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Resumen

Los B-carotenos, son precursores de la vitamina A y estdn presentes en algunos alimentos; por
esta razdn juegan un papel muy importante en la eficiencia reproductiva de las vacas y en
funciones vitales de esta. Aunque los forrajes verdes presenten altas concentraciones de PB-
caroteno, estas pueden verse reducidas durante su almacenamiento, pasando de niveles de 300
ppm a 10 ppm al finalizar el invierno. Sin embargo, la suplementacion de p-caroteno o vitamina
A tiene un efecto directo sobre las concentraciones de estos en leche y sangre, generando
resultados positivos sobre la reproduccién.

En los bovinos las concentraciones de B-caroteno se ven afectadas por el ciclo productivo de la
vaca, donde las concentraciones plasmaticas, decrecen durante el periodo seco, alcanzando su
punto mas bajo cerca del dia 4 6 6 postparto, pudiendo ocasionar problemas reproductivos, ya
que estos estan relacionados con el mecanismo complejo que provoca la primera ovulacion post
parto, afectando una onda folicular menor en el post parto; situacion que se ve mejorada al
administrar P-caroteno. De igual forma los niveles de progesterona estdn intimamente
relacionados con las concentraciones de -caroteno en plasma.

Otra funcion de importancia de la vitamina A y los B-carotenos es su relacion directa con el
sistema inmune, asociado a sus propiedades anti oxidativas, lo cual pueden influir de manera
positiva sobre los problemas infecciosos en los animales, y por ende sobre los conteos de células
somaticas en leche, afeccion causada por mastitis clinicas y sub clinica.

Por medio de este estudio se pretende evaluar los parametros reproductivos, niveles de p-
caroteno en calostro y células somadticas en leche, las concentraciones de B-caroteno y
progesterona en plasma sanguineo, parametros reproductivos, retencion de membranas fetales
y cambios fisiologicos ocurridos en el sistema reproductivo de aquellas vacas suplementadas
con f3-caroteno, enteral o parenteral, durante el peri parto. Estudio realizado en la finca “El
Milagro”, una explotacion lechera especializada, ubicada en la zona de San Juan de San Pedro
de Poas, en la cual se tomaron 18 vacas secas, separadas en 3 grupos (control, B-caroteno
parenteral y p-caroteno enteral) y se les realizo mediciones de B-carotenos, en plasma y calostro,
concentraciones de progesterona en plasma (Unicamente a 6 vacas), conteos de células somaticas
en leche y mediciones de cuerpos liteos, junto con el registro de todos los parametros
reproductivos.

Al final del estudio se pudo constatar que las concentraciones plasmaéticas de p-caroteno se ven
afectadas durante el ciclo productivo, siendo el nivel mas bajo justo después del parto, aunque
las vacas nunca tavieron niveles inferiores al minimo reportado por los autores. Sin embargo, la
administracion enteral del B-caroteno Unicamente fue capaz de producir cambios significativos
en: las concentraciones sanguineas de progesterona y P-caroteno, y en los conteos de células
somadticas en leche durante los primeros 120 dfas post parto. Sin afectar significativamente los
parametros reproductivos de las vacas evaluadas. Sin embargo, al realizar un analisis de costos
de los tratamientos se pudo notar que Unicamente con la mejora en los conteos de células
somaticas en leche, el B-caroteno enteral es viable; no obstante, antes de instaurar un uso de este
producto en una explotacion se recomienda evaluar si en cada caso el producto es capaz de
expresar sus boendades y resulta econdmicamente viable su utilizacidn.



Abstract

The p-carotenes, are precursors of vitamin A and they are present in some foods; for this reason,
play a very important role in the reproductive efficiency of cows and in vital functions of the
cow. Although green forages show high concentrations of B-carotene, but they can be reduced
during storage, from levels of 300 ppm to 10 ppm at the end of winter. However, the
supplementation of B-carotene or vitamin A has a direct effect on the concentrations of these in
milk and blood, generating positive results on reproduction.

In cattle, -carotene concentrations are affected by the productive cycle of the cow, where the
plasma concentrations decrease during the dry period, reaching their lowest point near day 4 or
6 postpartum, which can cause reproductive problems after partum, since these may be related
to the complex mechanism that causes the first postpartum ovulation. Affecting a minor
follicular wave in the postpartum period; A situation that is improved when administering 3-
carotene. Similarly, progesterone levels are closely related to plasma p-carotene concentrations.

Another important function of vitamin A and p-carotene, is its direct relationship with the
immune system, associated with its anti-oxidative properties, which can positively influence the
infectious problems in animals, and therefore on the counts of somatic cells in milk, condition
that is caused by clinical and subclinical mastitis.

The aim of this study was to evaluate the reproductive parameters, levels of B-carotene in
colostrum and somatic cells in milk, B-carotene and progesterone concentrations in blood
plasma, reproductive parameters, retention of fetal membranes and physiological changes in the
reproductive system of those cows supplemented with B-carotene, enteral or parenteral, during
peripartum. A study carried out in the farm "E! Milagro", a specialized dairy farm, located in
the San Juan in San Pedro,Poas, in which 18 dry cows were taken, separated into 3 groups
(control, parenteral’s B-Carotene and enteral’s p-carotene) and measurements of f-carotene in
plasma and colostrum, plasma progesterone concentrations (only 6 cows), somatic cell counts
in milk and measurements of luteal bodies were performed, together with the recording of all
reproductive parameters,

At the end of the study it was observed that plasma concentrations of fB-carotene are affected
during the production cycle, being the lowest level just after calving, although the cows never
had levels below the minimum reported by the authors. However, enteral administration of -
carotene was only able to produce significant changes in: progesterone, p-carotene blood
concentrations and somatic cell counts in milk, during the first 120 days postpartum. Without
significantly affecting the reproductive parameters of the evaluated cows. However, when
analyzing treatment costs, it was noted that only with the improvement in somatic cell counts in
milk, enteral B-carotene is viable; however, before establishing a use of this product in a farm,
it is recommended to evaluate whether in each case the product is able to express its benefits
and is economically viable to use
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Introduccion

Revision de literatura

Vitamina A y su importancia en la salud animal.
La vitamina A, también conocida como retinol, axeroftol, biosterol, vitamina antixeroftalmica

y vitamina anti infecciosa, es un alcohol polienico isoprenoide (Quintela, et a/., 2008). Esta es
esencial en la dieta debido a las funciones vitales que desempefia en el organismo y a la
incapacidad de organismo de producirla. Los B-carotenos, son precursores de la vitamina A y
estan presentes en algunos alimentos. Estos juegan un papel importante en la eficiencia
reproductiva de las vacas y durante su metabolismo, son trasportados por el sistema linfatico
junto con la grasa y almacenados temporalmente en el higado (Bendich y Olson, 1989) y

(Kaewlamun ef a/., 2011).

Carotenoides y su aporte en la dieta de los bovinos.
La familia de los carotenoides esta formada por mas de 800 pigmentos naturales conocidos,

producidos por las plantas superiores y algas; cumpliendo funciones en procesos fotosintéticos
0 como atrayentes de colores amarillo, naranja o rojo en flores y frutas; sin embargo, sélo unos
pocos de ellos son precursores de la vitamina A, (Vogdanou, 2014 y Kala¢ 2013). El mas comin
de estos, el B-caroteno, no puede ser sintetizado a partir de otros compuestos y tiene gran
importancia como precursor de vitamina A, por lo que se hace necesaria su administracion en
aquellos sistemas de alimentacién que presenten deficiencias (Searles y Armstrong, 1970).
Aunque los forrajes verdes presenten altas concentraciones de B-caroteno, estos pueden verse
reducidas durante su almacenamiento, como lo demostraron Arikan y Rodway (2001), quienes
observaron una reduccion en las concentraciones de 300 ppm a 10 ppm, al finalizar el invierno,

en paises templados; sin existir estudios similares publicados en climas tropicales.

De igual forma la estacionalidad y edad fenolégica puede afectar la concentracion de B-caroteno
y a-tocoferol en las gramineas, como lo demostraron Ballet et af,, (2000), quien afirmé que la
mayor concentracion de estos se encontraban en la etapa vegetativa de espiga y brote para
gramineas y leguminosas, respectivamente, mientras que las concentraciones mds bajas se

obtuvieron después de la floracion de las plantas



2

Los 4cidos grasos volitiles, particularmente los dcidos formicos y propiénico, se han utilizado
de manera constante como conservantes de ensilajes eficientes; sin embargo, su aplicacion ha
demostrado un aumento considerable en las pérdidas de B-caroteno, de manera especial si se
combina con el acceso de oxigeno, tal como ocurre durante el retraso de sellado del silo o
durante la utilizacion de este al final de un periodo. En este sentido se han observado pérdidas
de P-caroteno en: forrajes verdes, forrajes deshidratados, ensilajes y heno de 19, 59 y 82%
respectivamente, si se compara con los niveles iniciales (Kala¢, 2013). De igual forma
Vogdanou (2014), menciona que el proceso de ensilado puede reducir la concentracién de
carotenoides, siendo superior en el caso de las leguminosas, si se compara con las gramineas,
especialmente cuando el pH es alto (alrededor de 5), incrementindose esta pérdida si se

incrementa el tiempo de almacenamiento en el silo.

Metabolismo del B-caroteno y de la Vitamina A en los bovinos.

Keating, et al., (1964), realizaron un estudio de estabilidad in vitro de B-caroteno, utilizando
etoxiquina y nitrato de potasio para determinar la destruccion, demosirando recuperaciones
medias de 83,4% a 3,5h y 72,7% a las 16 horas de incubacidn. Sin embargo, Weiss (1998)
indicd, en el caso de los rumiantes, que no toda la vitamina A y el B-caroteno ingerido es
absorbido, pues en solo 12 horas de incubacion, in vitro, se destruy6 entre ¢l 60 y 72% del
retinol. De igual forma, estudios realizados en Francia por Can er al., (1986) y Puis (1994),
(citados por Quintela ef a@l., 2008), demuestran, en rumientes, que los niveles normales de
vitamina A en sangre deben estar entre 25 y 89 pg/dl, mientras que los B-carotenos se deben
encontraran entre 300 y 1200 pg/dl. De modo que cuantificar valores inferiores a 7 pg/dl de
vitamina A, o su equivalente a 100 pg/dl de B-caroteno en sangre, podria considerarse una
deficiencia severa, y en caso de valores intermedios s¢ consideraria una deficiencia leve, Por
ello, Quintela ef al., (2008), pudo notar que la suplementacidn de p-caroteno y/o vitamina A en
animales con deficiencia de éstos (<300 pg/dl y <25 pg/dl, respectivamente) puede tener un

efecto beneficioso sobre los parametros reproductivos de éstos.

La suplementacién de p-caroteno o vitamina A tiene un efecto directo sobre las concentraciones
de estos en leche y sangre, como lo demostraron Michael et al., (1994), quienes mencionan que

al suplementar con 600mg de B-caroteno, se incrementaron los niveles de este en la leche
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durante el inicio de la lactancia, mientras que al suplementar vitamina A (120.000 Ul), durante
el mismo pericdo, observaron un incremento en las concentraciones de retinol en sangre,
mieniras se reducian las concentraciones de p-caroteno en esta. Esto se asocia a
retroalimentacion negativa propuesta por McDowell (2000). quien mencioné las rutas
metabolicas para la conversién de P-caroteno a vitamina A son bloqueadas al tener valores
elevados de vitamina A en sangre. En este sentido Schweigert, (2003), citado por Trojadanec ef
al., (2012), establece que la reduccion en los niveles de B-caroteno en suero puede resultar de la
transformacion de la B-caroteno disponible en vitamina A, proceso ocurrido particularmente en

el utero y los ovarios.

Mora et al., (1999), observaron porcentajes de degradacion ruminal de B-caroteno en novillos
entre 10,52% y 10,56% a las 8 y 16 horas, mientras que en cabras el valor fue de 9,16% a 9,90%
respectivamente. Estos resultados in vitro muestran menores tasas de degradacion del B-
caroteno a los reportados previamente King ef al., (1962) y Keating ef al., (1964), donde se
obtuvieron pérdidas de 27,3% a 34,4% entre 9 y 16 h de incubacién. Por su parte, Van Soes,
(1982), menciona que es probable que los carotencides escapen al intestino delgado, sin ser
degradado en el reticulo-rumen; afirmacion realizada también por Westendorf et al., (1990),
citado por, Mora et al, (1999), quienes indicaron que los carotenoides, especialmente el p-

caroteno, no se destruyen a nivel ruminal.

Los procesos metabdlicos del B-caroteno tienen una fuerte relacion entre la absorcion de este y
la raza, siendo las vacas més eficientes aquellas que contienen mas grasa en la leche y mayor

contenido de tejido adiposo blanco en el intestino (McDowell, 2000).

Importancia de B-caroteno en la reproduccion.
El ciclo productivo afecta las concentraciones de B-caroteno, decreciendo durante el periodo

seco y alcanzan el punto mas bajo cerca del dia 4 6 6 postparto (Johnston y Chew, 1984). Esta
condicion fisioldgica podria ocasionar problemas reproductivos luego del parto, debido a que la
concentracion plasmatica de B-caroteno durante este periodo, pudieran estar relacionado con el
mecanismo complejo que provoca la primera ovulacion post parto, ocasionando asi un pobre
indice ovulatorio en la primera onda folicular post parto (Kawashima ez a/., 2009). Esto coincide

con los resultados obtenidos por Rakes ef al, (1985), quicnes notaron que al suplementar con
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300 mg de B-carotenos durante los primeros 100 dias de produccién lactea, se adelanta la
aparicion del primer celo y se reduce el intervalo parto concepcion (P < 0,05). Similarmente
Kawashima et al., (2009) observaron que las vacas que ovulan durante la primera onda folicular
post parto tienen niveles plasmdticos més altos de B-caroteno al compararla con vacas que no
ovulan en la tercera semana post parto (2,97 + 0,24 vs 1,53 + 0,14 pg/ml). Asi, se puede indicar
que las concentraciones plasmdticas de B-caroteno durante el periodo seco son mayores en vacas
que ovulan durante los primeros 30 dias post parto, si se compara con aquellas que no ovulan

durante este mismo periodo.

Goto ef al,, (1989) determinaron que los niveles plasmaticos de p-carotenos por encima de 200
pg/dl estén relacionados con la calidad y supervivencia embrionaria en vacas negras japonesas
superovuladas. Mientras Shaw ef al., (1995), observaron que las vacas suplementadas con
vitamina A, durante el inicio del proceso de siiper ovulacion, no produjeron mayor cantidad de
6vulos, pero el nimero de dvulos transferibles totales fue mayor y de mejor calidad, al

compararla con las vacas que no recibieron este suministro.

Las concentraciones hormonales son otro factor por considerar en la reproduccién, donde las
bajas concentraciones de progesterona se encuentran reportadas como uno de los factores
causantes de la pérdida embrionaria temprana en vacas (Quintela ef al, 2008). Una relacion
positiva entre los niveles de B-caroteno en plasma y la progesterona producida por las células
del cuerpo luteo, ha sido demostrada por Grave-Hoagland er al, (1988). Sin embargo,
Kaewlamun er al, (2011), no lograron demostrar un efecto directo sobre los niveles de
progesterona, pero si evidenciaron una reduccién del indicador de la involucidn uterina
(hidroxiprolina en sangre}, junto a un efecto positivo en los porcentajes de leucocitos, polimorfo
nuclear, tanto en el Gtero como en el cuello uterino, demostrando asi el efecto de la

suplementacién de P-caroteno sobre los procesos inmunolégicos del animal.

Importancia de B-caroteno sobre el sistema inmunolégico y su efecto sobre los bovinos.
Se ha demostrado que la vitamina A y los B-carotenos pueden influir de manera positiva sobre

los problemas infecciosos en los animales, debido a su relacion directa con el sistema inmune y
sus propiedades anti oxidantes. Chawla y Kaur (2004), notaron que al administrar vitamina E

sola o con B-caroteno se logra disminuir la incidencia de mastitis clinica y sub clinica en vacas.
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De igual forma Akar y Gazioglu (2006) notaron que las vacas que presentaron retencion de

placenta tienen valores especialmente bajos de B-caroteno y de vitamina A.

En Costa Rica la retencion de membranas fetales puede ser un factor a considerar, como lo cita
Romero (1997), quien observé una alta variabilidad de incidencia de retencién de membranas
fetales en las exploraciones lecheras de este pais, con valores que oscilan entre 0,2% y 21,4%,
situacién que actualmente resulta un problema frecuente en muchas lecherias del pais, por lo
que se pudiera considerar una posible disminucion de estos valores al hacer una suplementacién
estratégica de -carotenos en las explotaciones con alta incidencia de retencién de membranas

fetales y bajos niveles de B-caroteno en sangre durante el peri parto.

Segtin Arikan y Rodway (2001), las concentraciones de B-carotenos en el cuerpo liteo
dependeran de la temporada, de las reservas del animal y de su consumo en el alimento. En
paises templados las pérdidas rapidas de p-caroteno ocurren durante el almacenamiento de
alimento en el invierno, por ello los cuerpos liteos de los bovinos contiene una mayor
concentracion de p-caroteno durante los meses de mayor oferta de forraje fresco (primavera y
verano), con respecto a los colectados durante los meses con mayor uso de forrajes conservados
(invierno); sugiriendo asi que los cambios de dieta ocurridos durante las estaciones afectan la
acumulacion de B-carotenos en tejidos tisulares. En contraparte, debido a las condiciones
tropicales de Costa Rica, esta pérdida pudiera ocurrir en el periodo de sequia, pues durante esta
época se incrementa la utilizacion de forrajes conservados (heno y/o silo), los cuales no

representan un aporte importante de p-caroteno en la dieta.

La suplementacion de B-caroteno debe realizarse por un largo periodo de tiempo, para poder
obtener un impacto positivo en la eficiencia reproductiva (De Ordanza et al., 2009). Estos
autores citaron a Arechiga et al., (1998), quienes encontraron que al suplementar con 400 mg/dia
de P-caroteno, por un periodo menor a 90 dias, no genera mejoras reproductivas en las vacas,
pero al suplementar estas mismas vacas por un periodo superior a los 90 dias se generd un

incremento en la tasa de prefiez a los 120 dias post parto (35,4% vs 21,1%).



Justificacion.

Al valorar las mualtiples funciones que tiene la vitamina A en el organismo, y los graves efectos
que puede tener su deficiencia en las funciones reproductivas e inmunolégicas, se considera
necesario realizar un estudio que evalie los niveles, variaciones y manipulacién de en las
concentraciones de B-caroteno y/o vitamina A en clima tropicales durante el peri parto y su
respuesta a nivel inmunolégico, reproductivo y hormonal, esto con el propdsito de solventar las
deficiencias reproductivas e inmunoclogicas para la optimizacion de las explotaciones lecheras

de la zona,



Objetivo general.

Evaluar los cambios fisioldgicos e indicadores productivos y reproductivos en vacas

suplementadas con B-caroteno, enteral o parenteral, durante el peri parto.

Objetivos especificos.
¢ Evaluar los efectos de la suplementacion con B-caroteno, enteral o parenteral, sobre las

concentraciones de progesterona y B-caroteno en sangre.

o Cuantificar las concentraciones de B-caroteno en el calostro y correlacionarla con las
concentraciones de f-caroteno en sangre.

» Evaluar los efectos de la suplementacion con -caroteno, enteral o parenteral, sobre las
concentraciones de células somaiticas en leche.

e Valorar los cambios en la actividad ovérica y correlacionarlos con las concentraciones
de B-caroteno en sangre.

¢ Evaluar los pardmetros reproductivos (retencion de membranas fetales, intervalo parto
primer servicio y tasa de prefiez) y correlacionarlos con las concentraciones de B-

caroteno en sangre.



Materiales y métodos.

El estudio inicio el 5 de agosto de 2014, y ha culminado su muestreo en Diciembre de 2015.

Se realizd en la finca “El Milagro™, una explotacion lechera especializada, ubicada en la zona
de San Juan de San Pedro de Poas, provincia de Alajuela, Costa Rica. La zona se encuentra a
1300 msnm y registra una precipitacion y temperatura anual media de 3500 mm y 11,5 °C
respectivamente; siendo considerado un bosque muy hiimedo pre montano segin la clasificacién

geoecologica (Monge, 2007)

Se usaron en total 18 vacas cruzadas, Hostein-Pardo Suizo y Holstein-Jersey, presentando una
condicion corporal entre 3,25 y 3,75 y un peso vivo entre 450 y 550 Kg. Una vez obtenida una
lista de los animales préximos al parto, se asignaron los tratamientos al azar, alternando entre el
control p-caroteno enteral y p-caroteno parenteral, para evilar que alguno de estos tenga mayor

numero de animales en una determinada época del afio.

La finca “El Milagro” cuenta con vacas de leche especializadas las cuales son ordefiadas 2 veces
al dia de forma mecanica. Cuenta con aproximadamente 1 hectérea de terreno y un promedio de
30 vacas en ordefio, lo cual cuenta demuestra una alta densidad de animales afectando el aporte
de materia verde fresca en los animales, situacién que puede comprometer el aporte de -
Caroteno a los animales. La alimentacidn de todas las vacas se realizo a base de: concentrado
Vapp Feed® o Pre-Parto®, residuo de cerveceria, Citrocom®, cascara de pifia y pasto estrella
africana (Cynodon nlemfluensis) de 45 dias. Se realizd un balance en el NRC de los consumos
de estas de acuerdo con su estatus productivo (seca o inicio de lactacidn), con el fin de conocer
el balance nutricional de acuerdo con los requerimientos del programa de nutricién de NRC,
(cuadro 1).

En el cuadro 1 se puede apreciar un mayor aporte de B-caroteno proveniente del pasto fresco,
resultados que concuerdan con lo observado en el capitulo anterior, donde diversos autores

afirman una reduccién significativa de este compuesto luego de su almacenaje.

Cuadro 1: Simulacion de la concentracion de B-caroteno en las vacas en la finca “El Milagro™.



Aporte de

Secas Lactacion
Material [S-Caroteno (Consumo Kg  (Consumo Kg
(mg/Kg MS) MS/vaca/dia)  MS/vaca/dia)
Cascara de pifia 1,2 2,1 43
Pasto Estrella 40,74 2,08 2,2
Citrocom 14,41 0,87 1,8
Residuo de cerveceria 2,15 2,72 42
Vapp feed 32,89 2,3
Pre-parto 34,10 1,31
Multiplex* 3.156,95% 0,09%*
Boviplex* 2.173,29* 0,1*
Total (mg/dia) control y p- :
caroteno parenteral ** 209,84 301,01
Total (mg/dia) f-caroteno
nteral® 509,75 512,91

* Aportado Ginicamente a vacas tratadas con f-caroteno enteral

** Total de B-caroteno aportado en base a materia seca consumida y aporte de este por Kg MS.

Los requerimientos de -caroteno segiin Chew (1987), son 300 - 600 mg/dia.

Datos tomados de medicion realizada al iniciar el estudio, con muestras tomadas directamente de la finca El

Milagro.

Es importante destacar que, aunque la simulacion demuestra que las vacas satisfacen
aparentemente los requerimientos de p-Caroteno, los mismos, mencionados por Crew et al.,

(1987), corresponden a paises con condiciones climéticas muy diferentes a las presentes en
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Costa Rica y como se evidencia en el capitulo anterior las condiciones de stress térmico afectan

los requerimientos de B-caroteno del animal.

El contenido de B-caroteno se cuantificé mediante espectrofotometria, usando la metodologia
oficial descrita por la AOAC 941.15 (2005). Es importante destacar que todos los materiales
evaluados han sido transportados laboratorio del CITA, en la UCR, el mismo dia de su
recoleccion, para evitar alteraciones en los resultados durante su transporte. Realizando tres
mediciones, obteniendo un valor promedio acorde a las diferentes épocas del afio, lo cual afecta

la floracion y contenido nutricional de las gramineas.

E! experimento fue divido en tres tratamientos, con seis repeticiones cada uno y distribuidos
completamente al azar. Las vacas asignadas al control se suplementaron Gnicamente con la
dieta base (figura 1) sin recibir suplemento alguno de P-caroteno. Las pertenecientes al
tratamiento 1, recibieron, aparte de la dieta base, una inyeccion intramuscular de 3,5 mi de
Dalmavital® por cada 100kg de PV (equivalentes a 52,5 mg de B-caroteno por cada 100 kg de
PV), las cual fue administrada 30 dias post parto. Mientras que las asignadas al tratamiento 2,
recibieron igualmente la dieta base, a la cual se le adiciond, a partir del dia 30 pre parto, 3g de

Rovimix p-carotenc® 10%, mezclado con el mineral, (equivalentes a 300 mg de p-caroteno).

Para reproducir el efecto de stress provocado por la inyeccion del tratamiento 1 (B-caroteno
parenteral), las vacas del control y del tratamiento 2 (B-caroteno enteral) también recibieron una

inyeccion intramuscular de |5 ml de solucién fisiologica el dia 30 post parto.

Todas las vacas fueron sometidas a un programa de inseminacion artificial a partir dei dia 60 de
lactacion, el cual fue realizado por la misma persona, siguiendo €] protocolo am-pm, donde la
vaca que present6 el celo en la mafiana fue inseminada ese mismo dia en la tarde y la que
presentd el celo en la tarde fue inseminada en la mafiana del dia siguiente. De igual forma a
1odas se les realizo un registro de parémetros reproductivo, indicando: retencion de membranas

fetales, nimero de inseminaciones necesarias para lograr la prefiez e intervalo parto 1 Servicio.
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30 dias 120 dias
Sin Suplementacién sin Suplementacién l
Control I >
30 dias,
A Inyeccién de
B-caroteno
30 dias 120 dias
Trat. 1 R -
Dalmavital ¢
30 dias 120 dias
Trat. 2 } O I >
Rovimix ¢ Rovimix ¢

Figura 1: Protocolos de alimentacion con diferentes fuentes de 8-caroteno.

Control (sin suplementacion de 8-caroteno) Trat. 1 suplementadas de 8-caroteno parenteral
(Dalmavital€) y un Trat. 2 suplementadas con 6-caroteno enteral (Rovimix 8-caroteno®, 8-
caroteno 10%)

Tomas de muestra de sangre:

A las 18 vacas se les realizd la toma muestra de sangre en la vena caudal, mediante el uso de
vacutainer y tubos de ensayo con heparina. La sangre colectada se utilizé tanto en los anlisis

de progesterona como en los de p-caroteno en plasma.

Para el estudio hormonal, de las 18 vacas evaluadas, fueron seleccionadas 6 de manera aleatoria
(obteniendo 2 vacas de cada tratamiento), las cuales fueron muestreadas a razdn de 2 veces por

semana para lograr obtener asi el pico de progesterona en el ciclo estral de estos animales.

Anélisis hormonal.
Las muestras de plasma sanguineo fueron congeladas a -20 °C, para posteriormente ser

procesada.

Las concentraciones progesterona se analizaron por medio de las copas comerciales ST AIA
PACK PROGESTERONA II® marca TosohBioscience; realizando la mediciéon mediante el

equipo de inmunoensayo automatizado AIA-360%, segin las indicaciones del fabricante.
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Se realizé la calibracion, el chequeo diario y los procedimientos de mantenimiento y uso de
controles de diferente concentracién (MultiAnalyte Control-MAC®, TosohBioscience) de

conformidad a lo descrito en el “Manual del Usuario” provisto por la casa comercial,

El AIA 360% realiza la cuantificacion de progesterona mediante un procedimiento de
fluorescencia competitiva de inmunoabsorcion ligado a enzimas, el cual se realiza en su
totalidad en copas de muestras de un Unico uso, las cuales contienen todos los reactivos
necesarios. Estas copas contienen perlas magnéticas impregnadas con anticuerpos y

progesterona marcada con una enzima.

Al realizar la medicion, la progesterona presente en la muestra, (plasma bovino), compite contra
la hormona marcada por los sitios de unién de los anticuerpos presentes en las perlas magnéticas.
Posteriormente, las perlas son lavadas para remover la hormona marcada no unida, se agrega el
sustrato fluorogénico 4-metilumbeliferil fosfate (4MUP) y se incuba. La cuantificacion
hormonal se obtiene mediante la medicién de enzima unida a las perlas, la cual es inversamente
proporcional a la concentracién de progesterona en la muestra. Todo este procedimiento lo
realiza el equipo mediante la toma de 75 pl, el cual toma de manera automatizada del carrusel

de muestras.

Todo este procedimiento fue realizado en el laboratorio de fertilizacion in vitro de la Escuela de

Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional.

Andlisis de B-caroteno en sangre.
Este se realizo en las 18 vacas destinadas al estudio, a razén de una vez por semana, durante 150

dias (desde el dia 30 preparto hasta el dia 120 post parto).

El procedimiento se realizé mediante el uso del equipo iCheck®© (BioAnalyt GmbH, Teltow,
Alemania). Para ello se tomaron 400 pl de sangre del tubo de heparina, para luego ser
introducidos y mezclados durante 10 segundos en el vial de iEx©, el cual por medio de un
disolvente organico desnaturaliza, en un solo paso, el B-caroteno, para su posterior medicion a
través de un espectrofotometro portatil. Este procedimiento, al ser portatil, se realizo al

momento de la toma de muestra en la vaca, directamente en la explotacion.
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Analisis de B-caroteno en calostro,
Esta se realizd en las 18 vacas, a las cuales se les efectud una toma de muestra tnica, el dia de

parto; y por medio de la metodologia oficial descrita por la AOAC 941.15 (2005) estas fueron
analizadas en el laboratorio del CITA en la UCR.

Conteo de Células somaticas en leche.
Se realizo en las 18 vacas destinadas al estudio, efectuando una toma de muestra por semana,

iniciando | semana después del parto y realizando una muestra completa de leche de todos los

cuartos en produccion.

Para su medicién se usd un contador fluorofotoelectronico de células somaticas, Fossomatic
400°, el cual expresa los resultados en cél/ml*, Este analisis es realizado con la colaboraci6n de

los laboratorios de la Cooperativa de Productores de Leche Dos Pinos R.L.

Evaluacion ginecoldgica mediante ultrasonido.
Al igual que los anteriores, se ha realizado en las 18 vacas, cada 15 dias, iniciando 15 dias

posterior al parto, y continuando la evaluacion hasta el dia 120 post parto o hasta que se confirmé

la gestacion.

Para este se ha utilizado un ultrasonido Ibex pro, con un transductor lineal de SMHz, el cual
permitié realizar la evaluacién y la medicién de los foliculos o del cuerpo liteo presente,
dependiendo del punto en el ciclo estral en el que se encuentre el animal al momento de la

evaluacion.

Analisis Estadistico.
Los datos obtenidos en este experimento se presentan como + media del error estandar y fueron

sometidos a andlisis de la varianza (ANOVA) y se calcularon las diferencias entre tratamientos
por medio de test de Tukey y Chi cuadrado. Todos los calculos se llevaron a cabo utilizando un
sistema de analisis estadistico R 2.15.0, por medio de la aplicacion Remdr 1.9-6 y el ANOVA

de multiples factores.
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Resultados y Discusion.

Niveles de B-caroteno en sangre.
Los bovinos, a diferencia de otros rumiantes (como ovejas y cabras) son capaces de absorber

cantidades significativas de B-caroteno de la dieta y, debido a que no todo el B-caroteno
absorbida se transforma en vitamina A, el excedente se deposita en los tejidos adiposos del
cuerpo o ¢s secretada en la grasa lactea. Heucken (1992) citado por Mora et al., 1999, Larson et
al., 1993 y Yang et al., 1993, De igual forma Yang et a/., (1992) y Knight ef a/., (1993) notaron
que €l B-caroteno es el principal carotenoide detectado en el suero y tejido adiposo de ganado;

representa el 85-90% del color del tejido adiposo en bovinos.

Para la degradacion de los carotenoides primero debe ocurrir la degradacion de la matriz vegetal
que deposite el carotencide en la fase liquida del rumen. El grado de degradacién de los
carotenoides por los microorganismos del rumen es todavia vago, porque los resultados,
principalmente de B-caroteno, difieren en una amplia medida (Noziére ef al., 2006). En este
aspecto Dawson y Hemington (1974) no encontraron ninguna degradacion en su experimento
mientras que Davison y Seo (1963), citado por Vogdanou, (2014), informaron de una
degradacion moderada, en torno al 10-25%, la cual comienza con el transporte de los
carotenoides disponibles en la linfa y plasma. Posteriormente ocurre su metabolismo dentro de
los tejidos (conversion en vitamina A y la utilizacidbn como antioxidantes), para ser
posteriormente almacenadoe en el tejido adiposo o ser secretado en la bilis desde el higado
{(Noziére et al, 2006). En el caso de su conversién a vitamina A puede tener lugar en el higado,
sin embargo, ocurre con mayor frecuencia en la mucosa intestinal, donde en el caso de los

rumiantes son capaces de convertir 6 mg B-caroteno en 1 mg de retinol. (McDonald ez o/, 2011).

La concentracion de fB-caroteno en sangre se ve afectada directamente por la via de
suplementacion, sufriendo estas un incremento de 18% en aquellas vacas suplementadas de
forma enteral con p-caroteno, en comparacion a la via parenteral, siendo este Gltimo un 30%
superior al control; mientras que aquellas que no recibieron ningin suplemento (control) fueron

las que presentaron, en promedio, la menor concentracion (cuadro 2).
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Cuadro 2: Efecto de la suplementacion de fB-caroteno enteral o parenteral, sobre las

concentraciones de B-caroteno en sangre (ug/dl).

Tratamiento Concentracion de B-Caroteno en sangre
N Media + DS P
Control 6X 21 375,212+ 177,47
B-caroteno parenteral 6X21 485,11° + 182.28 < 0,001
p-caroteno enteral 6X21 573,68+ 275,34

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos. (p = 4,62e-11)

En la figura 2 se aprecia el comportamiento de las concentraciones de [B-caroteno en las
diferentes etapas del preparto y post parto, evidenciando que desde el preparto los animales
suplementados con B-caroteno enteral presentaron una concentraciéon plasmatica promedio
superior, evidenciando que la absorcion y biodisponibilidad de este producto es alta
(incrementando rapidamente la concentracion de B-caroteno en plasma). En este sentido
Kalamun et al., (2012), mencionaron que un suplemento dietético de B-caroteno en una forma
purificada a las vacas lecheras, escapa de la degradacién completa en el rumen, aumentado asi
las concentraciones circulantes; sin afectar asi las funciones metabodlicas una vez retirado el

suplemento (figura 2).

Por otro lado, todas las vacas evaluadas presentaron una reduccién en las concentraciones de f3-
caroteno en sangre al momento del parto, incrementandose conforme avanza la vaca en la etapa
de lactacion. En este sentido Johnston y Chew, (1984), notaron que las concentraciones
plasmaticas de B-caroteno decrecen durante el periodo seco, y alcanzan el punto mas bajo cerca
del dia 4 6 6 postparto. Situacién que Oliveira et al, (2015) comparte, al notar que la
suplementacion enteral de B-caroteno durante el preparto, aumenté la concentracion de este en

sangre durante el post parto (figura 2).
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Durante todo el estudio se notd que las vacas tratada con B-caroteno enteral presentaron una
concentracion mayor de B-caroteno en sangre. Mientras que el grupo tratado con B-caroteno
parenteral incremento las concentraciones sanguineas B-caroteno después de su aplicacién (al
dia 30 post parto); logrando tener un valor estadisticamente igual a las tratadas con B-caroteno
enteral entre los dias 31 y 60 post parto. En contraste, el grupo control fue el que mantuvo
siempre la menor concentracién sanguinea de B-caroteno; destacando que todos los grupos

evaluados presentaron valores promedios superiores a 300 pg/dl (figura 2).
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Figura 2: Efecto de la suplementacion de f-caroteno sobre las concentraciones de f-carotenc

en sangre (ug/dl) y sus variaciones durante el pre parto y post parto.

Las bajas concentraciones de B-caroteno, propias del parto, podrian ocasionar problemas
reproductivos posteriormente; debido a que las concentraciones sanguineas de B-caroteno

durante este periodo podrian estar relacionadas con mecanismos que producen la primera
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ovulacién post parto, provocando asi un pobre indice ovulatorio en la primera onda folicular
post parto (Kawashima ef /., 2009). Sin embargo, al observar los resultados obtenidos en este
experimento, al dia 120 post partos no existieron diferencia significativa entre Ilas
concentraciones sanguineas de f-caroteno de aquellas vacas suplementadas con f-caroteno
enteral y las tratadas con pB-caroteno parenteral. Esto se debe a que el grupo tratado con -
caroteno parenteral presentan una mejor persistencia en la curva posterior a su aplicacion,
logrando alcanzar niveles estadisticamente iguales a los obtenidos con el grupo tratado con B-
caroteno enteral, el cual tuvo una disminucion en las concentraciones sanguineas al pasar los 90
dias post parto (figura 2). De igual forma los tres tratamientos presentaron concentraciones
medias de [-carotenos en sangre superiores a 300 pg/dl, concentraciones que Can et al., (1986)
y Puis (1994), (citados por Quintela er al, 2008), consideradas dptimas, segun un estudio
realizado en Francia. De igunal forma Herdt y Stowe (1991), citados por Lindqvist, (2012),
reportaron que una concentracién de f-caroteno y/o retinol por encima de 300 pg/dl seria lo
deseable, considerandose un nivel inferior a 150 pg/dl de retinol como deficiente, situacion que
no se experimento en este estudio pues las vacas de dos grupos (tratadas con p-caroteno enteral

0 parenteral), presentaron concentraciones promedio superiores a los 300 pg/dl (figura 2).

Al observar el cuadro 3 se nota que durante el pre parto los animales suplementados con f3-
caroteno enteral presentaron una concentracion sanguinea de fB-caroteno superior al grupo
control. Posteriormente (entre los dias 31 y 60 post parto) el grupe suplementado con p-caroteno
parenteral presentd un incremento significativo en las concentraciones sanguineas de p-
caroteno, esto debido a que el dia 30 post parto esas recibieron una dosis de B-caroteno. De igual
forma el grupo control, entre el dia 61 y 90 post parto, presentd un incremento en [as
concentraciones sanguineas de f§-caroteno, alcanzando valores estadisticamente simtilares a los
obtenidos en el grupo de B-caroteno parenteral; mientras que en [a Gltima etapa de estudio (entre
el dia 91 y 120 post parto) se pudo notar que el grupo control obtuvo la menor concentracion
sanguinea, mientras que el grupo tratado con P-caroteno parenteral y B-caroteno enteral
mantuvieron concentraciones sanguineas de p-caroteno estadisticamente iguales y superiores al

grupo control.
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Cuadro 3: Efecto de la suplementacién de P-caroteno enteral o parenteral, sobre las

concentraciones de B-caroteno en sangre (ug/dl), separados por etapas post parto (cada 30 dias).

Etapa

I

Preparto

11
0a 30
post parto
i

31 a 60 post
parto

v

61 a 90 post
parto

14

91 a 120
post parto

Tratamiento

Control
f-caroteno parenteral
[3-caroteno enteral
Control

B-caroteno parenteral
B-caroteno enteral

Control

B-caroteno
parenteral

[-caroteno enteral
Control
B-caroteno parenteral
B-caroteno enteral
Control
B-caroteno parenteral

B-caroteno enteral

Concentraciones de -caroteno en Sangre

(ug/dl)
N Media + DS P

6X4 336,73+ 100,64
6X4 36921+ 126,41 < 0,05
6X4  417,77°+£ 111,69
6X4 268,81% + 60,69
6 X 4 310,73% + 68,44 <0,01
6 X 4 365,63° + 132,08
6X4 298,75*+ 130,13
6X4  51527%+16536 <0,01
6X 4 588,71° + 215,41
6 X 4 461,70* + 253,57
6 X 4 584,64° + 155,15 <0,001
6X4 759,54 + 282,97
6X4  45821°+238,55
6X4 640,18° + 129,31 < 0,001
6X4 739,56 + 309,99

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Valores de p:

e Etapa I: p=0,0385

Etapa II: p=0,0009
Etapa III: p=0,0012
Etapa IV: p=0,0371
Etapa V: p=0,0007
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Niveles de Progesterona en sangre.
La administracion de fB-caroteno, tanto enteral como parenteral produjo un incremento las
concentraciones sanguineas de progesterona, siendo la concentracién mas alta en aquellas vacas
que recibieron P-caroteno enteral (cuadro 4). Esta situacion difiere de lo reportado por
Kaewlamun et al, (2011), quienes no observaron un incremento en las concentraciones

sanguineas de progesterona en aquellas vacas suplementadas con B-caroteno.

Quintela ez al., (2008) indica que las bajas concentraciones de progesterona durante la gestacion
son consideradas un factor de gran importancia en el mantenimiento de la gestacion y en el
crecimiento embrionario adecuado; razon por la cual se pudiera afirmar que una mayor
concentracion de progesterona puede causar una reduccién en la incidencia de perdidas

embrionaria temprana.

Cuadro 4: Efecto de la suplementacion de P-caroteno enteral y parenteral, sobre las

concentraciones de progesterona en sangre (ng/ml).

Tratamiento Concentraciones de progesterona en sangre
N Media + DS P
Control 2X32 0,222+ 0,15
p-caroteno parenteral 2X32 1,65+ 2,65 < 0,001
B-caroteno enteral 2X32 2,71°+2,89

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos. (p = 9,5¢ -11)

Las concentraciones de progesterona, superior a 5 ng/ml indican que el animal se encuentra en
fase luteal, mientras que concentraciones inferiores indican que se encuentra en fase folicular.
Al evaluar los valores de las vacas se nota que ambas vacas tratadas con B-caroteno enteral
presentaron picos de progesterona primero que las vacas de los otros dos tratamientos, indicando
una pronta reactivacion del sistema reproductivo. De igual forma, las vacas control no

presentaron valores superiores a 5 ng/ml en ningin punto. Al observar la figura 3 se nota que
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después del dia 30 post parto se incrementdé de forma drastica las concentraciones de
progesterona en sangre, con la administracion de B-caroteno parenteral, el cual es de rdpida
biodisponibilidad y es transformado ripidamente en progesterona, para cubrir los

requerimientos del animal de esta hormona.

Tratamiento
Control
- Dalmavital

~— Rovimix

G i 1 1 ! |
50 s 5

Dias post parto

Concentracion de progesterona en sangre (ng/ml)

Figura 3: Efecto de la suplementacion de p-caroteno sobre las concentraciones de

progesterona en sangre (1g/ml) y sus variaciones durante el post parto.

La adicién de B-caroteno enteral fue capaz de mantener, en promedio, una concentracién de
progesterona en sangre superior a los otros dos grupos; esto debido a que la administracion fue
realizada de forma continua, desde el preparto (figura 3). Por otro lado, el grupo tratado con -
caroteno parenteral, no produjo un incremento inmediato de las concentraciones promedio de
progesterona, pues presentd posteriormente valores similares al control hasta el dia 60, 30 dias
posterior a su administracion IM, donde presentaron un incremento significativo. Este
incremento en los niveles de progesterona pudo deberse al aprovechamiento de -caroteno por

parte del cuerpo liteo, como lo expresaron Grave-Hoagland ez al., (1988), quienes reportaron
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una relacion positiva entre los niveles de B-caroteno en plasma y la progesterona producida por

las células del cuerpo liteo.

Al observar de forma detallada las concentraciones de progesterona en la figura 3, se nota que
a los 60 dias existe una mayor concentracion en aquellas vacas que consumieron p-caroteno
enteral, si se compara con las tratadas con B-caroteno parenteral o el control. Esto pudiera
permitir un adecuado reconocimiento de la gestacién en este momento (momento deseado de
inseminacién y prefiez de las vacas en produccion lechera). Esto debido a que esta hormona es
la encargada de garantizar una adecuada implantacion en la vaca y evitar asi un nuevo ciclo

estral en esta, lo cual provocaria una pérdida embrionaria temprana,

Respuestas similares al administrar B-caroteno fueron indicada por Trojaéanec et al, (2012),
quienes mencionaron que los niveles en sangre de este, antes de la induccién del estro,
presentaron un aumento significativo (P <0,05) en dia 4 y dia ! I, en comparacion con el grupo
que Unicamente recibio 50.000 1U. vitamina A intra-muscular y los controles; mientras que, en
la fase lutea, las vacas que recibieron vitamina A en el tratamiento demostraron niveles de
progesterona significativamente mayores en comparacion con las vacas control y las que

recibieron Unicamente el p-caroteno en la dieta.

Trojadanec ef al, (2013), notaron que la suplementacion de B-caroteno podria mejorar el
desarrollo de tejidos latea, asi como la produccion de progesterona solamente en animales con
déficit significativo de B-caroteno (171,825 + 1,039 pg/dl). Por otra parte, la vitamina A como
un agente terapeutico primario en combinacion con J-caroteno tiene efecto mds fuerte en los
pardmetros de reproduccion que B-caroteno solo. Si embargo en el presente estudio las vacas
presentaron valores superiores (375 £ 177 pg/dl), condicion que pudo afectar el cambio en la
respuesta hormonal de las vacas, observando valores superiores en la concentracién promedio

de progesterona a pesar de superar el valor critico reportado anteriormente.

Efecto del B-caroteno sobre los pardmetros reproductivos.
Como se pudo notar en el capitulo anterior, la vacas que recibieron un aporte de B-caroteno

enteral y parenteral alcanzaron concentraciones de progesterona mayores, esto debido a que el

cuerpo luteo contiene altas concentraciones de este compuesto, por lo que se pudo haber
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generado un mejor desarrollo del cuerpo lateo. Pethes er al., (1985), citado por Trojadanec et
al., (2012), mencionan que la deficiencia de B-caroteno y vitamina A produjeron una duracién
prolongada del estro, un retraso en la ovulacion, y en el desarrollo del cuerpo luteo, posiblemente
debido a bajos niveles de progesterona, con una mayor incidencia de quistes ovaricos;
provocando una baja tasas de concepcion y abortos en la prefiez temprana. Jukola et al., (1996),
reportaron disminucion de los signos externos del estro y la fertilidad en vacas con deficiencia
f-caroteno; considerando, en ambos casos, niveles de -caroteno inferiores a 200 pg/dl como

deficientes.,

Esta condiciéon de mayor concentracion de progesterona en sangre pudiera afectar de manera
positiva en la adecuada instauracion del embrién, pudiendo asi garantizar la gestacién antes del
dia 120 post parto. Sin embargo, al observar el cuadro 5, se nota que no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos, aunque el 50% de las vacas tratadas con -
caroteno enteral quedaron prefiadas antes de los 120 dias, superior al 33% y 16% obtenido por
el grupo tratado con P-caroteno parenteral y control, respectivamente. Aguiar y Rojas, (2015),
observaron que vacas con valores en sangre superiores a 5,87 mg/ml (587 pg/dl) tuvieron un
mayor indice de prefiez, si se compara con las vacas que presentaron concentraciones promedias
de 4,31 mg/ml (431 pg/dl), teniendo un mejor indice aquellas que contenian una concentracion

superior de -caroteno.

En la presente investigacién el nivel inferior de p-caroteno en sangre lo obtuvo el grupo control
con 375 pg/dl, lo que podria explicar el bajo comportamiento reproductivo de este grupo, con
solo un 17% de las vacas prefiadas a los 120 dias. Por otro lado, los grupos que recibieron f-
caroteno parenteral y enteral presentaron concentraciones en sangre de 485 pg/dl y 573 pg/dl
respectivamente, obteniendo los mayores porcentajes de prefiez de 33% y 50% respectivamente,
aunque estadisticamente no observo efecto de los tratamientos sobre la prefiez a los 120 dias
{cuadro 5).
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Cuadro 5: Efecto de la suplementacion de B-caroteno enteral y parenteral, sobre la prefiez a los

120 dias post parto.
Tratamiento Vacas Preiiez a los 120 dias
N S No P
Control | 6 12 5
B-caroteno parenteral | 6 28 4 0,47
p-caroteno enteral | 6 3 3

Test de independencia Chi-cuadrado, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Los resultados obtenidos en este estudio no se comparan a los obtenidos por Goto et al., (1989)
quienes evaluaron vacas super ovuladas y obtuvieron una mejor calidad y supervivencia
embrionaria en aquellas vacas que presentaron niveles plasmaticos de B-carotenos por encima
de 200 pg/dl, por lo que estas tenian mayor posibilidad de desarrollar una gestacion pronta en
el post parto (antes de los 120 dias). Sin embargo, Shaw et al., (1995), observaron que las vacas
no produjeron mayor nimero de 6vulos al ser suplementadas con vitamina A durante el inicio
del proceso de super ovulacion, aunque las tratadas lograron un mayor numero de évulos
transferibles totales, y de mejor calidad, al compararla con las vacas que no recibieron este

suministro.

Arechiga et al, (1998), citado por Oliveira et al, (2015) y De Ondarza et al., (2009), han
observado una respuesta positiva en la fertilidad de vacas lecheras en lactancia y en su
rendimiento al ser suplementada con 400mg/d de B-caroteno después del parto. Mientras que
Trojacanec et al, (2012), reportaron un porcentaje de prefiez de 46,7% sin variaciones
significativas entre los grupos suplementados con 200 mg B-caroteno (via parenteral) y el
control. Sin embargo, este mismo autor logré evidenciar una correlacion entre la concentracion
sérica de B-caroteno en la inseminacion y las concentraciones de progesterona r= 0,33 (P <0,05)
y la tasa de concepcion r = 0,39 (P <0,01), y las concentraciones séricas de B-caroteno en dia 7

de la fase lutea y las concentraciones de progesteronar = 0,51 (P <0,01).
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Es posible que la mejora reproductiva en este caso no se haya evidenciado debido al nimero de
repeticiones empleadas en cada tratamiento, puesto a que la limitacion propia de la explotacion
no permitié el empleo de mas animales en el estudio. Sin embargo, Lotthammen er al., (1976),
citado por Trojafanec et al, (2012), llegaron a la conclusion que el déficit extremo de B-

caroteno, pudiera ser causa de problemas de fertilidad.

Iwanska y Strusiika, (1997), determinaron un efecto positivo sobre la tasa de prefiez, al
suplementar vacas con B-caroteno y vitamina A, siempre que estas tengan un sistema

reproductivo sano.

Intervalo parto-primer servicio.
Durante el estudio se ilevo el control reproductivo de todas las vacas, en este se registro la fecha

de parto y de primer servicio de cada uno de los animales involucrados. Para realizar el servicio
era necesario que la vaca tuviera un moco vaginal completamente cristalino, pues de lo contrario

no es recomendable realizar el servicio de esta.

Al observar los resultados resumidos en el Cuadro 6, se nota que no existe diferencia
significativa entre las vacas; sin embargo, las vacas tratadas con B-carotenc enteral presentaron
en promedio un menor nimero de dias a primer servicio (81,67) si se compara con 128,17 y 93

obtenidos por las vacas tratadas con B-caroteno parenteral y control respectivamente.

El B-caroteno puede ayudar en la adecuada involucion uterina, beneficiando mediante sus
bondades antioxidantes inmunologicas, la reactivacion normal uterina y la produccién de un
moco vaginal cristalino més rapidamente, aunque no hubo presencia de vacas con retencion de
membranas fetales. En este sentido, Kaewlamun et al., (2011) lo explica al notar que al
administrar 1g/vaca /dia de B-caroteno reduce significativamente la hidroxiprolina sanguinea
(un indicador de la involucidn uterina) y tuvo un efecto positivo en el porcentaje de leucocitos
polimorfonucleares tanto en el utero como en el cuello uterino en comparacién con las vacas de
control. Esto tltimo refleja una mejor salud uterina, beneficiando el comportamiento

reproductivo.

Akordor ef al., (1986), concluyeron que el B-caroteno corrige anomalias en la fertilidad, si se

cumplen los requerimientos de vitamina A. Sin embargo, Oliveira et a/,, (2015), notaron que la
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suplementacion 1,2 g/vaca/dia de B-caroteno no afectd la proporcion de vacas prefiadas al primer
servicio, a los 90 y 150 dias post parto, ni la proporcion de vacas con contenido de progesterona

sérica por encima de 1 ng/ml a las 21 y 42 dias post parto.

Cuadro 6: Efecto de la suplementacion de -caroteno enteral o parenteral, sobre las en intervalo

parto-1ler servicio (dias).

Tratamiento Intervalo parto ler servicio
N Media £ DS p
Control 6 932+ 35,84
B-caroteno parenteral 6 128,172 £ 68,25 0,25
pB-caroteno enteral 6 81.67%+ 33,08

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Efecto sobre el diametro uterino y tamaiio de cuerpo liteo.
Todas las vacas fueron evaluadas ginecoldégicamente mediante ultrasonido trasnrectal,

realizados cada 15 dias desde el momento del post parto.

En este proceso se midié el cuerpo luteo de mayor tamafio observado al momento del
ultrasonido, y el diametro del cuerno uterino (igualmente, tomando en cuenta el de mayot

diametro).

Al observar el cuadro 7, se nota que no existi6 diferencia significativa entre los didmetros de
cuerpos lateos; sin embargo, el didmetro promedio de las vacas tratadas con B-caroteno enteral
fue mayor numéricamente, si se compara con el de las vacas tratadas con -caroteno parenteral
y control. No obstante, Trojalanec ef al., (2013), reportaron que la suplementacién con vitamina
A, con o sin la adicion de B-caroteno, dio como resultado aumentos significativos en el tamafio
del cuerpo luteo y la concentracidn sérica de progesterona (P <0,05 y P <0,01, respectivamente)

en comparacion con aquellas vacas suplementadas Unicamente con -caroteno y los controles.
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En la presente investigacion, al observar las concentraciones de progesterona (Cuadro 4), se
nota que las vacas tratadas con B-caroteno enteral presentaron una mayor concentracion de este,
posiblemente sintetizada a partir de un cuerpo liteo que contenia mayor concentracién de B-

caroteno, proveniente de la suplementacion, aunque su tamafio no sea significativamente mayor.

Cuadro 7: Efecto de la suplementacion de B-caroteno enteral o parenteral en el didmetro del

cuerpo luteo (mm).

Tratamiento Tamario de cuerpos luteos en mm
N Media + DS P
Control 6X4 12,74* £+ 3,23
S-caroteno parenteral | 6X 4 13,412+ 5,03 0,305
p-caroteno enteral 6X4 15,002+ 6,17

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Como se observa en el Cuadro 8, al realizar mediciones seriadas de los cuernos uterinos de las
vacas, se nota que no existio diferencia significativa entre estas, aunque al igual que lo
observado en el anterior indicador, el didmetro de aquellas vacas tratadas con B-caroteno enteral
fue mayor, si se compara con aquellas vacas tratadas B-caroteno parenteral y control. Esto
pudiera deberse a las mayores concentraciones de progesterona, generando un incremento en el
didmetro de los cuernos uterinos, propio de diestro, etapa de ciclo estral donde se instaura la

gestacion.
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Cuadro 8: Efecto de la suplementacion de f-caroteno enteral o parenteral, sobre el didmetro

uterino (mm).

Tratamiento Diametro uterino en mm
N Media = DS P
Control | 6 X 4 23,33+ 5,14
S-caroteno parenteral 6X4 23,84+ 5,01 0,443
B-caroteno enteral | 6X 4 25,182+ 5,06

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Niveles de B-caroteno en Calostro.
El primer paso para la transferencia de vitaminas liposolubles de la alimentacion a la leche es la

absorcion en el intestino delgado, la cual se produce a través de difusidn pasiva, y es compatible
con el aumento de la cantidad de grasa en la dieta. Los carotenoides y tocoferoles se incorporan
en los quilomicrones; para después ser trasportado en forma de B-caroteno y tocoferoles por
lipoproteinas de baja densidad, Cohn et al., (1992) citado por Vogdanou, (2014) y Jensen et al.,
(1999). Por dltimo, estos deben ser trasportados de las lipoproteinas del plasma en una solucion
de grasa de la leche, sin embargo, estos mecanismos son poco conocidos, teniendo claro
unicamente que sélo una ligera concentracién de las vitaminas, incluido en la alimentacion, se

secreta en la leche en la etapa final (Jensen ef al., 1999).

De acuerdo con Yang y Tume, (1993), citado por Puppel et al., (2013), para que el B-caroteno
se convierta en retinol debe someterse a ciertos procesos quimicos. Suplementacién con
500g/dia de linaza variedad Szafir acelera significativamente este proceso y resulta en el
aumento de las vitaminas en la leche (Puppel ef al., 2013). Sin embargo, en el presente estudio
las concentraciones de B-caroteno en el calostro no se vieron afectadas por la suplementacion
de este, en forma enteral. No obstante, al observar la media y las desviaciones estandar, se puede
notar que las vacas tratadas con f-caroteno enteral presentan valores ligeramente superiores,

con una desviacion estandar inferior (Cuadro 9), lo cual pudiera indicar que la aplicacion de 3-
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caroteno de forma enteral permite una mayor secrecién en leche, brindando un mayor aporte de
este al ternero, durante los primeros dias, sobre todo al considerar los efectos que el B-caroteno
ticne sobre el sistema inmune, como lo demostraron Chawla y Kaur (2004). Por ello se pudiera
considerarse que al incrementar las concentraciones de f-caroteno en los terneros durante las
primeras semanas de vida, obtendriamos una mejora en el porcentaje de supervivencia de estos,
tentendo menor incidencia de enfermedades y un menor uso de antibi6ticos durante la primera

etapa de vida; sin embargo, este estudio no evalud esta variable,

La fuente B-caroteno en la dieta puede influir en su concentracién en leche, lo que podria
asociarse a los resultados obtenidos en este estudio. Segin Noziére ef al., (2006), citado por
Puppel ef al, (2013), los grupos con mayores niveles de B-caroteno, fueron aquellos que
recibieron las semillas de linaza. Sin embargo, el nivel mas alto se encontrd en el grupo que
recibio 500g/d de linaza variedad Opal, mientras que la mds alta concentracion de vitamina A
en el grupo que recibié 500g/d de linaza variedad Szafi. En el presente estudio no se obtuvo una
diferencia significativa entre los tratamientos (Cuadro 9), lo cual pudo deberse a que se utilizd
f-caroteno sintético de forma enteral en vacas cuyo consumo de este era superior incluso a los
300mg/dia, reflejando niveles en sangre superior a los 300 ug/dl (valor minimo permitido),
regulando la secrecion de este en leche, por lo cual las concentraciones en calostro no se vieron
afectada con el tratamiento. Este comportamiento fue mencionado por Calderon ef al., (2007),
quienes afirmaron que las concentraciones de [-carotenos totales en plasma dependen
principalmente de los cambios estacionales, los cuales afectan las plantas, influyendo
directamente la dieta de las vacas, lo cual puede generar alteraciones en la fisiologia animal. No
obstante, las concentraciones P-carotenos en leche sufrieron variaciones significativamente
durante la produccién; por lo que se pudiera considerar que la capacidad de filtrado de estos

compuestos del plasma a la leche es regulada (Calderén et al., 2007).
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Cuadro 9: Efecto del tratamiento preparto sobre el contenido de B-caroteno (ng/100ml) en

calostro del ler dia

Tratamiento

Sin Suplemento de [-caroteno

Suplementadas con f-caroteno enteral

Concentracion B-caroteno en calostro

N

12

" Media + DS p

253,86%+ 184,48
0,561
302,372+ 103,07

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos.

Tratamiento

Sin Suplemento

@ Suplementada

Concentraciéon de B-caroteno en el calostro (ug/100ml)

Sin Suplemeny

Suplementada con Rovimix
Tratamiento

Figura 4: Efecto de la suplementacion de f-caroteno sobre la concentracion de f-caroteno en

el calostro (ug/100ml)

Una alta dosis diaria de vitaminas sintéticas durante el peri parto, aumenta la concentraciéon de

a-tocoferol en el plasma sanguineo cuando se ofrece el suplemento. Sin embargo, no tuvo
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ningiin efecto sobre las concentraciones de vitaminas en la leche, en aquellas vacas que ya tenian
altas concentraciones de a-tocoferol y B-carotenc natural en la dieta basal. Sin embargo, noté
una concentracién mas alta de vitaminas en la leche de aquellas vacas alimentadas con ensilaje
que contenia altas concentraciones de vitaminas; lo cual podrian tener un gran impacto de la
salud del ternero; pues las crias nacen con pequefias reservas de a-tocoferol y p-caroteno,
dependiendo de altas concentraciones en el calostro para aumentar los niveles plasmaticos de
las vitaminas. Alimentar con ensilajes de mayor concentracion B-caroteno y a-tocoferol, por lo
tanto, aumentaria los niveles de estos en el plasma de los terneros y podrian dar lugar a una
reduccion en la mortalidad estos (Lindqvist, 2012). No obstante, en este estudio no se noté un
incremento significativo en las concentraciones de P-caroteno en el calostro, posiblemente
debido a que las vacas ya cubrian los requerimientos de f-caroteno con la dieta basal, razon por
la cual el suplemento pre parto no afecté de manera significativa su concentracion en el calostro

(Cuadro 9).

De igual forma existen suplementos energéticos capaces de reducir las concentraciones de -
caroteno en leche, como lo describié Vogdanou, (2014), quien demostré que la inclusion de
semilla de canola aumento la concentracion de a-tocoferol en la leche, pero redujo el contenido
de B-caroteno. En este sentido es importante evaluar si una dieta con altos contenidos de cascara
de pifia y residuo de cerveceria en vacas secas es capaz de reducir la concentracién de B-caroteno

en ¢l calostro.

Conteo de Células somaticas.
En cuanto al conteo de células somdticas en las vacas evaluadas, se realizo un total de 252

andlisis. Durante este periodo se puede observar que las vacas tratadas con S-caroteno enteral
presentaron un menor recuento de células somaticas, al compararla con aquellas tratadas con f3-
caroteno parenteral, sin embargo, al compararla con las vacas control no se observa una
diferencia significativa entre ambas; aunque aquellas tratadas con §-caroteno enteral presentaron
un conteo promedio menor con una desviacion estandar menor, Cuadro 10. Esto puede deberse
al efecto antioxidante del B-caroteno, descrito por Puppel ef al.,, (2013), que sugieren que los
radicales libres han sido implicados en el desarrollo de méas de 100 enfermedades que afectan a

todos los drganos principales. En este sentido, a pesar de no haberse evidenciado una reduccién
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significativa en los conteos de células somaticas de las vacas control, comparadas con las
suplementadas con tratadas con B-caroteno enteral, se puede considerar que la administracién
de un suplemento constante de B-caroteno pudiera contribuir en una mejora inmunoldgica de
los animales, reflejando una mejor salud uterina, lo cual ayudara a reducir el conteo de células

somaticas en leche.

Cuadro 10: Efecto de la suplementacion de B-caroteno sobre las concentraciones de células

somaticas en leche LOGio (cél/ml).

Tratamiento Conteo de células somaticas en leche (Logig)
N Media £ DS P
Control 6X 14 5,262+ 0,90
B-caroteno parenteral 6X 14 5,76° + 0,82 < 0,001
[S-caroteno enteral 6X 14 4,94+ 0,87

Prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencia entre tratamientos. (p — 3,09¢ -8)

Valor de Log)o 5,69 se considera valor aceptable de (cél/ml), equivalente a 500.000 cél/ml

Chawla y Kaur (2004), observaron una disminucion en la incidencia de mastitis clinica y sub
clinica en aquellas vacas suplementadas con vitamina E sola o con -caroteno. No obstante, en
este estudio se pudo notar que al comparar el control con las tratadas con -caroteno parenteral,
las medias de células somaticas/ml son similares, lo cual pude deberse a que una unica
aplicacion de B-caroteno no genera el efecto esperado sobre el sistema inmunoldgico, a
diferencia de una aplicacién constante via enteral, como ocurrié en aquellos animales tratados
con B-caroteno enteral. Durante los 120 dias post parto las vacas tratadas con -caroteno
enteral presentaron una mayor estabilidad en la salud de la ubre (figura 5). Esto pudiera ser
debido al efecto que tiene el B-caroteno sobre el sistema inmune, mejorando asi la respuesta
inmunitaria de la ubre durante el periodo post parto. De igual forma se puede notar que las vacas

de los otros dos tratamientos presentan conteos menos uniformes y la administracion de -
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caroteno parenteral en el post parto no gener6 una aparente mejora en la salud de la ubre, puesto
a que las medias de células somaticas/ml no presentaron una reduccién aparente luego de la

aplicacidn 30 dias post parto.

Dias post parto

E

S~

]

£

v

S

8 6e+06 -

c

U

u’ .

o Tratamiento
‘g Control
g

W Re+06 - ~—— Parenteral
o

2 = Enteral
s

S ¥ —

v

-e s

c

o

3]

g 0e+00 - i 1 1 i i

e 0 25 50 75 100 125

]

c

o

O

*La flecha roja indica el punto donde se inyecto el B-caroteno parenteral
Figura 5: Efecto de la suplementacion de f-caroteno sobre las concentraciones de células

somadticas (cél/ml) en leche durante el post parto.

Oliveira et al., (2015), no notaron evidencia de respuestas positivas al suplementar 400g/d de -
caroteno en: la densidad de calostro, la produccién de leche, y la concentracion de grasa de la
leche, aunque si se observé una débil tendencia a la reduccidn en la incidencia de conteo de
células somaticas superiores a 200.000 células/ml en aquellas vacas multiparas suplementado el
f-caroteno. De igual forma Bian et al., (2007), citados por Oliveira et al., (2015) y Wang et al.,
(2013), han observaron efectos positivos de la suplementacion de p-caroteno antes del parto

sobre la incidencia de la mastitis en vacas lecheras, situacion se asemeja a la reportada por Chew
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et al., (1982) citado por Oliveira ef al., (2015), quienes mencionan una relacion negativa entre
resultados de los exdmenes de California Mastitis Test (CMT) y la concentracién de B-caroteno
en plasma en vacas lecheras. Estos resultados sugieren que B-caroteno puede tener un papel en
las enfermedades relacionadas con la inmunidad y la fertilidad en las vacas lecheras (Oliveira
etal., 2015).

Analisis Econdmico
Segin Carazo (1984), las pérdidas por dias abiertos a partir del dia 90, promedian un valor de

4,97 litros leche/dia abierto, lo cual al valor actual representaria una pérdida diaria de 2,68 US
$. Sin embargo, estos valores pudieran incrementarse en vacas de 4ta y 5ta lactancia, las cuales
presentan una mayor produccién lactea. Dichos valores se basaron en las curvas de produccion
de leche, la cual va decreciendo con el pasar de los meses y al extenderse el periodo seco se
posterga el siguiente pico de produccién. Por ello Monge, (1979), concluye que al prolongar el
periodo vacio de la vaca se reduce la produccidén de por vida de esta, reduciendo a su vez la

presion de seleccion de éstas por bajo nimero de animales de remplazo.

Al observar este incremento de costos, generado por un aumento en los dias abiertos, podemos
considerar, que reduciendo en 20 dias el periodo abierto se cubririan los gastos generados por
el tratamiento de B-caroteno enteral; mientras que si se reduce en 1 los dias abiertos se cubriria
el tratamiento con P-caroteno parenteral; ambos a partir del dia 90 port parto, sin embargo, las
vacas tratadas con B-caroteno (enteral o parenteral) no presentaron mejora significativa en el

indice de prefiez a los 120 dias.

Se igual forma, si bajo las condiciones de la explotacion, se lograse obtener una mejora
estadisticamente significativa del conteo de células somdticas (situacién que no ocurrié en este
estudio al compararlo con la control), esta mejora representaria un ingreso extra de 0,02 US $
extra /Kg de leche producida, con lo cual el productor pudiera cubrir los gastos con tan solo Ja
produccién de 2.700 litros (con menor conteo de células somaticas), lo cual pudiera generar una
vaca en los primeros 90 dias de produccién, tomando en cuenta un que el promedio de 29

litros/dia durante este periodo, Cuadro 11.
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Cuadro 11: Comparacion economica del costo por tratamiento de B-caroteno enteral y f-

caroteno parenteral expresado en $US/vaca.

Producto Costo/Dosis Dias de Inversion/animal
tratamiento/Vaca
p-Caroteno parenteral $ 1,50 1 $ 1,50

p-Caroteno enteral $0,36 150 $ 54,00
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Conclusiones y recomendaciones

La administracién enteral del PB-caroteno unicamente fue capaz de producir cambios
significativos en: las concentraciones sanguineas de progesterona y de p-caroteno, y en los
conteos de células somiticas en leche durante los primeros 120 dias post parto (si se compara
con el grupo tratado con B-caroteno parenteral). Sin embargo, en todos los casos, se pudo notar
que la administracion enteral de B-caroteno fue capaz de incrementar los promedios de tamafios
de cuerpos liteos y cuernos uterinos, asi como las concentraciones de este compuesto en
calostro, aunque estadisticamente el cambio no fue significativo. Aunque estas diferencias no
fueron significativas su igualdad estadistica se pudo deber a los miltiples factores que actian
sobre estas variables, pudiendo existir elementos no controlados, los cuales afectaron estos

resultados.

La administracién parenteral de B-caroteno fue capaz de incrementar de forma significativa las
concentraciones de este en sangre, por lo cual se considera que para las condiciones evaluadas
en la finca El Milagro, la administracion parenteral de p-caroteno no fue tan efectiva como la

administracidon enteral.

Se pudo notar que la administracion de p-caroteno enteral fue capaz de generar un incremento
significativo en las concentraciones de progesterona en sangre; razon por la cual se podria
esperar una mayor instauracion de la gestacion, aunque en este caso no se pudo obtener una
diferencia estadisticamente significativa en la prefiez a los 120 dias, cuando las vacas fueron
suplementadas; si se compara con las vacas control y las tratadas con B-caroteno parenteral. En
este sentido la deficiencia de vitamina A también debe ser considerada en aquellos animales con

bajos niveles de progesterona.

Al realizar un andlisis de costos de los tratamientos se pudo notar que Gnicamente con la mejora
en los conteos de células somaticas en leche, el B-caroteno enteral es viable; sin embargo antes
de instaurar €l uso de este producto en una explotacion se recomienda evaluar si en cada caso
este es capaz de expresar sus bondades y resulta economicamente viable su utilizacién; puesto
a que como lo mencionan otros autores, la administracién de B-caroteno es efectiva Gnicamente

cuando no se cubren los requerimientos de vitamina A.
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A pesar de que la administracion parenteral de f-caroteno no fue capaz de reducir de forma
significativa el conteo de células somaticas en leche, se recomienda repetir en préximos estudios
esta evaluacion con un mayor niimero de animales, evaluando los conteos somaticos por cuarto,
pues al realizar un pool de la ubre {como se realizd en este estudio) puede incrementar de forma
muy considerable el conteo de células somaticas en la muestra al solo tener afectado un cuarto

de la ubre,

Por ultimo, seria de interés cientifico repetir investigaciones similares para evaluar el efecto
reproductivo del B-caroteno sobre un mayor nimero de animales, pues a pesar de que en este
caso no se observé una respuesta significativa de este, el nimero de muestra fue muy bajo por

limitaciones econdémicas y propias de la explotacidn, lo cual pudo afectar en estos resultados.
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