concentracion de GOT-
AST se eleva frente a causas de dafio parenquimatoso en higado como por ejemplo
en las distomatosis y en presencia de dafio muscular debido al decubito extremo
(Brown et al. 1999; Rubel et al. 2005; Almeida et al, 2008). ElI aumento de actividad
de la AST en el suero es considerado como un marcador sensible de dafio hepatico,
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incluso si el dafio es de naturaleza subclinica (Kauppinen, 1984; Meyer y Harvey,
1998). En estudios anteriores se han verificado aumentos marcados de GOT-AST a
partir de las 24 h de realizada la induccion experimental de acidosis (Braun et al.
1992; Patra et al. 1996). En casos de necrosis hepética la actividad enzimatica de la
AST se eleva, mientras que incrementos séricos de ALP y GGT sugieren colestasis
intra o extrahepatica (Kaneko, 2008). A diferencia de lo que ocurre en otras especies,
las células del higado en rumiantes no muestran elevada actividad de Alanina
transaminasa (ALT) y el aumento de la actividad de esa enzima en el suero durante el
dafio al higado, incluso en cuadros de necrosis hepética, es insignificante
(Forenbacher, 1993).

La GGT es una enzima unida a membrana que se encuentra en muchos tejidos, pero
principalmente en las células con altas tasas de secrecion o absorcion. Los
incrementos notables en la actividad sérica de GGT se observan en enfermedades del
higado, siendo considerada un marcador serico de las enfermedades del sistema
hepatobiliar asociadas a colestasis (Grunder, 1977; Braun et al. 1983; Allison, 2012).
A diferencia de la ALP, la GGT no se incrementa significativamente en situaciones
de necrosis hepatica (Meyer, 1983). Sin embargo, si se puede dar un aumento
marcado de GGT frente a enfermedad hepatocelular donde se da colestasis de forma
secundaria (Braun et al. 1983). Si bien la actividad de GGT generalmente se
correlaciona con el nivel sérico de ALP en caso de injuria hepatica colestésica
(Kaneko et al. 2008), se considera que el aumento de su actividad tiene mayor
sensibilidad diagndstica que la ALP (Fernandez et al. 2007).

La respuesta inflamatoria a una lesion tisular es un mecanismo fundamental por el
cual el huésped activa sus defensas para iniciar una serie de eventos quimicos
relacionados con el proceso de reparacion. Este proceso estd mediado por la
liberacion de citoquinas de los leucocitos que se retnen en el lugar de la lesion. Las
citoquinas son polipéptidos que se liberan a la circulacion para llegar al higado donde
inducen la sintesis y liberacion de las proteinas de fase aguda (Kaneko et al. 2008).
La citoquina proinflamatoria IL-1 inhibe el activador nuclear implicado en la
expresion de los genes que codifican las enzimas clave en el clearance de la
bilirrubina (Assenat et al. 2004). En esta situacién la eliminacion de bilirrubina se
reduce y como consecuencia se producen aumento de bilirubinemia. Asimismo,
cuadros de obstruccion biliar intra o extra hepatica puede derivar en incremento del
nivel de bilirrubina (Russell y Roussel, 2007).

El estudio de todos estos indicadores sanguineos y sus patrones permitira una
aproximacion al funcionamiento hepatico y la deteccidn de dafio hepético aparente.
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4.9 MODELOS DE INDUCCION EXPERIMENTAL DE ACIDOSIS

La mayor parte de la informacion sobre acidosis clinica y SARA disponible proviene
de dos tipos de modelos experimentales utilizando bovinos, ovinos o cabras. El
primer tipo esté relacionado con el tipo de concentrado energético, su procesamiento,
la forma de administrarlo y el nivel de fibra (Mertens, 1997; Goad et al. 1998; Coe et
al. 1999; Brown et al. 2000; Kleen et al. 2009). El segundo tipo de modelos se basa
en la aplicacion de restricciones al consumo provocando variaciones en la ingesta
diaria (Galyean et al. 1992).
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Cuadro I. Resumen de modelos de induccién experimental de acidosis empleados hasta el momento.

Animal Dieta adaptacion Restrlccm_n (horas Desafio Via Referencia
o0 cantidad) adm
Andersen y
Vacas Jersey secas heno 70 g/kg PV de grano oral Jarlov 1990
Terneras base forrajera 100% festuca concentrado, incrementos de 2,5 Kg por oral Blanch et al.
ad libitum dia hasta llegar a 12,5 Kg 2009
dieta con suplementacion al 0 L .
Novillos para carne 1,7% de PV con 50% de ayuno de 24 horas 100% concentrado (trigo:maiz) a una dosis oral Brown et al.
de 1,5% PV 2000
concentrado
Vaquillonas Danish . Danscher et
Holstein oligofructosa (17 g/kg PV) oral al. 2009
Vacas Holstein . . . DeFrain et
multiparas ayuno de 12 horas pellets de cascarilla de soja y maiz oral al 2002
Vacas Holstein mitad adaptacion  durante  dos re_stncmor_ll de 4 kg (.je cebada y trigo (en reIaC|0n21:1) DeVrides et
- o, alimentacion del 50% posteriormente suministro de TMR* ad oral
lactacion semanas a racion TMR 3 : L al. 2008
CMS?® durante 1 dia libitum
0,5 kg de harina de trigo y solucion de Minuti et al
Carneros heno ad libitum ayuno de 24 horas lactulosa (30 g de lactulosa en 200 ml de oral 201 4
agua)
. adaptacion rapida (65% de concentrado por
Vaquillonas Cruza ;ﬂ?g::gfsgg Zggczn;glgo 3 d) o gradual (5 dietas intermedias 48,3 / oral BZ\I/agg;;
0 0 56,7/ 65,0/ 73,3/ 81,7% por 3 d c/u '
. dieta de alfalfa 80%:20% dos dosis de 1,25 % del PV con una mezcla Nagaraja et
Novillos para carne . . o . oral
grano de maiz molido y almiddn de maiz al 1985
. dieta de alfalfa 80%:20% dos dosis de 1,25 % del PV con una mezcla Coe et al.
Novillos para carne . . o . oral
grano de maiz molido y almiddn de maiz 1999



Novillos para carne

Novillos para carne

Vacas Holstein

Vacas Holstein

adaptado a 70% de
concentrado

adaptadas consumo  de
TMR

cinco semanas recibieron
dieta TMR ad libitum con
proporcion de forraje vy
concentrado de 50:50

una semana recibieron un
TMR formado por 50%
concentrado y 50% heno de
alfalfa picado

ayuno de 8 horas

maiz al 1,3 % del PV

25% de la cantidad de MS de dieta TMR
medida el dia anterior fue reemplazado con
una cantidad igual de grano (50%
trigo:50% cebada molida)

sustitucion del 21% de MS* de la TMR por
pellets con 50% trigo y 50% cebada,
relacion forraje : concentrado de 40:60

heno de alfalfa fue reemplazado
gradualmente por pellets de alfalfa a un
ritmo de 8 % por semana

oral

oral

oral

oral

Krehbiel et
al. 1995

Keunen et
al. 2002

Colman et
al. 2013

Colman et
al. 2013

PV1: Peso vivo animal; TMR?2: Racion Totalmente mezclada; CMS?: Consumo de materia seca, MS*: Materia Seca.



Hasta el momento no hay reportes de ensayos en los que el ayuno en si mismo
represente el desencadenante de la situacién de acidosis. En cambio, el ayuno se ha
utilizado como una herramienta para estimular el consumo de la dieta inductora de
acidosis (Cuadro 1). La aplicacién de ayuno ha sido una forma de incrementar el
volumen y velocidad de consumo de la dieta con mayor concentracion energética.

En este trabajo se empled un nuevo modelo de induccion de SARA, el complejo
ayuno-realimentacion, sin modificaciones cualitativas ni cuantitativas de la dieta pre
Yy post ayuno.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los Gltimos afios, en Uruguay, se ha visto incrementado el crecimiento de los
rubros forestacion y agricultura, lo que ha provocado un nivel creciente de
competencia por la tierra para su explotacion. Frente a esta situacion los sistemas
productivos se han visto obligados a implementar un proceso de intensificacion. La
ganaderia nacional ha experimentado un notorio cambio, donde una porcién de los
sistemas integramente pastoriles ha sido reemplazada por sistemas de tipo mas
intensivos, los encierres a corral (DIEA, 2011; DIEA, 2015). En la misma direccion,
la apertura de nuevos mercados demandantes de carne de calidad superior ha
fomentado la recria y engorde a corral. Del total de animales faenados en Uruguay
durante el afio 2013, el 10% de los mismos procedieron de encierros comerciales
(Banchero et al. 2016). Este nuevo nicho comercial ha planteado exigencias en
cuanto al grado de terminacion de los animales que implica el uso de dietas con
mayor concentracion energética (dietas con nivel minimo de 62% de concentrados y
EM superior a 12,26 MJ/kg de MS), disminuyendo el nivel de fibra y la
concentracion proteica. El nivel de consumo de este tipo de alimento debe ser al
menos un 1,4% del PV (Diario Oficial de la Union Europea, 2012).

En estos sistemas de produccién intensiva se producen condiciones propicias para
una serie de patologias con impacto negativo no s6lo econémico, sino también desde
el punto de vista del bienestar animal. Los trastornos que se producen se asocian
principalmente al tipo de dieta, al hacinamiento de los animales y a errores de
manejo. En los sistemas de engorde a corral de Uruguay la mayoria de los problemas
sanitarios derivan fundamentalmente de la alimentacién, donde la acidosis aguda es
el problema clinico méas diagnosticado (34% de los establecimientos) y es
responsable de casi la mitad de las muertes (Banchero et al. 2016). Si bien el
diagndstico de la forma subclinica de la acidosis es complejo por presentar signos
clinicos sutiles, se estima que, por cada animal con acidosis clinicamente manifiesta,
coexisten cerca de 100 casos de SARA que pasan desapercibidos (T.G. Nagaraja,
comunicacion personal).

Si bien ambas formas de acidosis pueden causar pérdidas econdmicas significativas
(Nocek, 1997), las pérdidas clinicas concentran la preocupacion por parte de los
productores, sin percibir que las mermas subclinicas, expresadas como menos masa
ganada y extension en el tiempo de engorde, pueden llegar a ser mas cuantiosas
(Smith, 1998). Bajo condiciones nacionales aun no se conoce la incidencia de la
acidosis ruminal subaguda, pero se estima que su prevalencia es elevada conociendo
el alto porcentaje de aparicion de la forma clinica de esta patologia.
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Algunos de los aspectos de manejo que hacen que los animales no tengan una tasa de
consumo regular pueden asociarse con una mayor incidencia de SARA (Krause y
Oetzel, 2006). Dentro de estos aspectos se puede incluir la imposibilidad de la
distribucion del alimento por imprevistos, las dificultades en el desplazamiento de
los animales (por ejemplo debido a la acumulacién de barro), el traslado para
procedimientos y la heterogeneidad del rodeo que favorece el establecimiento de
jerarquia social. En estas situaciones se producen periodos de ayuno de diferente
magnitud que podrian ocasionar episodios de SARA

Actualmente en Uruguay los encierros comerciales estan siendo ocupados a la mitad
de su potencial de alojamiento, esta capacidad ociosa puede ser aprovechada a
mediano o largo plazo, representando una oportunidad de desarrollo econémico muy
importante. Frente a estas perspectivas promisorias es necesario el desarrollo de
conocimiento que brinde herramientas frente a esta patologia. Uruguay, como pais
principalmente exportador, debe tender a obtener producciones intensivas cada vez
mas seguras, sin perder los objetivos productivos contemplando el bienestar de los
animales, aspecto de creciente interés a nivel mundial por sus implicancias éticas y
por cdmo repercuten estas consideraciones en el consumidor final. Por tal motivo, la
salud animal en los encierros debe ser prioridad al momento de ofrecer nuestras
carnes a mercados extranjeros.

El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto del ayuno sobre la
aparicion de acidosis subaguda en bovinos en sistemas de engorde a corral en la
etapa de terminacion. Se buscd generar conocimiento cientifico local explorando a
partir de qué intensidad el ayuno podria afectar significativamente parametros
animales lo que podria condicionar la performance obtenida. Hasta el momento no
existe informacion sobre este aspecto en condiciones experimentales ni productivas
en la bibliografia cientifica internacional. El estudio fue disefiado para analizar
experimentalmente tres intensidades de restriccion al alimento, como una forma de
aproximacion para poder identificar la extension de ayuno de la cual los animales
logran reponerse sin consecuencias negativas aparentes, y a partir de cual severidad,
el ayuno se vuelve un problema afectando el comportamiento productivo, la
eficiencia metabolico-digestivo, y acciona como desencadenante de SARA con las
consecuentes pérdidas. Para cumplir con el objetivo planteado, se desarrollo y se
comprobd experimentalmente un nuevo modelo de induccién de SARA, la aplicacién
del complejo ayuno-realimentacion.
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6. HIPOTESIS

El ayuno aplicado a bovinos en etapas finales de engorde (terminacion) determina
adaptaciones comportamentales durante la realimentacion que actuardn como
desencadenantes de episodios de SARA.

7. OBJETIVOS

Evaluar el efecto de tres niveles de ayuno como inductor de SARA en novillos en
engorde a corral bajo una dieta con alto nivel de concentrado.

7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar el comportamiento ingestivo y ritmo de ingestion de TMR durante la
realimentacion.

- Analizar el ambiente ruminal mediante dindmica de pH, concentracion de &cidos
grasos volatiles, &cido lactico y N-NHs.

- Estudiar la evolucion de la concentracion de hormonas, metabolitos, enzimas
hepéticas y proteinas de fase aguda como la haptoglobina.

8. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se realiz6 un experimento in vivo en un modelo experimental con novillos Hereford
en etapa de engorde de terminacion. Los animales fueron sometidos durante 43 dias a
la habituacion al manejo e instalaciones. Posteriormente durante un periodo de 21
dias se realiz6 la adaptacion a la dieta concentrada hasta llegar al nivel de 85% de
concentrado, posteriormente se aplicaron los tratamientos que consistieron en la
privacion absoluta de alimentos por una Unica vez durante 12, 24 o 36 horas. Se
analizo el rol de la magnitud del ayuno como modelo inductor de SARA siguiendo
tres evaluaciones: el comportamiento animal, el ambiente ruminal y el estado
enddcrino-metabdlico.
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 ANIMALES Y CONDICIONES DE ALOJAMIENTO

El experimento se realizé en la Unidad de Lecheria de la Estacion Experimental
“Alberto Boerger”, Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), (S
34°29', O 57°44"), La Estanzuela, ubicado en paraje EI Semillero, Departamento de
Colonia, Uruguay, entre los meses de agosto y diciembre de 2014. Se utilizaron 20
novillos Hereford de 18-24 meses de edad y 379,4+6,4 kg PV, alojados
individualmente en encierros a cielo abierto en corrales de igual superficie (10 m?)
manejados en régimen de confinamiento. Los animales portaban un catéter ruminal
permanente de polietileno (5 mm de calibre y 110 mm de longitud) y fueron
asignados aleatoriamente a uno de cuatro tratamientos (n=5 por tratamiento). El
manejo de los animales durante los procedimientos experimentales se desarrollé de
acuerdo con los principios bioéticos y regulaciones establecidos para
experimentacion, investigacion cientifica y ensefianza (Comision Honoraria de
Experimentacion Animal (C.H.E.A.), UdelaR, Uruguay (Registro 0009/11) y la
Comisién de Etica y Bienestar Animal del Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA), Uruguay (Numero de expediente: INIA 2014.38).

9.2 EXPERIMENTO

Se realizd un experimento in vivo con un disefio completamente al azar, con medidas
repetidas en el tiempo realizadas sobre las mismas unidades experimentales. Durante
21 dias los animales fueron sometidos a un periodo de adaptacién a las condiciones
experimentales y a la dieta. Durante este periodo la relacion concentrado-forraje se
incrementd paulatinamente hasta llegar a una proporcion 85:15. La dieta fue
administrada en dos ofertas diarias a las 08:00 y a las 15:00 horas y consisti6 en una
TMR compuesta por racién comercial de engorde para bovinos (ERRO P12®,
elaborador: Barraca Erro, Dolores, Soriano, Uruguay), expeller de girasol y heno de
moha (Setaria italica) como componentes principales segin se especifica en el
Cuadro Il. Los andlisis de composicion quimica de alimentos se realizaron en el
Laboratorio de Nutricion de INIA La Estanzuela, Uruguay. Se adiciono a la dieta 100
g/d de carbonato de calcio por animal. Todos los animales tuvieron acceso a agua y
sales minerales ad libitum. La TMR se formulo de acuerdo a las recomendaciones de
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NRC (2000) para cubrir requerimientos de animales de 380 kg de PV con objetivos
de ganancia de peso promedio de 1,600 kg/animal/dia en las etapas finales del
engorde.

Luego de la fase de adaptacién y durante 25 dias, se realizd un ajuste de la cantidad
de alimento ofrecida segtin el método “slick bunk” comedero lamido (Silva del Rio et
al. 2010). Antes de la primera oferta diaria de alimento se observd la existencia de
rechazo de la oferta del dia previo y se fue incrementando la oferta de TMR en los
casos en que los animales no mostraban rechazos por tres dias consecutivos. El
primer ajuste de oferta fue del 5%, seguidos de incrementos sucesivos del 3%.

El periodo experimental correspondid a los dltimos 10 dias del encierro donde se
aplicaron los tratamientos de ayuno, se realizo la realimentacion y se tomaron todas
las muestras. El inicio del ayuno fue escalonado en los diferentes tratamientos con el
objetivo de cumplir con las respectivas horas de ayuno y conseguir que todos los
animales fuesen realimentados el mismo dia. La composicion de la dieta empleada
fue la misma para la totalidad de los animales, y el volumen se ajust segln cada
peso Vivo.

CuADRO Il. Composicion quimica de los alimentos constituyentes de la TMR
(media + DE)

MS 1 PB ? FAD 3 FND 4

Racién comercial (P12®) 88,57 11,79 15,06 23,97
Expeller girasol 88,52 31,3 43,65 51,28

Fardo moha® 9622 345 5846 7853

Andlisis realizado en base seca, ! MS: % de materia seca; 2PB: proteina bruta (N x 6,25) como
% de la MS; 3FAD: fibra acido detergente expresada como % de la MS, *FND: fibra neutro
detergente utilizando amilasa termo-resistente y sulfito de sodio, expresada como % de la MS,
SFardo de moha: Setaria italica en heno. *Se adicion6 a la dieta 100 g/d de carbonato de
calcio por animal.
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La racion comercial de engorde (P12®) estaba constituida por los siguientes
componentes: maiz, sorgo, cebada, afrechillo de trigo, pellets de soja, pellets de
girasol y melaza.

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de un periodo de ayuno (horas de
restriccion absoluta al alimento) de diferente magnitud en un Unico momento del
engorde seguido de realimentacion segun el esquema;

Control (C): sin ayuno

T12: ayuno por 12 horas
T24: ayuno por 24 horas
T36: ayuno por 36 horas

9.3 DETERMINACIONES

En la Figura 1 se presenta un esquema de la estrategia de investigacion y las
determinaciones realizadas.

9.3.1 CONSUMO DE ALIMENTO

El consumo individual diario de alimentos se determind durante todo el periodo
experimental, por diferencia de peso entre la cantidad total de TMR ofrecida y la
cantidad rechazada en veinticuatro horas [Consumo (g) = (g ofrecidos - ¢
rechazados)].

9.3.2 COMPORTAMIENTO ANIMAL

9.3.2.1. Comportamiento ingestivo

En cada tratamiento, luego del ayuno y desde el momento de la realimentacion se
registro el comportamiento de cada animal cada 10 minutos durante las primeras 12 h
de acceso al alimento mediante la técnica de "scan-sampling” segun la metodologia
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propuesta por Hirata et al. (2002). La observacion fue directa y las actividades de los
animales se clasificaron en: comer (basqueda del alimento, prehension y masticacion
ingestiva), rumiar (masticacion de bolo regurgitado) y beber (consumo de agua). Se
tomo la frecuencia relativa promedio por hora de cada una de las actividades y el
tiempo total dedicado a cada actividad.

9.3.2.2. Ritmo de ingestion

Durante la realimentacion se registro el ritmo de ingestion o tasa de consumo del
alimento de cada animal, mediante el registro de la cantidad de alimento ofrecido y
rechazado cada 30 minutos por un periodo de 5 horas a partir del inicio de la ingesta.
La ingesta de MS acumulada durante las primeras 5 horas en relacion al tiempo
experimental 0 h (realimentacidn), se calculé como la suma de las cantidades de MS
ingeridas en cada registro.

9.3.3 AMBIENTE RUMINAL

9.3.3.1. pH ruminal, AGV y N-NH3

El pH ruminal de todos los animales se midi6 en las etapas de pre-ayuno y post-
ayuno en los tiempos experimentales -54, -48, -42, -36, -30, -34, -18, -12, -10, -8, -6,
-4,-2,0,2,4,6,8,10,12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 72, 84, 96,108, 120, 132, 144,
156, 168 y 180 h (Figura 1). Fue medido directamente del liquido ruminal colectado
a través de las sondas ruminales de manera inmediata a la obtencion, empleando un
pHmetro digital (EW-05991-36, Cole Parmer, Illinois, EE.UU).

Para el analisis de la concentracion de los AGV (acético, propionico, butirico) y de
acido |lactico, se colectaron muestras de liquido ruminal en los tiempos
experimentales -42, -36, -30, -24, -18, -12, -8, -6, -4, 0, 2, 4, 8, 12, 24 h, teniendo
como referencia la hora 0 como momento de la realimentacion. Las muestras de 1 ml
de liquido ruminal se mezclaron con un 1 ml de acido perclorico 0,1 M como
conservante (50:50, V/V). La deteccion de los AGV se realiz6 en cada muestra
mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, Dionex UltiMate

3000®, Dionex Corporation, Sunnyvale, EE.UU) con columna Acclaim de 300 x 7,8
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mm (Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%), Phenomenex, EE.UU), segun la técnica
desarrollada por Adams et al. (1984). La suma de la concentracion individual de los
acidos acético, propionico y butirico fue tomada como la concentracion de AGV
totales y se calculo la relacion entre la concentracion de acido acético y propionico
(A/P).

Para determinar la concentracion de N-NHs se colectd una muestra de liquido
ruminal en los tiempos experimentales -42, -30, -24, -18, -12, -6, 0, 2, 4, 8, 12, 24 h.
Una alicuota de 10 mL de liquido ruminal se conservé con 0,2 mL de acido sulfurico
(50%) y se conservé a -20 °C hasta su posterior andlisis. Se emple6 la técnica Fenol-
Hipoclorito (Weatherburn, 1967) basada en un método colorimétrico. Las muestras
fueron analizadas en un espectrofotometro (Unico 1200 series, United Products y
Instruments, Inc, NJ, EE.UU) y cada muestra se analizé por triplicado.

9.3.4 HORMONAS, METABOLITOS Y ENZIMOGRAMA HEPATICO

Durante todo el periodo de ayuno y realimentacion se tomaron muestras de sangre
por venopuncién yugular de todos los animales. La determinacion de glucosa y urea
se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Suelos y Agua de INIA La
Estanzuela. Los anélisis de insulina, AGNE y haptoglobina se llevaron a cabo en el
Laboratorio de Técnicas Nucleares (LTN), mientras que los analisis de concentracion
de albumina ALP, Bilirrubina total, Colesterol, GGT, Globulinas, GOT-AST vy
Proteina total se realizaron en el Laboratorio de Anélisis Clinicos, ambos
laboratorios pertenecientes a Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,
Montevideo, Uruguay.

Se determiné la concentracion de glucosa en muestras correspondientes a los tiempos
experimentales -19, -15, -11, -7, -3, -1, 5, 17, 29 y 41 h. Las muestras se tomaron en
tubos con fluoruro de sodio y oxalato de potasio como anticoagulante (BD
Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, EE.UU), se centrifugaron inmediatamente (3000
rpm, 15 min) y el plasma asi obtenido se conservé a -20°C hasta su procesamiento.
Se determind glucosa por colorimetria usando un kit comercial (BioSystems S.A.,
Costa Brava 30, Barcelona Espafia), el limite de deteccién fue de 0,23 mg/dL (0,0126
mmol/L). Las muestras se analizaron por duplicado usando un espectrofotometro
Unico 1200 series (United Products y Instruments, Inc, NJ, EE.UU.).

Para las determinaciones de insulina, urea, AGNE (&cidos grasos no esterificados) y
haptoglobina las muestras de sangre se colectaron en tubos secos sin anticoagulante
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para extraccion de suero. El suero obtenido luego de la centrifugacion a 3000 rpm
por 15 min se conservo a -20°C hasta su procesamiento.

La concentracion de insulina se determind en los tiempos experimentales -19, -15, -
11, -7, -3, -1, 5, 17, 29 y 41 h, por medio de un kit inmunoradiométrico (RIA -
DIAsource Immuno Assays S.A, Nivelles, Bélgica). La sensibilidad del ensayo fue
0,76 pUI/mL.

La determinacion de urea en los tiempo -19, -15, -11, -7, -3, -1, 5, 17, 29 y 41 h, se
realizé por colorimetria usando un kit comercial (BioSystems S.A., Costa Brava 30,
Barcelona Espafa), el limite de deteccion fue de 1,3 mg/dL (0,21 mmol/L). Las
muestras se analizaron por duplicado usando un espectrofotémetro Unico 1200 series
(United Products y Instruments, Inc, NJ, EE.UU).

La concentracion de AGNE se midio en los tiempos -19, -15, -11, -7, -3, -1, 5, 17, 29
y 41 h usando el método colorimétrico de punto final Acetil CoA sintetasa -Acetil
CoA oxidasa (ACS ACOD), se empleé un kit comercial (WAKO Pure Chemical
Industries Ltd. Japdén), medido en espectrofotémetro, Vitalab Selectra II, la
concentracion minima detectable fue de 0,01mmol/L.

La determinacion de haptoglobina se realizé en los tiempos experimentales -7, -3, -1,
5 9, 17, 29 y 41 h. Se emple6 un kit comercial (Haptoglobin kit, Tridelta
Development Ltd.) Se realizé por método colorimétrico, utilizando un lector de
microplaca Thermo Electron Corporation, Multiscan EX. La sensibilidad analitica
fue de 0,005 mg/mL. Las muestras se analizaron por duplicado midiendo los valores
de absorbancia a 630nm en un lector Thermo Electron Corporation, Multiscan EX.

Para los andlisis de las enzimas y metabolitos hepaticos se usaron tubos con gel
como separador fisico (BD Vacutainer® SST ™, Franklin Lakes, NJ, EE.UU). Se
analizaron los tiempos -40, -19, -15, -7, -3, -1, 5, 17, 29 y 41 h. Se determinaron las
enzimas y metabolitos: Albaminas (Webster, 1977), Fosfatasa alcalina (ALP) (Tietz
et al. 1983), Bilirrubina Total (Brodersen y Vind 1963), Colesterol (Abell et al.
1952), Gamma glutamil transpeptidasa (Gamma GT) (Persijn y van der Slik 1976),
Globulinas (Debro et al. 1957), Transaminasa glutamico-oxalacética (GOT)
(Bergmeyer et al. 1986) y Proteinas Totales (Lowry et al. 1951).

35



9.4 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de ritmo de ingestion, valores medios de pH, AGV y N-NHz ruminales,
glucosa, urea, insulina, AGNE, haptoglobina y enzimograma hepético fueron
comparados usando el procedimiento PROC MIXED, SAS, (Statistical Analysis
System, Institute Inc., Cary, NC, EE.UU,Versidn 9.4). Los datos se analizaron en un
disefio completamente al azar con un modelo de medidas repetidas en el tiempo
sobre cada animal. EI modelo incluy6 como efecto aleatorio al animal y como
efectos fijos al periodo, tratamiento, tiempo y la interaccion tratamiento por tiempo,
segun el modelo:
Yij = W+ Ti+ Hj + (TxH);j + eij,

donde Yij;j es la variable respuesta en estudio, p es la media general, Ti es el efecto
fijo tratamiento, H; el efecto fijo hora, (TxH);j el efecto fijo interaccidn tratamiento
por tiempo Yy ej; es el error residual. Para cada variable se estudio la mejor estructura
de los errores segun el criterio de informacion bayesiano (BIC). Todos los resultados
se presentan como medias de cuadrados minimos + error estandar de la media (ESM)
a menos que se especifique. En todos los andlisis se informd la significancia cuando
probabilidad P<0,05. Las variables de comportamiento fueron analizadas ajustando
un modelo lineal generalizados de medidas repetidas en el tiempo a través del
procedimiento GLIMMIX del paquete estadistico SAS (Version 9.4, SAS Institute,
Cary, NC). Se realiz6 un analisis de correspondencia entre los tratamientos y las
categorias de comportamiento ingestivo, lo que permitio evaluar la relacion existente
entre estas variables categoricas, asi como también entre los niveles de las mismas,
permitiendo identificar las asociaciones de mayor o menor peso entre los niveles de
las variables cualitativas.
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Figura 1. Esquema general de las actividades del muestreo. Nota: a partir del tiempo 60 h se
registrd pH ruminal cada 12 horas hasta el tiempo experimental 180 h. R: Realimentacién (0
hora), Hormonas y metabolitos incluye: Glucosa, Insulina, AGNE y Urea. Funcional
hepatico incluye: Albiminas, Fosfatasa alcalina (ALP), Gamma glutamil transpeptidasa
(Gamma GT), Transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT), Bilirrubina Total, Globulinas,
Colesterol y Proteina Total.

10.RESULTADOS

10.1 COMPORTAMIENTO INGESTIVO Y RITMO DE INGESTION

En la Figura 2 se presentan los resultados relacionados al comportamiento ingestivo
durante la etapa de realimentacion. El ayuno afect6 el comportamiento ingestivo de
los animales (P=0,042). Los animales sometidos a ayuno fueron observados con
mayor frecuencia ingiriendo TMR en comparacion al grupo control. Los novillos de
los grupos T12, T24 y T36 dedicaron mas tiempo a la ingesta de alimento en
detrimento de otras actividades como rumia o la ingesta de agua. ElI grupo T36
destin6 el menor tiempo a la rumia (P<0,05), comparado con los restantes
tratamientos. No hubo diferencia (P=0,07) para consumo de agua entre el grupo
control Cy T24.
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Figura 2. Frecuencia relativa (%) para las actividades de ingestion de alimento (Comer),
rumiar e ingestion de agua (Beber), durante las primeras 12 horas luego de la realimentacién
(hora 0). Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de
36 horas (T36). Letras diferentes para una misma actividad en tratamientos diferentes
indican diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 3. Analisis de Correspondencia entre los tratamientos y el comportamiento ingestivo
durante las primeras 12 horas desde la realimentacion (0 hora). Grupo control (C), ayuno de
12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas (T36).

En la Figura 3 se presenta un analisis de correspondencia que vincula los
tratamientos aplicados con el comportamiento animal registrado durante las primeras
horas desde la realimentacién. Los tratamientos sometidos a ayuno se relacionaron
fuertemente con la actividad de ingestion, mientras que el grupo control no estuvo
estrechamente vinculado a una actividad especifica.

La dinamica de ingestion de la TMR de los animales en las primeras 5 h desde la

realimentacion (hora 0) se muestra en la Figura 4. Todos los animales se alimentaron

con un ritmo similar de ingestion hasta el tiempo 2 h desde la realimentacién

(P=0,08). Luego, la ingestién del grupo control se desaceler6 mientras que el ritmo

de ingestion de los animales en los tratamientos sometidos a ayuno se mantuvo. La

tasa de ingestion fue significativamente mayor (P<0,05) en todos los animales
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Remanente de TMR (Kg)

sometidos a ayuno, sin que existieran diferencias dentro de estos tratamientos. Al
tiempo experimental 5 h los animales de los tratamientos T12, T24 y T36
consumieron todo el alimento ofrecido mientras que los animales del grupo control
no consumieron toda la oferta de alimento en ese lapso de tiempo.
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Figura 4. Ritmo de ingestién de TMR en etapa de realimentacion de novillos sometidos a
ayuno (media + ESM — Error estandar de la media), grupo control (C), ayuno de 12 horas
(T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas (T36). * Indican diferencias
significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05).

10.2 EVOLUCION DE pH RUMINAL, AGV, ACIDO LACTICO Y N-NHs

El ayuno modificd la dindmica del pH ruminal observandose, por un lado, efecto
significativo del tratamiento (nivel de ayuno, P<0,05) asi como interaccion
tratamiento x tiempo (P<0,05). Las diferencias significativas en los diferentes

40



pH ruminal

-60

tiempos experimentales se muestran en la Figura 5. Luego de transcurridas 70 h
desde la re-alimentacion todos los tratamientos presentaron patrones y valores de pH
ruminal similares (P>0,05) (Figura 5 y Figura 6).

4,5 %
4,0
-50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Tiempo (h)
——C - =T12 —A—T24 -x-T36

Figura 5. Dinamica del pH ruminal de los animales en los distintos tratamientos, durante
etapa pre-ayuno y realimentacion (hora 0) (media + ESM). Grupo control (C), ayuno de 12
horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas (T36). * Indican diferencias
significativas (P<0,05).

Los animales en el grupo control mostraron un patron ondulante y homogéneo del

pH ruminal, con caidas y recuperaciones luego de cada suministro de comida (Figura

5y 6) a lo largo de todo el periodo experimental. Sin embargo, los animales en los

distintos tratamientos de ayuno mostraron, durante la etapa de ayuno, incrementos

progresivos del pH llegando incluso a pH alcalino (T12: 6,64, T24: 7,34, T36: 7,41 a
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pH ruminal

la hora 0 de realimentacion, Figura 6). Una vez realimentados y en un lapso de 12 h,
los animales sufrieron un marcado descenso del pH ruminal, con caidas en promedio
de 1,7 unidades de pH en el tratamiento T12 y de 2,1 unidades de pH en el
tratamiento T24 al tiempo 10 h de la realimentacion.
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Figura 6. Dinamica del pH ruminal de los animales en los distintos tratamientos, durante
etapa pre-ayuno y realimentacion (0 hora) hasta el tiempo experimental 49 h (media + ESM).
Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas
(T36). Franjas de colores: 6,5 < pH > 5,8 pH normal para animales con consumo alto de
concentrados, 5,8 < pH > 5,0: SARA, pH < 5,0: acidosis ruminal aguda. * Indican
diferencias significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05).
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En el tratamiento T36 el descenso promedial del pH fue ain més pronunciado,
alcanzando 3 unidades de magnitud al tiempo 12 h luego de la realimentacion. En ese
momento se registraron los valores minimos de pH ruminal en todos los animales
sometidos a ayuno (T12: 4,9, T24: 5,2 y en T36: 4,5; figuras 5 y 6).

En la Figura 7 se presentan los resultados de la dindmica de concentracion ruminal
de AGV totales, 4&cido lactico y N-NHs. La aplicacion de ayuno afect6
significativamente la concentracion de estos tres parametros en los diferentes
tratamientos (P<0,05), ademas del efecto tiempo se observo interaccidn tratamiento x
tiempo (P<0,05) para estas tres variables.

Durante el ayuno los tratamientos T12, T24 y T36 presentaron niveles de AGV
totales significativamente méas bajos que el tratamiento control (P=0,001), los valores
medios para los diferentes tratamientos fueron, grupo control: 74,0 mmol/L, T12:
26,8 mmol/L, T24: 154 mmol/L y en T36: 14,8 mmol/L. Inmediato a la
realimentacion la concentracion de AGV en los tratamientos sometidos a ayuno se
incremento llegando en T24 a 42,0 mmol/L y en T36 a 33,6 mmol/L. Sin embargo,
los niveles de AGV en T24 y T36 fueron significativamente menores que en el grupo
control (P=0,003), al tiempo que no existio diferencia entre T12 y grupo control, 75,3
mmol/L y 95,4 mmol/L respectivamente. Este aumento inicial en la concentracion de
AGV en los tratamientos sometidos a ayuno se detuvo entre el tiempo 2 hy 4 h. En
este momento solo T36 mostrd niveles de AGV maés bajos que el grupo control (T36:
18,0 mmol/L y control: 88,7 mmol/L). Luego de transcurridas 24 h desde la
realimentacion ya no se registraron diferencias significativas entre los tratamientos
(P=0,248).

La concentracion de acido lactico se incrementé de forma marcada en la etapa
posterior a la realimentacion en los animales de los tratamientos sometidos a ayuno
(P=0,05). Luego de transcurridas 4 h desde la realimentacion se pudo observar un
progresivo aumento en la concentracién ruminal de este &cido que alcanzd niveles
maximos en todos los tratamientos a las 8 h. La concentracion maxima de &acido
lactico fue de 32,0 mM en los animales del T12, 48,0 mM en T24 y 51,0 mM en los
animales del tratamiento T36, al tiempo que en el grupo control el nivel de &cido
lactico fue de 2,2 mM. En los animales del T12 y T36 la concentracion de acido
lactico disminuyé rapidamente siendo similar al control luego de transcurridas 12 h
pos-realimentacion, sin embargo, los animales en el T24 mostraron una disminucion
mas lenta manteniendo concentraciones elevadas durante mas tiempo (P=0,05,
Figura 7). En el tratamiento T36 se registré un segundo incremento de acido lactico
en el tiempo 24 h, no tan marcado como el pico inicial, pero su concentracion en este
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punto fue mayor que en los restantes tratamientos (P=0,012) (valores medios en
grupo control: 3,1 mM, T12: 9,7 mM, T24: 6,1 mM y T36: 21,9 mM).

En la etapa previa al ayuno las concentraciones de N-NHz en todos los tratamientos
fueron siempre menores a 50 mg/dL, llegando a los niveles mas bajos a medida que
las horas de ayuno se acumulaban en cada tratamiento. En esta etapa las
concentraciones medias de N-NHz3 registradas fueron significativamente diferentes
solo en el grupo T24 al compararlas con los otros tratamientos (P=0,03).
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Figura 7. Concentracion de AGV totales (mmol/L), Acido lactico (mmol/L) y N-NHs
(mg/dL), de los animales en los distintos tratamientos (media + ESM), durante etapa pre-
ayuno y realimentacién (hora 0) hasta el tiempo 24 h. Grupo control (C), ayuno de 12 horas
(T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas (T36). * Indican diferencias
significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo indican diferencias
significativas entre tratamientos (P<0,05).
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Luego de la realimentacion, la concentracion de N-NHs alcanz6 sus niveles maximos
a los tiempos 2 y 4 h en todos los tratamientos sometidos a ayuno (valores maximos
T12: 204,7 mg/dL, T24: 139,9 mg/dL y T36: 160,9 mg/dL). En este punto la
concentracion de N-NHs entre los tratamientos restringidos y el grupo control fue
diferente llegando a 168,5 mg/dL en promedio para los tratamientos con ayuno y
13,3 mg/dL en el control (P=0,006). Los niveles de N-NHs descendieron
rdpidamente y luego de transcurridas 24 h desde la realimentacion los niveles en
todos los tratamientos fueron similares salvo en el tratamiento T24 donde el nivel de
N-NH3z se mantuvo elevado (P=0,041), valores medios de N-NHs: control: 30,6
mg/dL, T12: 41,1 mg/dL, T24: 73,4 mg/dL y T36: 12,7 mg/dL.

En la Figura 8 se presenta la relacion entre los é&cidos acético y propionico. Al
analizar este pardmetro se pudo observar un efecto significativo de la aplicacién del
ayuno (P<0,05) asi como un efecto del tiempo e interaccion tratamiento x tiempo.
Durante la fase de ayuno y a medida que las horas de restriccion se acumularon hasta
hacerse maximas en cada tratamiento, la relacion A/P se incrementd. Una vez
realimentados se observd una rapida disminucion de la relacion A/P en T12, T24 y
T36.

Relacién A/P

-44 -40 -36 -32 -28 -24 -20 -1l6 -12 -8 -4 0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)
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Figura 8. Relacion entre acido acético y acido propionico (A/P) en el liquido ruminal de los
animales en los distintos tratamientos, durante etapa pre-ayuno y realimentacion (hora 0)
(media + ESM; n=20). Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24)
y ayuno de 36 horas (T36). * Indican diferencias significativas (P<0,05), letras diferentes en
un mismo momento de muestreo indican diferencias significativas entre tratamientos
(P<0,05).
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10.3 EVOLUCION DE HORMONAS Y METABOLITOS
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Figura 9. Dinamica de glucosa (g/dL) e insulina (uUl/mL) de los animales en los distintos
tratamientos, durante etapa pre-ayuno y realimentacion (hora 0) (media + ESM; n=20).
Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas
(T36). * Indican diferencias significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05).

Durante la etapa posterior a la realimentacion, los valores medios de glucosa en
sangre fueron significativamente mayores que el control para los tratamientos
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sometidos a ayuno (Figura 9), grupo control: 128,1 mg/dL, T12: 153,3 mg/dL, T24:
152,9 mg/dL y T36: 150,1 mg/dL. El efecto del tiempo y la interaccion tratamiento x
tiempo fueron significativos para esta variable (P<0,05). Los coeficientes de
variacion intraensayo para los controles bajos (88,6 + 5,15 mg/dL) y altos (246,8
5,72 mg/dL) fueron 1,6 %y 3,2 %, respectivamente.

Los niveles de insulina no se vieron afectados significativamente por el efecto del
tratamiento (P=0,443), sin embargo, si existio efecto del tiempo e interaccion tiempo
x tratamiento (P<0,05). Las concentraciones en el grupo control fueron mayores en el
periodo pre-ayuno (valores medios en Control: 36,2 pUl/mL, T12: 29,6 pUIl/mL,
T24: 20,0 pUI/mL y T36: 18,0 pUI/mL). Los tratamientos T12 y T24 presentaron
picos de insulina luego de la realimentacion. En T12 se registro una concentracion
méaxima de 55,4 pUI/mL al tiempo 5 h, mientras que T24 alcanz6 una concentracion
de 51,1 pUIl/mL al tiempo 17 h (Figura 9). El coeficiente de variacién intraensayo
para el control 1 (19,0 £ 1,02 pUI/mL) y el control 2 (81,53 + 3,23 pUI/mL) fueron
5,38 %y 3,96 % respectivamente.

La concentracion de AGNE fue afectada por el tratamiento (P<0,05), el tiempo
(P<0,05) y hubo interaccion tratamiento x tiempo (P<0,05). En T24 y T36 las
concentraciones fueron maximas en las horas inmediatas previas a la realimentacion
(Figura 10). Los valores medios de AGNE en esta etapa fueron en grupo Control:
0,23 mmol/l, T12: 0,26 mmol/l, T24: 0,71 mmol/l y T36: 0,65 mmol/l. Esta
diferencia se mantuvo durante el post-ayuno inmediato. El tratamiento T12 no
present6 cambios en su concentracion de AGNE mostrando siempre niveles similares
al control. Al tiempo 41 h, la concentracion de AGNE en T36 fue mayor que en el
resto de los tratamientos (P<0,05), control: 0,248 mmol/l, T12: 0,244 mmol/l, T24:
0,247 mmol/l y en T36: 0,344 mmol/l. El coeficiente de variacion intraensayo para el
control 1 (1,05 + 0.03 mmol/L) fue de 2,51 %.

La concentracion de urea no fue afectada por el tratamiento (P=0,549), por el tiempo
(P=0,250) y tampoco se encontré efecto de la interaccion tratamiento x tiempo
(P=0,251) (Figura 9). Los valores medios de urea fueron en grupo Control: 31,2
mg/dL, T12: 44,7 mg/dL, T24: 36,4 mg/dL y T36: 35,6 mg/dL. Coeficientes de
variacion intraensayo para los controles bajos (34,2 mg/dL) y altos (148,1 mg/dL)
fueron 3,8 % y 0,59 % respectivamente.
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Figura 10. Concentraciones de AGNE (mmol/lI) y Urea (mg/dl) en los animales en los
distintos tratamientos, durante etapa pre-ayuno y realimentaciéon (hora 0) (media + ESM;
n=20). Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36
horas (T36). * Indican diferencias significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo
tiempo indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05).
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10.4 EVOLUCION DE HAPTOGLOBINA Y FUNCIONAL HEPATICO
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Figura 11. Concentracién de haptoglobina sérica (mg/mL) en los animales en los distintos
tratamientos, durante etapa pre-ayuno y realimentacion (hora 0) (media + ESM; n=20).
Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12), ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas
(T36). * Indican diferencias significativas (P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo
indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05).

Existié efecto del tratamiento sobre la concentracién de haptoglobina (P<0,05), sin
embargo, no se registré efecto del tiempo (P=0,480) ni de la interaccion tratamiento
x tiempo (P= 0,109). Durante el ayuno, la realimentacién y el post-ayuno inmediato
no se evidenciaron diferencias significativas en esta variable. Sin embargo, los
animales del T24 y T36, presentaron concentracion sérica de Hp significativamente
mayor al tiempo 44 h luego de la realimentacion, llegando a cuadruplicar el nivel
registrado para el tratamiento control (Figura 11). Valores medios de haptoglobina en
control: 0,41 mg/mL, T12: 0,41 mg/mL, T24: 1,73 mg/mL y en T36: 2,00 mg/mL. El
coeficiente de variacion intraensayo para el control 1 fue de 14,42 % y para el
control 2 fue de 6,83 %. EIl coeficiente de variacién interensayo para el control 1
(0,42 + 0,05 mg/mL) fue de 12,79 % y para el control 2 (1,06 + 0,10 mg/mL) fue de
9,41 mg/mL.

En la Figura 12 se presenta la dindmica de los principales parametros evaluados en el
funcional hepatico. La concentracion de albumina fue afectada por el tratamiento
(P=0,033), el tiempo (P<.0001) y existid interaccion tratamiento x tiempo (P=0,045).
La concentracion de albumina en los tratamientos T12, T24 y T36 fue mayor durante
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todo el periodo de muestreo, con valores medios de en T12: 3,55 g/dL, T24: 3,58
g/dL y en T36: 3,56 g/dL, mientras que el grupo control se situé en 3,43 g/dL. Al
tiempo 41 h, el nivel de albuminas en T36 disminuyd de forma marcada llegando a
concentraciones similares a las presentes en el grupo control, con niveles de 3,22
g/dL y 3,20 g/dL, respectivamente.

La concentracion de ALP no fue modificada por el tratamiento (P=0,711), ni existio
interaccion tratamiento x tiempo (P=0,224), sdlo se observo efecto del tiempo sobre
esta variable (P<.0001).

La variable bilirrubina total fue afectada de forma significativa por la aplicacion de
ayuno (P=0,031), sin embargo, no se observo efecto del tiempo (P=0,864) ni de la
interaccion entre ambos factores (tratamiento x tiempo; P=0,433). Al tiempo 17 h en
los tratamientos T24 y T36 se registraron marcados incrementos en el nivel de
bilirrubina total llegando en T24 a 1,61 mg/dl y en T36 a 2,1 mg/dl, mientras que en
el grupo control el nivel fue de 0,17 mg/dl sin existir diferencias entre este grupo y el
T12. Las elevadas concentraciones se mantuvieron hasta el tiempo 40 h en T36
(valor medio de 1,83 mg/dl), en contraposicion con lo ocurrido en T24 cuyos niveles
de bilirrubina total descendieron llegando a valores similares a los registrados en el
control (valor medio de T24:0,14 y grupo control: 0,11 mg/dl).

Con respecto a la concentracién de colesterol y GGT sélo se registrd un efecto de la
interaccion tratamiento x tiempo, (P=0,013) y (P=0,003) respectivamente. La
concentracion de colesterol durante todo el experimento en todos los tratamientos fue
menor a 150,0 mg/dL. Durante la aplicacion del tratamiento, al tiempo -3 h la
concentracion de colesterol en el grupo T24 (86,5mg/dL) fue mas baja a la
encontrada en el resto de los tratamientos que en promedio llegaron a 120 mg/dL.
Trascurridas 40 h desde la realimentacion la concentracion de colesterol en T36 fue
superior a la registrada en el resto de los tratamientos alcanzando 135,5mg/dL.
Durante todo el experimento, la concentracion de GGT observada en todos los
tratamientos fue menor a 26,0 Ul/I, los valores medios de GGT para el grupo control
fue de 14,5 UI/l, mientras que para los tratamientos sometidos a ayuno los valores
medios fueron de 13,5 Ul/I. Durante el tiempo experimental -19 h, la concentracion
de GGT en el grupo control fue significativamente menor a la observada en el resto
de los tratamientos (9,7 Ul/l y 15,0 Ul/I respectivamente). Analizando la etapa de
realimentacion, en el tiempo 40 h, se observé que el nivel en T12 y T36 fue menor
que el registrado en grupo control y T24, (grupo control: 17,0; T12: 10,0; T24: 14,4y
en T36: 12,5 Ul/1).
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Se encontro efecto del tratamiento aplicado, tiempo e interaccion tratamiento X
tiempo (P=0,008, P=0,05 y P=0,043; respectivamente) sobre la concentracion de
GOT-AST. El nivel de GOT-AST durante todas las fases del experimento fue
superior a 52,2 U/L. Durante el ayuno la concentracion de GOT-AST en el grupo
control fue superior que la registrada en los grupos sometidos a ayuno (valores
medios para grupo control: 87,9 U/L vs. T12: 71,2; T24: 80,4 U/L y T36: 84,2).
Durante la realimentacion el nivel de GOT-AST en T24 y T36 se incremento,
alcanzando al tiempo experimental 17 h concentraciones méximas cercanas a 107,0
U/Len T36 y 101,1 U/L en T24, al tiempo que los valores medios para los restantes
grupos fueron muy inferiores, en el grupo control de 76,2 U/L y en T12 de 66 U/L.

No se observo efecto significativo del tratamiento aplicado, del tiempo ni de la
interaccion de ambos factores (tratamiento x tiempo) sobre el nivel de proteina total
(P=0,466, P=0,149 y P=0,494) ni sobre la concentracion de globulinas (P=0,08,
P=0,622 y P=0,224).
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Figura 12. Funcional hepatico: concentraciéon de Albumina (g/dL), ALP (U/L), Bilirrubina
total (mg/dl), Colesterol (mg/dl), GammaGT (UlI/I), Globulinas, GOT (U/L) y Proteina total
(g/dL) de los animales en los distintos tratamientos, durante etapa pre-ayuno y
realimentacion (hora 0) (media + ESM; n=20). Grupo control (C), ayuno de 12 horas (T12),
ayuno de 24 horas (T24) y ayuno de 36 horas (T36). * Indican diferencias significativas
(P<0,05), letras diferentes en un mismo tiempo indican diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05).
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11. DISCUSION

La aplicacion de distintas horas de ayuno afect6é el comportamiento de los animales
durante la realimentacién. Todos los novillos sometidos a ayuno manifestaron un
comportamiento marcadamente ingestivo, con una mayor frecuencia de ingestion del
alimento comparado con el grupo control. Entre los tratamientos de ayuno no se
encontraron diferencias en cuanto a este pardmetro. Durante la realimentacion estos
animales adecuaron su comportamiento posiblemente como una forma de compensar
la restriccion a la que fueron expuestos. En experimentos previos realizados en
condiciones de pastoreo con restricciones en el tiempo de acceso a las pasturas, tanto
en vacas lecheras (Mattiauda et al. 2004; Pérez-Ramirez et al. 2008; Kennedy et al.
2009; Pérez-Ramirez et al. 2009), en ganado para carne (Soca et al. 2002; Gekara et
al. 2005; Félix, 2012) y en pequefos rumiantes (lason et al. 1999; Berhan et al. 2005;
Pérez-Ruchel et al. 2009; Pérez-Ruchel et al. 2013), se ha evidenciado esta habilidad
de los rumiantes para concentrar la actividad de ingestion durante las horas de
disponibilidad de alimento. En animales lecheros se ha visto que en las primeras
horas de cada sesion de alimentacion se produce un aumento de la proporcion del
tiempo destinado a la ingestion en detrimento de actividades como la rumia y el
descanso (Gregorini et al. 2009). En este trabajo, también se registr6 una
disminucion en la frecuencia de la rumia que mostrd valores inferiores en los
animales de los tratamientos con ayuno. La minima frecuencia de rumia se observo
en los animales del T36. A su vez, los animales en los tratamientos T12 y T36
mostraron disminuciones en la frecuencia de consumo de agua mientras que en T24
el comportamiento fue similar al de los animales del grupo control. Resultados
comparables se reportaron en un trabajo realizado en vaquillonas de engorde donde
fue evaluado el efecto del incremento de retraso en la entrega diaria de alimentos (1,
2 0 3 horas). En este caso, se observd que la cantidad de agua ingerida (L/kg de MS
consumida) disminuy6 inversamente con el retraso de la distribucion del alimento
(Gonzalez, et al. 2009).

El efecto de la frecuencia de alimentacién sobre el comportamiento ingestivo ha sido
estudiado en vacas lecheras en etapa de lactacion (Phillips y Rind, 2001; DeVries et
al. 2005), pero no hay informacion en bovinos para carne consumiendo dietas altas
en concentrados energéticos. A diferencia de lo encontrado en el presente trabajo, en
vacas Holstein sometidas a frecuencias variables de administracion de alimento (una,
dos, tres o cuatro veces al dia) no existio efecto sobre el tiempo diario destinado a
comer, rumiar o beber (Robles et al. 2007).
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Normalmente los bovinos consumen los concentrados alrededor de 4 a 12 veces méas
répido que los forrajes lo que hace que el grado de insalivacion sea tres veces menor,
el nivel de insalivacion durante el consumo de forrajes es de 3,40 a 7,23 g de saliva/g
de MS, mientras que durante el consumo de concentrados es de 1,12 g de saliva/g de
MS (Beauchemin, 1991; Beauchemin et al. 2008). Por lo tanto, la tasa de salivacion
es afectada por la velocidad de ingestion del alimento, los bovinos cominmente
aumentan la tasa de ingestion a través de una disminucion en la eficiencia de
masticacion lo que repercute negativamente en el aporte de saliva. La ingestion de
grandes cantidades de alimento con altas tasas de ingestion, con poco tiempo
dedicado a la masticaciébn y menor grado de insalivacion son caracteristicas
asociadas con un bajo pH del fluido ruminal (Gonzélez et al. 2012). Otro punto
relevante es el tiempo destinado a la rumia, ya que la disminucion de esta actividad
hace descender el flujo de saliva hacia el reticulo-rumen (Church, 1988; Garrett,
1996). Se ha visto que el comportamiento ingestivo y el pH del rumen estan
estrechamente relacionados (Giger-Reverdin et al. 2011). En el presente
experimento, es posible hipotetizar que los animales del T36 tuvieron un aporte de
saliva bajo ya que presentaron altas tasa de consumo de concentrados, con elevado
ritmo de ingesta y con baja actividad de rumia.

En vacas lecheras se ha visto que una lenta tasa de alimentacion y un mayor tiempo
dedicado a la ingesta de alimento ayudan a prevenir la acidosis ruminal por medio
del aumento de la secrecion salival diaria (Beauchemin, et al. 2008). El tiempo de
masticacion ha sido sugerido como un buen indicador de la salud ruminal, teniendo
en cuenta que la rumia estimula la secrecion salival causando neutralizacion de los
acidos producidos a partir de la fermentacion (Allen, 1997). Los programas de
alimentacion que presentan restricciones en la cantidad y tiempo disponible de
alimentacion, hacen que los animales experimenten periodos de apetito. Estas
situaciones determinan que, una vez que los animales logran acceder a la comida, el
volumen y el ritmo de ingestion sea mayor produciendo alto riesgo de acidosis
(Gonzalez et al. 2012).

En el andlisis de correspondencia llevado a cabo en este trabajo, se vincularon las
actividades del comportamiento ingestivo y los tratamientos de ayuno aplicados.
Mediante este andlisis se pudo constatar que el tratamiento T36 estuvo claramente
asociado al consumo de alimento y no al resto de las actividades.

Las diferencias significativas en el tiempo dedicado al consumo de alimento y a la
rumia observadas entre tratamientos, concuerda con los resultados obtenidos en el
analisis del ritmo de ingestion de la racién. Si bien al ofrecer el alimento todos los
novillos tuvieron un ritmo de consumo similar, pasadas las dos horas desde la
realimentacion los animales del tratamiento control, perdieron el interés en ingerir el
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alimento por lo tanto el ritmo de ingestion disminuy6. En cambio, los animales de los
tratamientos T12, T24 y T36 manifestaron un ritmo de ingestion superior que el
tratamiento control, manteniendo el nivel de ingesta hasta lograr vaciar el comedero
a las cinco horas de la realimentacion. Comparando el mismo tiempo experimental,
en los comederos del grupo control aun existia un remanente de alimento sin
consumir. Esta adaptacion en la ingestion de alimento, pudo basarse en un
incremento en el tamafio de cada bocado o en un aumento de la tasa de bocado,
pardmetros que no fueron determinados en este experimento. Los resultados aqui
presentados estan en contraposicion a reportes previos dénde la fluctuacion en la
distribucion del alimento no determind modificaciones en la duracién de la
alimentacion ni en el nimero de veces que los animales se acercaron al comedero
(Schwartzkopf-Genswein et al. 2004).

La definicion de los distintos tipos de acidosis en la literatura es inconsistente ya que
los diferentes autores proponen diversos puntos de corte de pH ruminal diferentes
para clasificar las formas clinica y subclinica de la enfermedad (Khafipour et al.
2009a). Se ha comprobado que animales con alto consumo de granos y concentrados
energéticos presentan un pH ruminal con media diaria dentro de un rango de 5,8 a
6,5 (Nagaraja y Titgemeyer, 2007). En el presente trabajo, los animales del grupo
control, que estaban adaptados al consumo de concentrados energéticos (85% de la
dieta) tuvieron un patron de pH con medias diarias de 5,8, valor dentro del rango de
SARA. Sin embargo, los animales presentaron patrones de recuperacion réapida a lo
largo del dia. EI pH ruminal fue afectado por el ayuno, asi como por la severidad del
mismo. Durante la etapa de ayuno, el pH ruminal aumenté gradualmente hasta los
niveles méaximos préximo al momento de la realimentacion (hora 0) coincidente con
el ayuno maximo para cada tratamiento. Lo anterior ha sido comprobado en otros
experimentos donde se observo que la restriccion al alimento por 24 horas determind
un incremento gradual del pH ruminal (DeVries et al. 2009). Al momento de la
realimentacion los animales en los tratamientos que fueron sometidos a ayuno
alcanzaron valores de pH alcalinos, observacién que concuerda con otros trabajos
realizados en ganado para carne en ayuno (Meiske et al. 1958; Rumsey, 1978; Cole y
Hutcheson, 1979; Galyean, et al. 1981). Por ejemplo, Galyean et al. (1981)
reportaron valores de pH ruminal de hasta 7,67 en novillos sometidos a ayuno
durante 32 h. Estos valores altos del pH ruminal también han sido observados en
momentos alejados de las comidas en animales sin ayuno prolongado (Bacha et al.
2005). En el mismo sentido, se ha reportado que la distribucién irregular de alimento
produce descensos en el consumo, lo que se asocié con aumento del pH ruminal
debido a menor cantidad de sustrato disponible en el rumen para la fermentacién
(Schwartzkopf-Genswein et al. 2004).
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Inmediatamente luego de la realimentacion el pH ruminal disminuy6 rapidamente,
con caidas pronunciadas en los animales de los tratamientos sometidos a ayuno. Al
tiempo experimental 12 h se registraron los valores minimos de pH ruminal en T12:
4,9, T24: 5,2 y T36: 4,5. Esta répida caida del pH durante la realimentacion en
animales previamente sometidos a ayuno ha sido reportada anteriormente (Rumsey,
1978; Cole y Hutcheson, 1979). Se puede estimar que el ingreso de alimento al
rumen permitid la reactivacion de la actividad fermentativa, lo que condujo a estos
descensos de pH ruminal. Los animales sometidos a ayunos de 12 y 24 horas (T12 y
T24) sufrieron caidas de pH compatibles con las registradas en episodios de SARA
(Gozho et al. 2005), mientras que T36 llegd a valores menores de 5,0, pH ruminal
propuesto para el diagnostico de acidosis aguda (Garrett et al. 1999; Beauchemin et
al. 2003; Nagaraja y Titgemeyer, 2007). Los animales presentaron la condicion
ruminal propuesta para la identificacion de SARA, consistente en valores de pH
ruminal menor a 5,6 por un periodo mayor a 3 horas (Gozho et al. 2005; Gozho et al.
2007). Los valores reducidos de pH ruminal que se registraron en animales de T12,
T24 y T36, permanecieron bajos durante 28 horas, 10 horas y 24 horas
respectivamente. En el caso de animales del T36 se registraron valores aun inferiores
a pH 5,0 durante casi 10 horas. La rapida disminucion de pH ruminal durante el
periodo de restablecimiento de la alimentacion en novillos previamente sometidos a
ayuno se ha informado anteriormente (Cole y Hutcheson, 1979; Galyean, et al.
1981). Sin embargo, el descenso registrado en estos casos no fue tan pronunciado
como los valores encontrados en el presente trabajo, llegando sélo a niveles
préximos a 6,18 (Galyean, et al. 1981).

Las modificaciones en el pH ruminal observadas en los animales del tratamiento T36
concuerda con el marcado patrén de ingesta expresado en este grupo durante la
realimentacion. Esto ocasiond que gran cantidad de alimento llegara rapidamente al
rumen, sumado a la baja frecuencia de rumia presente en este grupo pudo
posiblemente condicionar la insalivacion del alimento, limitando el volumen de
saliva que ingres6 al rumen, ambos aspectos pudieron favorecer los niveles de pH
ruminal bajos. En un trabajo previo, se observo que, en novillos alimentados con una
dieta alta en concentrado energético, y sometidos a variaciones del 10% del alimento
ofrecido resulté en aumentos de 20 a 30% en la tasa de ingestion asociado a
incrementos del tiempo durante el cual el pH se encontré por debajo de 5,6 (Cooper
et al. 1999).

A partir del tiempo 70 h post realimentacion todos los tratamientos presentaron
similares valores del pH ruminal y no existieron diferencias significativas entre ellos.
A pesar de las variaciones extremas de pH que causé el ayuno, a partir de ese
momento (70 h) todos los animales lograron recuperar dinamicas de pH ruminal
similares a las registradas en el grupo control. En una revision de experimentos de

57



induccion de SARA en vacas lecheras, donde se realizd el seguimiento de los
animales durante las primeras 48 horas posteriores al desafio, se vio que, si bien el
pH ruminal durante la etapa inmediata de recuperacién no retorné a los valores
registrados antes del desafio, si fue posible constatar una tendencia a la recuperacion
(Krause y Oetzel, 2005). En otros reportes de acidosis inducida empleando
carbohidratos facilmente fermentescibles en ovejas de 2,5 a 3 afios, novillos cruza de
320 kg y en cabras de 15 a 25 kg de PV, se comprobd que fueron requeridas mas de
100 h de recuperacion para retornar a los valores iniciales de pH ruminal (Patra et al,
1996; Nour et al. 1998; Brown et al, 2000). En estos experimentos se alcanzaron
valores minimos de pH ruminal en torno a 4,7 los cuales retornaron a valores
normales de alrededor de 6,5 luego de transcurridas entre 120 y 144 h (Patra et al.
1996, Nour et al. 1998, Brown et al, 2000).

Existi6 un efecto significativo del ayuno, el tiempo y de la interaccion entre
tratamiento x tiempo sobre la concentracion de AGV totales. Normalmente la
concentracion de AGV totales en rumen oscila entre valores de 30 a 200 mM (France
y Dijkstra, 2005; Kozloski, 2011). Los niveles de AGV totales obtenidos en todos los
tratamientos del presente trabajo variaron dentro de estos margenes, excepto durante
la fase correspondiente a las ultimas horas de ayuno en T12, T24 y T36. Durante esta
etapa la concentracion de AGV totales en el grupo control fue superior a la registrada
en los tratamientos sometidos a ayuno, observacion concordante con la disminucion
de la tasa de fermentacién (Cole y Hutcheson 1981). Efectivamente, frente a un
ayuno de 48 h se ha visto que tiene lugar una reduccién del 75 % de la capacidad
fermentativa ruminal, la cual continta disminuyendo hasta por cinco dias luego de
finalizada la restriccion (Cole y Hutcheson 1981). En el mismo sentido y con
respecto a la concentracion de AGV totales en animales sometidos a ayuno el nivel
de AGV totales puede llegar a ser 5 veces menor que el encontrado en animales no
restringidos en la alimentacién (Cole y Hutcheson 1979; Galyean, et al. 1981).

Inmediato a la realimentacion, la concentracion de los AGV totales de todos los
animales en los tratamientos sometidos a ayuno se incrementd. Esta observacién
condice con lo reportado en estudios previos donde la realimentacion indujo rapidos
incrementos de la concentracion de AGV asi como su acumulacion (Owens et al.
1998; Coe et al. 1999; Khafipour et al. 2009b; Golder et al. 2012; Sato, 2016). En
esta etapa los animales de T24 y T36 tuvieron niveles mas bajos de AGV totales en
comparacion con el grupo control y T12. A pesar de este aumento inicial en la
concentracion de AGV totales en las primeras horas posteriores al restablecimiento
de la alimentacidn, el nivel de AGV totales dejo de incrementarse posiblemente por
el efecto de la rapida absorcion de los mismos. Es posible estimar que el descenso de
pH ruminal registrado en T12, T24 y T36 inmediato posterior a la realimentacion
pudo atribuirse en una primera instancia a la acumulacion de AGV. En condiciones
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de pastoreo, la restriccion en el tiempo de acceso al alimento, frecuentemente, induce
en forma compensatoria, a pastoreos intensos de grandes cantidades de forraje lo que
da como resultado un aumento significativo de la concentracion ruminal de AGV y
una disminucion del pH ruminal los cuales podrian afectar negativamente la
actividad de la microbiota ruminal y en consecuencia alterar la fermentacion ruminal
(Cajarville et al. 2006).

Varios autores han relacionado la disminucion de pH ruminal, producida a partir de
la ingesta, con el aumento de la concentracién de AGV en el rumen (Marshall et al.
1992; Goad et al. 1998; Voelker y Allen, 2003). Si bien en el presente trabajo la
concentracion de AGV totales en los animales que habian sufrido ayuno se
incremento en la realimentacion, este aumento se detuvo al tiempo experimental 4 h
posiblemente debido a su absorcion. Por tal motivo es posible especular que las
diferencias de pH halladas entre tratamientos en esta etapa no se deben a diferencias
en la concentracion de AGV totales. Teniendo en cuenta que la reduccion del pH
ruminal se debe cominmente a la acumulacion de AGV o de &cido lactico (Plaizier
et al. 2009; Dijkstra et al. 2012), se puede interpretar que en el presente trabajo el
acido lactico contribuyé de manera importante en la reduccion del pH en rumen.
Hallazgos similares se obtuvieron en experimentos con dietas con diferente densidad
energética donde cambios significativos en el pH ruminal no pudieron ser explicados
por alteraciones en el nivel de AGV totales (Rabelo et al. 2003). En la misma linea,
los resultados obtenidos durante desafios de SARA empleando grano o pellets de
alfalfa en vacas lecheras no pudieron ser explicados por cambios en la concentracion
de AGV totales (Li et al. 2012). Se ha reportado que, si bien al comienzo de la
acidosis generalmente la concentracion de AGV total se incrementa, a medida que
progresa la enfermedad la concentracion puede disminuir drasticamente debido a, la
deplecién de la microbiota ruminal normal y/o al efecto de dilucién causado por la
afluencia de liquidos con el objetivo de compensar el aumento de la osmolalidad
ruminal (Huber, 1976). Otra posible explicacion a este fendmeno puede ser atribuido
a un mal funcionamiento del sistema buffer, el cual pudo verse distorsionado por el
efecto del ayuno y la escasa insalivacién por consumo acelerado. Esto pudo
ocasionar el marcado descenso de pH ruminal, a pesar de que el nivel de AGV no fue
tan elevado como el registrado en el tratamiento control. Es importante destacar que
factores que influyen sobre el pH ruminal, como el consumo de agua y el grado de
salivacion, no fueron cuantificados en el presente experimento.

La concentracion de AGV esta dada fundamentalmente por su nivel de produccion y
su velocidad de absorcién. Normalmente los niveles maximos de produccion de
AGV se registran durante las primeras dos horas posteriores a la alimentacion,
permaneciendo elevados durante 4 a 6 horas (Stewart, et al. 1958). Se ha evidenciado
que la produccién de AGV esta influenciada por factores como la composicién y
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disponibilidad de sustrato como asi también por las especies microbianas presentes
en rumen (Dijkstra, 1994). Frente a valores de pH ruminal bajo los &cidos estan en
mayor proporcion bajo su forma no disociada lo que hace aumentar la velocidad de
absorcion de AGV a través de la pared ruminal (Dijkstra et al. 1993; Oetzel, 2001).
En este trabajo, todos los animales de los tratamientos sometidos a ayuno presentaron
un descenso del pH ruminal por debajo del umbral registrado para animales
adaptados al consumo de granos (5,8-6,5) (Nagaraja y Titgemeyer, 2007). Los
animales de los tratamientos T12, T24 y T36 presentaron un pH ruminal mas cercano
al pKa de los principales AGV (pKa aproximado 4,8) en comparacion al pKa del
acido lactico (pKa 3,9). Esta situacion permite hipotetizar que bajo estas condiciones,
la absorcion de AGV se incrementd teniendo en cuenta que pudo existir mayor
proporcion de AGV en su forma no disociada lo que elevaria su tasa de absorcion a
través del epitelio ruminal (Bergman, 1990). El &cido l&ctico al tener un pKa menor,
posiblemente se encontr6 en menor proporcion en la forma protonada en
comparacion con los AGV, lo que llevd a que se acumulara en el rumen (Oetzel,
2001). Valorando todos los puntos mencionados, es posible pensar que una vez
restablecida la llegada de alimento pudo tener lugar una produccion y absorcién
inmediata de los AGV. La realimentacion determiné una fuente de energia
disponible para la microbiota bacteriana ruminal que posiblemente permitié la
activacion de los procesos fermentativos. Teniendo en cuenta que el periodo de
menor pH ruminal en todos los tratamientos fue durante las primeras 12 h desde la
realimentacion se puede pensar que durante este tiempo la absorcion de los AGV fue
muy importante. Se puede interpretar que la marcada absorcion de AGV no permitié
reflejar la alta produccion de los mismos por tratarse de procesos ocurridos al mismo
tiempo. En este punto debe tenerse en cuenta que no se determiné la produccion de
AGV, sino que se cuantifico la concentracion instantanea de acidos en liquido
ruminal, lo que podria limitar de alguna manera la interpretacion de los resultados.

Normalmente a nivel ruminal el &cido l&ctico esta en concentraciones menores a 10
mM (Ghorbani et al. 2002). En el presente experimento se registr6 un efecto
significativo del ayuno sobre el nivel de &cido lactico. Al evaluar la concentracion de
este acido, se observo que a las 4 h luego de la realimentacién la concentracion se
incrementd en los tratamientos sometidos a ayuno, alcanzando un maximo a las 8 h.
Estas variaciones observadas fueron mayores en los animales de los tratamientos T24
y T36. La acumulacién de acido lactico coincidié con la caida abrupta del pH
ruminal y fue similar a lo reportado en un trabajo en vacas lecheras donde los
animales no mostraron signos clinicos de acidosis ruminal (Golder et al. 2012). En el
mismo trabajo se observd que concentraciones de D-lactato proximas a 16,42 mM y
de L-lactato de 6,41 mM no provocaron signos clinicos de SARA o acidosis lo que
llevé a la interpretacion de que la concentracién de acido lactico en rumen no seria la
principal determinante de la expresion clinica de acidosis (Golder et al. 2012).
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Cuando se mantiene el pH ruminal superior a 5,5 — 5,7, existe un equilibrio entre los
microorganismos productores y utilizadores de acido lactico, de manera tal que este
acido no se acumula (Nocek et al. 1997). Generalmente durante SARA la
concentracion de acido lactico permanece baja hasta que el pH ruminal desciende
mas alla de 5,7, momento en el cual empieza su acumulacion (Dijkstra et al. 2012).
En el presente trabajo, el pH de los animales en los tratamientos T12, T24 y T36
estuvo por debajo del umbral de pH 5,7 al tiempo 4 a 6 h de la realimentacion
momento en el cual comenzé a acumularse el acido lactico en rumen.

Periodos de pH ruminal muy alto, como los obtenidos durante las restricciones de
alimento, conducen a una alteracion en el equilibrio microbiano ya que un pH
ruminal elevado puede inhibir las tasas de crecimiento de poblaciones bacterianas
utilizadoras del &cido lactico las cuales son sensibles a pH alcalino (Mackie y
Gilchrist, 1979; Krause y Oetzel, 2006). Por lo tanto, bajo estas circunstancias la
comunidad bacteriana no sera la adecuada para hacer frente a una posible
concentracion elevada de &cido lactico durante la realimentacion. Normalmente
cuando no existen restricciones de alimento, los bovinos consumen entre 10 a 12
comidas por dia, lo que mantiene las condiciones ruminales estables y permite el
adecuado crecimiento de los microrganismos (Forbes, 2007). Megasphera elsdenii
representa el 20 % de los microorganismos consumidores de &cido lactico en
animales alimentados con dietas ricas en concentrados energéticos (Mackie et al.
1984), y utiliza cerca del 60 a 80% del acido producido (Counotte et al. 1981). Su
tasa de crecimiento es baja frente a pH ruminal de 6 a 5,5, y ademés se ha
comprobado que, frente al ayuno, Megasphaera elsdenii tiene una resistencia
reducida, con capacidad de supervivencia de solo el 50% frente a un desafio de
inanicion (Mink et al. 1981). Por otro lado, frente a episodios de ayuno la vida media
de Selenomonas ruminantium es de solo 2,5 horas (Lundin et al. 1975; Mink et al.
1981; Russell et al. 1997). De forma contraria, uno de los principales
microorganismos productores de acido lactico como es S. bovis, presenta mayor
resistencia a episodios de ayuno que la mayoria de los microorganismos ruminales,
por lo tanto, frente a periodos de inanicion aumenta su nimero relativo (Muir et al.
1977). En esas condiciones es esperable que microrganismos como S. bovis dirijan el
metabolismo de los carbohidratos hacia la produccion de acido lactico en lugar de
formar AGV, la produccién de acido lactico promueve su propia acumulacion al
contribuir en el mayor descenso del pH (Oetzel, 2001). La disminucién de la
fermentacion del acido lactico es atribuida a la caida del pH ruminal por debajo del
rango necesario para que las bacterias fermentadoras de acido lactico estén activas
(Therion et al. 1982). Por esta razén se postula que el desarrollo de acidosis se debe
en mayor parte a la no metabolizacion del acido lactico mas que al efecto del
incremento de su sintesis (Calsamiglia, 1997).
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Si bien la concentracion propuesta para identificar acidosis aguda grave es 40 mM
(Owens et al. 1998), el nivel alcanzado en T24 y T36 fue mayor a este valor sin
existir manifestacion clinica de la patologia. Si bien la concentracion de este acido
descendio rapidamente, en T24 se produjo una caida més lenta, permaneciendo con
concentraciones elevadas por mas horas. En T36 se registré un segundo incremento
de &cido lactico en el tiempo 24 h.

Durante la fase de ayuno y a medida que las horas de restriccion se acumularon hasta
hacerse maximas en cada tratamiento, la relacion acido acético/propidnico se fue
incrementando a favor del &cido acético. Una vez que los animales fueron
realimentados esta relacion disminuy6 rapidamente en T12, T24 y T36. En estudios
previos se evidencié que la incorporacion de concentrados almidonosos a una dieta
de base forrajera causa una disminucion relativa del acido acético a favor de un
incremento relativo del acido propiénico (Aguerre et al. 2013a). De forma similar, se
puede estimar que una respuesta semejante pudo darse en las condiciones del
presente experimento, donde la llegada de alimento rico en concentrados luego del
ayuno produjo una reduccion relativa del &cido acetico a favor de un incremento del
propionico. En una induccion de SARA mediante el desafio con pellets de alfalfa se
evidencio un descenso en la relacion acido acético/acido propidnico (A/P) desde 2,62
a 1,73 (Khafipour el al., 2009b). Se ha visto que una frecuencia diaria de
alimentacion alta (dos vs. seis comidas) permite obtener relaciones de acido A/P méas
elevadas (3,6 — 3,0) vs (2,8 — 2,2) (Kaufmann et al. 1980). La reduccion significativa
en la relacion A/P resultante del desafio de SARA ha sido reportada con anterioridad
(Sauvant y Mertens, 1998; Gozho et al. 2007; Khafipour et al. 2009b; Castrillo et al.
2013).

Varios trabajos han reportaron que la concentracion limitante de N-NHs necesaria
para la actividad de los microorganismos ruminales se encuentra en torno a 2,0 — 6,0
mg/dL (Bryant y Robinson, 1961; Satter y Slyter, 1974; Clark et al. 1992; van Soest
et al. 1994). Los niveles medios de N-NHz en rumen y su dinamica, sugieren que el
nitrégeno no fue un factor limitante para el crecimiento microbiano en ninguno de
los tratamientos del presente trabajo. Existio efecto de la aplicacion de ayuno, del
momento en que se realizdé el muestreo y de la interaccion entre estos factores
(tratamiento x tiempo) sobre el nivel de N-NHs en el liquido ruminal. En la etapa de
ayuno todos los tratamientos presentaron concentraciones similares a excepcion de
T24 que tuvo niveles mas elevados en este periodo. A pesar de que era de esperar
gue una mayor provision de energia facilmente fermentable en rumen, lograda
durante la realimentacién generase una menor concentraciéon de N-NHs ruminal
debido a un mejor aprovechamiento del N por los microrganismos, esto no fue
observado en este experimento. En el tiempo 4 h posterior a la realimentacion se
registré un pico maximo de la concentracion de N-NH3z en T12, T24 y T36, que
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descendio rapidamente a excepcion del T24 donde permanecio elevado incluso a las
24 h. Se ha reportado que el suministro de alimentos dividido en mas fracciones
diarias permite menores fluctuaciones de las concentraciones postprandiales de N-
NH3z (Aronen, 1991; Soto-Navarro et al. 2000; Robles et al. 2007). Teniendo en
cuenta que niveles de pH ruminales altos determinan mayor proporcion de N-NHz en
su forma disociada y por tanto una mayor absorcion de este elemento en rumen, se
podria pensar que los descensos abruptos de pH registrados limitaron su absorcion,
tal como describié Kozloski (2011).

Se produjeron cambios endocrinos en los niveles de glucosa, insulina y AGNE. Se
observo un efecto del tratamiento, del momento del muestreo y la interaccion entre
ambos factores sobre el nivel de glucosa y AGNE, mientras que sobre la
concentracion de insulina existié un efecto de la hora de muestreo y la interaccion
tratamiento x tiempo.

La glicemia en los rumiantes es consecuencia de la neoglucogénesis hepética que en
condiciones como las de este experimento, el animal utiliza como sustrato
fundamentalmente el &cido propiénico y &cido lactico producido a nivel ruminal,
aunque adicionalmente, en dietas ricas en almidon la llegada del mismo al intestino
delgado puede contribuir a la absorcion de glucosa post ruminal. Los valores de
referencia de glucosa para bovinos se encuentran entre 44,6 — 84,2 mg/dL (Kaneko et
al. 2008). En este experimento las concentraciones fueron muy superiores a este
rango. El nivel de glucosa se increment6 en T24 y T36 de forma marcada luego de la
realimentacion, mientras que en T12 la concentracion de glucosa no tuvo diferencias
con el tratamiento control. La insulinemia de los tratamientos T12, T24 y T36 fue
mayor luego de la realimentacion en comparacion con el grupo control, reflejando asi
una mayor necesidad de secrecion insulinica para mantener la glicemia, lo que era
esperado teniendo en cuenta que la insulina en sangre esta positivamente
correlacionada con el consumo (Chilliard et al. 1998). La insulina actia como el
principal impulsor de la entrada de glucosa a nivel celular, por lo tanto, mayores
niveles de glicemia estimulan la secrecion de insulina en sangre (Coffee, 1998;
O’Brien et al. 2008). En el presente trabajo, el incremento del nivel de insulina
coincidente con el momento de la realimentacion reafirma que los niveles de insulina
estan asociados a un mayor consumo Y nivel de energia por parte de los animales o a
una mayor absorcién de acido propiénico a nivel ruminal y de glucosa a nivel
intestinal, elementos que promueven la secrecion de esta hormona (Harmon, 1992).
Las dietas que estimulan una alta degradacion de almidén y formacion de acido
propiénico en el rumen tienen asociado mayores niveles de insulina en sangre
(Harmon, 1992). Los cambios registrados en los niveles medios de insulina en sangre
para T24 y T36 son coherentes con las variaciones en los valores de glucosa. Se ha
visto que las mayores concentraciones en sangre de glucosa e insulina durante SARA
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y acidosis pueden ser explicados por un aumento de la produccién y la absorcion de
acido propionico en el rumen, asi como su conversion en glucosa en el higado a
través del proceso de gluconeogenesis hepética (Reynolds, 2006).

El nivel de AGNE ha sido sugerido como un buen indicador del balance energético
negativo en vacas lecheras, y sugiere mecanismos de compensacion para
proporcionar energia a través de procesos de lipdlisis cuando no se encuentran
disponibles otras fuentes de glucosa (Lucy, 2003; Igbal et al. 2012). En este
experimento, T24 y T36 presentaron niveles méximos de AGNE en el momento de
mayor cantidad de horas de ayuno, justo antes de la realimentacion. EI descenso de
glucosa y el incremento de AGNE en plasma en esta etapa son reflejo de un estado
de déficit energético debido a la caida de AGV como consecuencia de la interrupcion
del consumo de alimento. Este punto claramente sugiere que existio un déficit en el
balance energético en los animales sometidos a ayuno prolongado. Se ha observado
que durante los periodos en que la glucosa y la insulina se encuentran disminuidas en
el plasma, los AGNE se movilizan para mantener la homeostasis de la energia
mediante la lipdlisis en el tejido adiposo (Webb et al, 1969; Van Harmelen et al.
1999). Sin embargo, el T12 no evidencio niveles circulantes de AGNE diferentes al
grupo control, lo que permite interpretar que el ayuno de 12 horas no desencadend un
movimiento de las reservas lipidicas. El perfil de descenso de AGNE luego de la
realimentacion y el aumento de glucosa e insulina en sangre denota una potente sefial
antilipolitica (Wheelock et al. 2010) caracteristicos de balance energético favorable.

Los valores de urea en plasma de los animales en los tratamientos control, T24 y T36
se encontraron dentro de los rangos normales para bovinos (15,5 — 41,9 mg/dL)
(Kaneko et al. 2008). Los animales sometidos a tratamientos con ayuno prolongado
posiblemente sufrieron una movilizacion de sus reservas lipidicas, no asi de sus
reservas de proteinas ya que el nivel de urea en sangre no fue afectado por el
tratamiento, ni por el tiempo ni existi6 interaccion del tratamiento x tiempo. Estos
resultados no estan en concordancia con otros reportes, en los que se comprobd que
en animales cursando acidosis se produjo incrementos de urea plasmatica a través del
incremento del catabolismo de tejidos musculares para la obtencién de aminoacidos
para la neoglucogenesis hepatica (Patra et al. 1996; Hess et al. 2005; Dann et al.
2005; Hammond, 2006).

Durante todo el periodo de analisis y en todos los animales, las concentraciones de
haptoglobina se ubicaron por encima de 110 pg/mL. Este valor es considerado como
umbral minimo inflamatorio para el ganado de carne (Tourlomoussis et al. 2004),
describiendo de esta manera un patron sérico compatible con una respuesta de tipo
inflamatoria. La alimentacion en base a dietas ricas en concentrados de rapida
fermentacién provoca descensos del pH ruminal, cambios en la microbiota y
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acumulacién de endotoxinas lo que induce una respuesta inflamatoria inespecifica
que incrementa rapidamente el nivel de Hp a las tres semanas de iniciado el
suministro (Jafari et al. 2006; Emmanuel et al. 2008; Ametaj et al. 2009). A pesar del
alto nivel de Hp registrado en todos los tratamientos, atribuido al tipo de
alimentacion recibida y asociada potencialmente a la presencia de la cdnula ruminal,
los animales sometidos a ayuno presentaron concentracion sérica de Hp
significativamente mayor (P<0.05). En T36 y T24, ambos con ayunos prolongados,
la concentracion sérica de Hp fue méas elevada en todo el periodo, llegando a
cuadruplicar el nivel registrado para el grupo control a las 44 horas de finalizado el
ayuno (P=0,03). Durante episodios de SARA se produce inflamacion, procesos
degenerativos de papilas ruminales, ruminitis, hiperqueratosis y paraqueratosis
volviendo al epitelio ruminal susceptible a injurias que facilitan la translocacion de
endotoxinas (Kleen et al. 2003). Las endotoxinas como componentes celulares de
bacterias Gram-negativas (LPS) actGan como inductores de respuesta inflamatoria
aguda del sistema inmune inespecifico. El perfil de biosintesis hepatico se modifica
produciendo proteinas de fase aguda como la Hp que es liberada por los hepatocitos
para reducir la hemoglobina plasmatica libre y evitar asi que el hierro quede a
disposicion para el crecimiento y multiplicacion bacteriana (Wassell, 2000). En
cuadros de SARA inducida mediante suministro de concentrados sin previo
acostumbramiento se ha evidenciado la translocacion de LPS hacia torrente
sanguineo (Khafipour et al. 2009a) y aumento de Hp en sangre periférica (Gozho et
al. 2006).

Si bien el monitoreo de los descensos del pH ruminal es un adecuado indicador de
acidosis (Gozho et al. 2005), su medicion a nivel de campo es dificultosa y
condiciona la obtencidn de datos precisos. En cambio, la medicion y determinacion
de proteinas en sangre presenta ventajas significativas a nivel préctico. En este
experimento, el monitoreo conjunto de pH ruminal y Hp sérica, evidencioé que la
aplicacion de ayuno provoca la activacion de una respuesta de fase aguda reflejada
en el gran incremento de la concentracién de Hp, estos cambios indican que tuvo
lugar una respuesta inflamatoria exacerbada compatible a la producida en cuadros de
SARA.

Dentro de la evaluacion de los pardmetros incluidos en el funcional hepatico se pudo
ver que el nivel de albimina de todos los animales estuvo dentro del rango normal
para la especie bovina (3,20-4,32 g/dL). En los tratamientos sometidos a ayuno la
concentracion fue mayor durante todo el periodo de muestreo en comparacion al
grupo control, pero estas diferencias fueron significativas solo en dos tiempos
experimentales -19 y 41 h. Resultados similares se encontraron en cabras y ovejas
sometidas a induccion de acidosis donde no se registraron cambios notorios en el
nivel de albumina sérica (Vihan et al. 1982; Austin y Wilde, 1985).
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En rodeos diagnosticados con SARA se han observado niveles de proteina totales
elevados, aunque dentro de los limites fisioldgicos (Kleen, et al. 2012). Del mismo
modo, en el presente experimento la concentracion de proteinas totales registrado en
todos los tratamientos se situd siempre dentro del rango considerado normal para los
bovinos (5,63-7,17 g/dL). Sin embargo, no se obtuvieron cambios significativos por
la aplicacion de ayuno, resultado que ha sido reportado en experimentos anteriores
(Vihan et al. 1982; Metkari, 2001).

El nivel de globulinas en todos los animales estuvo dentro del rango normal para
novillos (3,7-4,2 g/dL) (Coppo, 2015). Estos resultados estdn en linea con los
obtenidos en investigaciones previas de induccion de SARA a través de desafios con
granos o pellets de alfalfa, donde las concentraciones de globulinas y de albimina se
mantuvieron dentro de los valores de referencia (Jones y Allison, 2007; Russell y
Roussel, 2007).

Si bien en el presente trabajo solo el tiempo tuvo un efecto significativo sobre la
concentracion de fosfatasas alcalinas (ALP), se pudo observar que en todos los
animales de los tratamientos incluido el grupo control, presentaron concentraciones
muy superiores al umbral fisioldgico para su especie (142-212 U/L). Teniendo en
cuenta que la actividad de ALP es un indicador bioquimico de alteracion colestésica
(Coppo, 2015), se podria sospechar que existié algun proceso hepéatico que pudo
ocasionar niveles elevados en todos los animales. El tratamiento aplicado no tuvo un
efecto significativo sobre el nivel de ALP, hallazgos similares fueron reportados con
anterioridad, en casos de acidosis lactica inducida en cabras (Almeida et al. 2008) y
en un modelo de prevencion de acidosis en bovinos empleando salinomicina, donde
ALP no aument6 significativamente en presencia de esta patologia (Nagaraja et al.
1985).

Segun los resultados obtenidos en este experimento, la concentracion de
transaminasa glutamico-oxalacética (GOT-AST) en todos los animales supero el
nivel fisiolégico para la especie bovina (31,0-52,0 U/L) llegando por encima de
100,0 U/L en T24 y T36. El incremento de GOT-AST en los tratamientos T24 y T36
fue significativo en la etapa posterior a la realimentacion. Se ha reportado que GOT-
AST se eleva en sangre frente a causas de dafio parenquimatoso en higado, lo que da
la pauta que, posiblemente, los animales del presente experimento cursaron alguna
alteracion hepatica, ademas la movilizacion de reservas grasas se ha vinculado a
incrementos de GOT-AST (Wittwer y Bohmwald, 1986; Brown et al. 1999; Rubel et
al. 2005; Almeida et al. 2008). En estudios anteriores se han verificado aumentos
marcados de esta enzima a partir de las 24 h de realizada la induccién experimental
de acidosis (Braun et al. 1992; Patra et al. 1996).
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En estudios anteriores de induccion de acidosis en ovejas y cabras, se ha reportado
que los valores de la enzima GGT se elevan significativamente debido a procesos de
injuria hepatobiliar (Braun et al. 1992; Patra et al. 1996). De forma contraria, en el
presente experimento, los niveles de GGT estuvieron por debajo del rango normal de
bovinos (26,0-43,0 Ul/l) durante todo el experimento en todos los tratamientos.
Existen reportes previos donde tampoco fueron encontradas variaciones de esta
enzima frente a la induccién experimental de acidosis (Viera et al. 2012).

Se pudo ver un efecto significativo del ayuno sobre el nivel de bilirrubina total.
Luego de la realimentacién los tratamientos T24 y T36 alcanzaron concentraciones
proximas a 1,5 y 2,0 mg/dl respectivamente, cuando en bovinos el nivel normal es
del orden de 0,47-1,11 mg/dl. Es posible atribuir este aumento de bilirrubina al
incremento de wuna citoquina proinflamatoria que se origina en procesos
inflamatorios. La presencia de esta citoquina afecta la eliminacion de bilirrubina y
como consecuencia se producen aumento de bilirubinemia (Assenat et al. 2004). El
incremento de la concentracion de bilirrubina en la sangre observada en este
experimento, esta en concordancia con los resultados obtenidos por Nikolov (1998)
en bufalos y en ganado ovino (Nikolov, 2003), donde se sefiala el deterioro de la
funcién hepatica como desencadenante de la disminucion del cleareance de
bilirrubina.

Tomando en consideracion los componentes del funcional hepéatico es posible
interpretar que, si bien el incremento de la concentracion de ALP y GOT-AST se
produjo en todos los animales participantes del experimento, los elevados niveles
bilirrubina en los animales de los grupos T24 y T36, sumado a las concentraciones
aun mayores de GOT-AST en T12 y T36, permiten sospechar la ocurrencia de una
alteracion hepatica en los animales sometidos a ayuno.

Los niveles de colesterol durante todo el ensayo se ubicaron por debajo al rango
fisiolégico propuesto para bovinos (205-277 mg/dl). En las condiciones de este
experimento, era de esperar que los niveles de colesterol estuviesen elevados luego
de la realimentacion, basado en los resultados de investigaciones anteriores
realizadas en vacas lecheras suplementadas donde el nivel de colesterol aumentd
como reflejo de una mejora en el balance energético, siendo este parametro
indicativo del aumento del consumo de energia (Funston, 2004; Cavestany et al.
2005). La concentracion de colesterol esta afectada principalmente por el nivel de
lipoproteinas en sangre, por tanto, su variacion depende en gran medida de la
cantidad de lipidos movilizados que son re-esterificados e incluidos en lipoproteinas
de baja densidad en higado (Puppione, 1978). Como ya fue mencionado, el nivel de
lipolisis estimado en este ensayo mediante los niveles de AGNE, glucosa e insulina
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indican un incremento en el balance energético luego de la realimentacion, dato
reportado anteriormente en vacas lecheras (Lucy, 2003) sin embargo, los niveles de
colesterol obtenidos no estuvieron en el mismo sentido que los otros resultados.
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12. CONCLUSIONES E IMPLICANCIAS

En base a los resultados alcanzados en el experimento se puede concluir que:

El modelo ayuno-realimentacién logré reproducir experimentalmente ambos tipos de
acidosis. La presencia de ayuno determiné valores de pH compatibles con cuadros de
acidosis ruminal subaguda en los tratamientos sometidos a ayuno de 12 horas y 24
horas y acidosis ruminal aguda en el tratamiento de 36 horas de ayuno.

La evaluacion del pH ruminal durante los dias siguientes a la aplicacion de ayuno
permitié demostrar que el rumen es extremadamente dindmico y que fue posible
retornar a valores normales a las 70 horas posteriores a una perturbacion severa.

Concentraciones intra-ruminales elevadas de 4cido lactico entre 32,0 y 51,0 mmol/L
no determinaron sintomatologia clinica de acidosis ruminal, lo que permitiria
interpretar que la concentracion de este acido no es determinante para la expresion
clinica de la enfermedad.

El ayuno de 12 horas en animales en etapa final de engorde no determiné un patrén
bioguimico compatible con un balance energético negativo, como si puso observarse
en los animales sometidos a ayuno de 24 o 36 horas.

La evaluacién conjunta de las concentraciones de Hp en suero y los cambios de pH
ruminal durante la induccion de SARA permitieron comprobar experimentalmente la
utilidad de Hp como marcador de esta enfermedad en etapas tempranas y en ausencia
de signos clinicos manifiestos.

En el presente trabajo se realizé la reproduccion experimental de SARA mediante un
nuevo modelo inductor de la enfermedad, representando el primer abordaje mediante
la aplicacion de restriccién absoluta al alimento, sin cambios cualitativos ni
cuantitativos de la dieta. Si bien el presente experimento evalué el efecto de un solo
episodio de ayuno, permanece como interrogante como repercute la repeticion de
estos eventos, o si varios eventos menores afectan los animales y cuéles serian las
consecuencias productivas.
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