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de precursores gluconeogénicos en higado bovino
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Resumen. Con el fin de evaluar el efecto de niveles crecientes de
proteina degradable en rumen (PDR) sobre las concentraciones
de amonio y piruvato en higado, se utilizaron 15 vacas Holstein
que cursaban los primeros cien dias posparto. Estas se asignaron
aleatoriamente a tres tratamientos experimentales que consistieron
en el suministro de un suplemento alimenticio comercial al que se
le adiciond urea de tal manera que se incrementard el consumo de
PDR en aproximadamente 0 (T0), 10 (T1) y 15% (T2) respecto a los
requerimientos. A estas vacas se les determinaron las concentraciones
hepdticas de amonio (Ahep) y piruvato (Pihep). Se realizé un balance
nutricional de energia neta de lactancia (ENL), proteina metabolizable
(PM), PDR y proteina no degradable en rumen (PNDR) donde se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,01)
excepto para la ENL El balance para la PDR represento el 2,8, 9,5
y 13,1% de los requerimientos para T0, T1 y T2, respectivamente.
Las concentraciones de Ahep difirieron entre tratamientos (P<0,06),
mientras que no hubo diferencias respecto a las concentraciones
de Pihep. Las variaciones en PM, PNDR y ENL fueron inversamente
proporcionales con las de Ahep (P<0,04), mientras que las variaciones
en Pihep fueron directamente proporcionales con las de Ahep
(P<0,001). Todo lo anterior sugiere una alta utilizacion de la proteina

Abstract. In order to test the effect of growing levels of diet
rumen degradable protein on hepatic concentrations of ammonia
and piruvate, fifteen cows Holstein in their first one hundred post
calving days were used. They were assigned at random to three
different experimental treatments, which consisted on the supply
of a commercial feeding supplement without any addition of urea
as a source of NNP (T0), the second treatment (T1) consisted
on the supply of the same supplement with an addition of urea,
so that the supply of PDR was increased 10% approximately to
the requirements;finally, in the third treatment, (T2) the cows
were given the same supplement which was added with enough
urea so that the supply of PDR was increased 15% approximately
to the requirements. In these cows were determined hepatic
concentrations of ammonia (Ahep) and pyruvate (Pyhep). The
concentrations of Ahep were different among treatments, whereas
the concentrations of Pihep were similar. Negative relations between
Ahep and ENL, Ahep and PNDR, Ahep, and PM, were found it; while
Pihep was positively related with Ahep. These results suggest the
metabolizable protein use as energy source, increasing nitrogen
excess and probably rest amino acids for biosynthetic process.

metabolizable como fuente de energia, lo que condujo a exacerbare/ Key words: Ammonia, gluconeogenic precursors, nitrogen
exceso de nitrogeno y probablemente a restar aminoacidos para los  metabolism, rumen degradable protein.

procesos biosintéticos.
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precursores gluconeogénicos, proteina degradable en rumen.

Los sistemas especializados de produccion lechera Las pasturas sobrefertilizadas pueden tener
en Colombia utilizan intensivamente la fertilizacion niveles bajos de carbohidratos fermentables

nitrogenada con la finalidad de generar aumentos
significativos en la produccion de forraje verde por
hectarea. Esta fertilizacion; sin embargo, ocasiona
cambios importantes en la calidad nutritiva de los
forrajes afectando principalmente el contenido
de las diferentes fracciones nitrogenadas y de los
carbohidratos no estructurales (Carulla, 1999).

(carbohidratos solubles (CS), fibra detergente
neutra (FDN) y Pectina) al tiempo que incrementan
la incorporacién de N en la planta en forma de
nitrégeno no proteico (NNP). Bajo estas condiciones
el exceso de nitrégeno no puede ser utilizado por
los microorganismos ruminales con lo que se satura
la capacidad de utilizacién del amoniaco (NH,) por
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los microorganismos ruminales; asi, el exceso de
NH, pasa a la sangre y es transportado hasta
el higado para ser convertido en urea (Correa
et al, 2008). La formacion de la urea trae consigo
un trabajo metabdlico que demanda sustratos y
energia. En la sintesis de una mol de urea se gastan
3 moles de ATP y se utilizan (sin gasto aparente)
metabolitos intermediarios como el oxaloacetato y el
a-cetoglutarato. El papel principal de éstos radica en
el transporte del amoniaco hasta el higado, érgano en
el cual se realiza la sintesis de urea (Kaneko, 1997).

El amonio que ingresa al ciclo de la urea es utilizado
en primera instancia por la enzima carbamoil fosfato
sintetasa I (E.C. 6.3.5.5; CPS- I), la afinidad de ésta
enzima para el amonio es baja (K_=2 mmol/L) (Katz,
1992); por lo tanto la incorporacién de amonio al
ciclo de la urea por la CPS-I, es un paso limitante de
la velocidad de formacion de urea. Bajo condiciones
de “represamiento” de amonio otras enzimas
aumentan la captacion de este sustrato; tal es el
caso de la glutamato deshidrogenada que utiliza
a-cetoglutarato y amonio para formar glutamato con
una afinidad relativa mayor (K_=0,51-1,04 mmol/L)
(Julliard et al,, 1971). Ante la saturacién del ciclo de
la urea se detiene el ingreso de aspartato, la entrega
de su respectivo grupo amino y la salida posterior
de fumarato, lo que constituye una eliminacion de
un precursor gluconeogénico cuantitativamente
importante. De esta forma la saturacién del ciclo de
la urea disminuiria la disponibilidad de precursores
gluconeogénicos a través de la utilizacion de
a-cetoglutarato en el transporte de amonio,
explicando parcialmente, las bajas concentraciones
de proteina en la leche observadas bajo las
condiciones de produccion que predominan en el
tropico alto de Antioquia (Correa y Cuellar, 2004).

Se conoce muy poco respecto al efecto de los niveles de
amoniaco y/o urea sobre la actividad gluconeogénica
bajo estas condiciones de produccion. Aungue el ciclo
de la urea esta sujeto a saturacion, es de esperarse
que los altos niveles de amoniaco presentes en
el hepatocito alteren las condiciones quimicas de
éste, desfavoreciendo la actividad normal de la
gluconeogénesis. En un estudio previo Galvis et al.
(2003a) postularon que los excesos de proteina cruda
dietaria (PCD) afectaban la tasa de gluconeogénesis
disminuyendo la actividad de las enzimas claves de ésta
via; sin embargo, los resultados de este estudio no lo
demostraron. Si los excesos de PCD no tienen efectos
marcados sobre la actividad enzimatica, es probable
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que los tenga sobre la tasa total de gluconeogénesis
a través de la disminucion en la disponibilidad de
precursores. Es bien conocido que el ciclo de la urea,
principal via de detoxificacién del amoniaco, utiliza
gran cantidad de precursores gluconeogénicos, entre
ellos a-cetoglutarato y también es bien conocido que
la disponibilidad de éste limita la gluconeogénesis
(Overton et al.,, 1998a).

Segun el marco tedrico expuesto se postula que los
excesos de nitrdgeno no protéico dietario disminuyen
la disponibilidad de precursores gluconeogénicos por
la utilizacion de a-cetoacidos en la recoleccién de los
excesos de amonio, por consiguiente el objetivo de
esta investigacion fue evidenciar el aumento en las
concentraciones de amonio hepatico y la disminucién
en las concentraciones de piruvato hepatico conforme
aumenta el consumo de nitrégeno no protéico.

MATERIALES Y METODOS

Condiciones generales. E| trabajo de campo se
realizd durante los meses de diciembre de 2005
y enero de 2006, en el Centro Agropecuario
Paysandu de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medellin, ubicado a 2400 msnm, con una
temperatura promedio de 14 °C y una humedad
relativa promedio de 80%.

Se utilizaron 15 vacas Holstein de segunda o mas
lactancias que cursaban los primeros cien dias
posparto. Las vacas fueron ordefiadas dos veces
al dia y diariamente se registré la produccion de
leche y la suplementacién alimenticia de cada
vaca. Adicionalmente, se utilizaron tres vacas secas
canuladas en el rumen para la determinacion de
la degradabilidad de la proteina cruda de la dieta,
utilizando el protocolo descrito y probado para
forrajes tropicales por Giraldo et al. (1996). Los
tiempos de incubacion intraruminal fueron de: 0, 3, 6,
9, 12, 24, 48, 72, 84, y 96 horas, al final de los cuales
se determino la degradabilidad de la proteina cruda
(PC), siguiendo la metodologia propuesta por @rskov
y Mc Donald (1979).

Forraje y dieta. Los animales pastoreaban praderas
de kikuyo (Pennisetum clandestinum) sometidas al
manejo tradicional con fertilizacién nitrogenada. Para
la toma de muestras del forraje kikuyo, se realizo
la técnica de “hand pluck” descrita por Euclides et
al. (1962). Ademads, recibieron suplementacion
alimenticia acorde con la produccion de leche y el
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nimero de lactancias. Las 15 vacas se asignaron
aleatoriamente a tres tratamientos experimentales
los cuales consistieron en el suministro de un
suplemento alimenticio comercial sin adicién de urea
como fuente de NNP (T0); El segundo tratamiento
(T1), consistid6 en el suministro del suplemento
comercial al que se le adiciond urea de tal manera
que se incrementara en 10% el consumo de
proteina degradable en rumen (PDR) respecto a los
requerimientos; finalmente, en el tercer tratamiento
(T2) las vacas recibieron el suplemento comercial al
que se le adiciond suficiente cantidad de urea para
que el consumo de proteina degradable en rumen
(PDR), fuera 15% mayor que los requerimientos.

El consumo de forraje se calculé como la diferencia
entre la estimacion del consumo total de materia seca

y el consumo de materia seca del suplemento. Para la
estimacién del consumo total de materia seca (CMS)
se utilizd la ecuacion propuesta por el NRC (2001).

Toma de muestras. Al inicio del experimento
las vacas fueron muestreadas con la finalidad de
establecer las condiciones iniciales como covariables
de la investigacién. Luego fueron sometidas a las
condiciones experimentales durante cuatro semanas
consecutivas, al cabo de las cuales se realizd el
muestred final. Se tomaron biopsias hepaticas
siguiendo el procedimiento descrito por Van den Top
et al. (1995), con las que se obtuvieron muestras
de aproximadamente 100 mg de tejido, las cuales
se sumergieron en viales de 2 ml conteniendo una
solucion de suero fisioldgico al 0,9% de NaCl. Todas
las muestras se almacenaron a -10 °C para su

CMS (kg/vaca/dia) = (((PV”’”)* 0,0968)+(0,372 *LCG)—0,293) *(1-EXP(~0,192 % (SEL +3,67))

transporte y a -72 °C hasta su analisis.

En donde PV es el peso vivo del animal (Kg); LCG es
la produccion de leche corregida al 4% de grasa; SEL
son las semanas en lactancia.

Caracterizacion nutricional de la dieta. Por
otro lado, a las muestras de forraje y suplementos
alimenticios se les determiné el contenido de cenizas
(Cen), extracto etéreo (EE), PC y proteina cruda
insoluble en detergente acido (PCIDA). La FDN)y
la lignina se determinaron por el método de Van
Soest (1985), utilizando acido sulfirico al 72%
para la determinacion de lignina, mientras que el
contenido de carbohidratos no estructurales se
calculé por diferencia (NRC, 2001), utilizandolo
como indicador para determinar la energia
rapidamente fermentable y disponible en el medio
ruminal.

Con los datos de los analisis quimicos y degradabilidad,
se calculd el contenido de energia neta de lactancia
(ENL) del forraje y los suplementos utilizando las
ecuaciones reportadas por el NRC (2001).

En un trabajo previo (Barrientos y Mufioz, 2006) a las
muestras de forraje y suplemento alimenticio se les
determind la degradabilidad ruminal de la materia
seca y de la proteina cruda.

La estimacion del balance para ENL, PC, PDR
y proteina no degradable en rumen (PNDR) se
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calculd por la diferencia entre los requerimientos
estimados con el modelo NRC (2001) y los aportes
de la dieta consumida por cada animal durante cada
muestreo.

Determinacion de amonio hepatico. Para la
determinacién de amonio se utilizo el kit Aquamerck®
1.08024.0001 (Darmstadt R.FA.), el cual es un kit
cualitativo basado en la formacion de un compuesto
coloreado de azul de indofenol. Dado el caracter
cualitativo del test original, se procedié a estandarizar
la utilizacién del kit realizando la lectura calorimétrica
en un espectrofotémetro Shimadzu UV-150-02. Para
tal motivo se utilizd el procedimiento descrito por
la casa comercial con algunas maodificaciones, las
cuales se describen a continuacién: se tomaron 100
WL de sobrenandante del homogenado de higado, 6
gotas del reactivo 1 (NaOH) y media micro cucharada
(provista en el kit) del reactivo 2 (no identificado por
la casa comercial) diluido en 2 mL de agua destilada,
mezclandolos y dejandolos en reposo por 5 min; luego
se adicionaron 2 gotas del reactivo 3 (nitroprusiato
de sodio); se dejé en reposo por 7 min, para luego
leer la absorbancia a 620 nm. Adicionalmente, se
prepararon un blanco y una curva de calibracion con
concentraciones crecientes de cloruro de amonio
(NH,CI). Dada la dificultad para obtener el peso seco
de las muestras de higado, se procedié a cuantificar
la proteina hepatica presente en los sobrenadantes de
los homogenados hepaticos por el método Bradford y
utilizando el kit Protein Assay II& 500-0002 (Biorad,
Richmond CA). Las concentraciones de amonio
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se expresaron como microgramos de amonio por
microgramos de proteina hepatica.

Determinacion de piruvato hepatico. En este
trabajo el piruvato se establecié como un indicador
de la disponibilidad de precursores gluconeogénicos.
Para la determinacion de piruvato se utilizd un
ensayo enzimatico acoplado a la caida en la
absorbancia del NADH+H a 350 nm. La caida en la
absorbancia a 350 nm es proporcional a las moles
de NADH+H convertidas a NAD, y estas a su vez son
proporcionales a las moles de piruvato convertido en
lactato: a 1900 pL de un medio de reaccién propuesto
por Duff y Snell (1982) que contenia 100 mM-tris/HCl,
5 mM-MgCl, 20 mM de b - Mercaptoetanol y 0,15 mM
de NADH+H, aun pH final de 7,5, se le adicionaron 50
pL de medio de reaccién conteniendo 125 unidades de
la enzima lactato deshidrogenasa (1.1.1.27) (Sigma
L-2625) y 50 pL de sobrenadante de homogenado
de higado (muestra) e inmediatamente se registrd la
absorbancia a 350 nm. Cada tubo se incubd por 60
minutos en una incubadora Julabo TW 12, al cabo de los
cuales la absorbancia dejo de disminuir. Posteriormente,
se realizd una curva de calibracion con concentraciones
crecientes de NADH+H, para luego obtener Ilas
micromoles de piruvato presentes en las muestras. La
concentracion de piruvato se expresé como milimoles de
piruvato por miligramo de proteina hepatica.

Los analisis de metabolitos hepaticos se expresaron
en relacion a los miligramos de proteina hepatica,
dado que cuando se analizan biopsias de tejidos
vivos, obtenidas de animales intactos de los
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cuales es imposible obtener grandes cantidades de
muestra, que no puede ser sometida a tratamiento
de secado para obtener el peso seco, es necesario
cuantificar un marcador especifico del tejido que
varie en la muestra de forma proporcional a la
cantidad de tejido presente alli; para ello se utilizo
la cuantificacion de proteina hepatica.

Analisis estadistico. Se realizd andlisis de varianza para
establecer las diferencias en cuanto a las concentraciones
de amonio, y piruvato en tejido hepatico, en funcion de
los tratamientos. Cuando se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05) se adelantd la
prueba de Duncan para establecer las diferencias entre
medias. Para ello se utilizd el PROC GLM del programa
SAS (1998). Se utilizd el andlisis de regresion para la
exploracion de las relaciones de asociacién entre los
metabolitos hepaticos amonio y piruvato con el balance
de ENL, PDR, PNDR y proteina metabolizable (PM).
La significancia estadistica de la regresion se acepto
cuando P<0,05; para lo cual se utilizd el PROC REG del
programa estadistico SAS (1998).

RESULTADOS

Caracteristicas de los animales. La Tabla 1
presenta las principales caracteristicas de los
animales utilizados en la investigacion en donde
se puede apreciar que los grupos no difirieron
significativamente en cuanto peso, edad y dias en
lactancia, lo que indica que respecto a estas variables
la conformacién de los grupos experimentales
permitio la distribucion aleatoria de los animales.

Tabla 1. Peso, dias en lactancia, nimero de lactancias y edad de las vacas en experimentacion.

Producc. leche Producc. leche

TTO Peso Edad Dias en Nl’lmero_ de Antes Después

EXP (kg) (Meses) lactancia lactancias TTo exp* TTo exp*
T0 5948a  759a  76,0a 43a 32,7 33,85
T1 615,8 a 102,3 a 84,4 a 56a 30,1 27,88
T2 5716 a 92,1a 82,2 a 54 a 30,58 27,54
pt 0,446 0,549 0,85 0,664 - 0,1281

Pt=Probabilidad de cometer el error tipo I

Promedios en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes a P<0,05
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Composicion quimica y contenido energético
de los alimentos. En la Tabla 2 se presenta la
composicion quimica del forraje y los suplementos
experimentales. En esta se puede observar que
la principal diferencia entre los suplementos
alimenticios radicé en el contenido de PC, PDRy PNDR
debido a la adicion de urea. Es necesario aclarar que
los tres suplementos fueron preparados teniendo
como base un mismo lote de alimento concentrado,
a partir del cual se prepararon los tratamientos

experimentales por adicion de urea; es decir, que
cualquier diferencia en los valores de los parametros
composicionales diferentes a la PDR, son debidos a
la variacion normal dentro de una misma muestra.
De igual manera, se observan diferencias entre los
suplementos respecto al contenido de lignina que;
sin embargo, no tuvieron efecto significativo sobre
la valoracion energética de los suplementos, ya que
esta no presentd variaciones significativas entre
tratamientos.

Tabla 2. Composicion quimica y contenido energético de los alimentos utilizados en el estudio.

Fracciones quimicas

Pasto kikuyo

Suplementos experimentales

% de la MS TO T1 T2
Proteina cruda (PC) 15,4 17,6 20,9 22,9
Proteina degradable en rumen (PDR) 8,56 13,0 15,5 17,3
Il;roteina no dcclegradatilebclan rum((ejn (PNDR) 6,83 4,59 5,39 5,58

roteina cruda insoluble en detergente

acido (PCIDA) ’ 0,65 2,0 2/6 19
Extracto etéreo (EE) 1,8 6,7 6,6 6,7
Cenizas Cen 8,6 7,5 7,6 74
Fibra en detergente neutro (FDN) 68,4 26,1 28,8 26,4
Lignina 6,0 3,0 2,2 3,8
Carbohidratos no estructurales (CNE)! 5,8 42,1 36,1 36,6
ENL! 1,26 1,80 1,83 1,83

! Estimado con base en el NRC (2001)

Balance nutricional. En |la Tabla 3 se muestran
los resultados de los balances nutricionales para
los diferentes tratamientos. Como se puede

apreciar se presentaron diferencias significativas
(P<0,01) entre los tratamientos para los balances
nutricionales, excepto para la ENL.

Tabla 3. Promedio de los balances nutricionales para los diferentes tratamientos

ENL PM PDR PNDR
TRATAMIENTOS Mcal/dia g/dia
T0 -1,5b 29,75 b 56,5¢ 42,0b
T1 0,46 a 2276 a 191,2b 310,8 a
T2 0,50 a 282,0a 269,8 a 3734 a
p! < 0,408 < 0,008 < 0,0001 < 0,01

! P= Probabilidad de cometer el error tipo I

Promedios en la misma columna con diferente letra son significativamente diferentes a P<0,05.

Es importante resaltar que el balance de PNDR
principal factor condicionante en el disefio de este
experimento, fue significativamente diferente
entre tratamientos. La Tabla 4 informa acerca de las
diferencias entre tratamientos para esta variable.
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Amonio y piruvato hepaticos. Como se observa
en la Tabla 5 hubo una tendencia a disminuirse el
contenido de amonio hepatico con la adicién de urea
en la dieta (P<0,06) mientras que los tratamientos
no afectaron el contenido de piruvato hepatico.
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Tabla 4. Promedios de balance de proteina no degradable en rumen (PDR) expresados como porcentaje del

requerimiento.

Tratamientos

Balance de PDR % del requerimiento

TO 2,75a
T1 9,46 b
T2 13,14 ¢
pt 0,0001
P!= Probabilidad de cometer el error tipo I
Tabla 5. Concentracion de amonio y piruvato hepaticos.
Amonio (ug NH,*/ ug proteina Piruvato
Tratamiento hepatica) (mmol/mg proteina hepatica)
TO 0,00217 a 0,000217
T1 0,00137 b 0,000213
T2 0,0014 b 0,000199
pt 0,06 0,908

P'= Probabilidad de cometer el error tipo I

Relaciones entre los balances nutricionales
y las concentraciones hepaticas de
piruvato y amonio. Como se observa en la
Tabla 6, se encontrd una relacidon directa entre
las concentraciones de amonio y piruvato en
higado (P<0,01); De igual forma se encontraron

relaciones inversas entre el balance de ENI
y las concentraciones de amonio hepatico y
entre los balances de PNDR y de PM con las
concentraciones hepaticas de amonio. Las demas
relaciones propuestas en la Tabla 6 no presentaron
significancia estadistica.

Tabla 6. Relaciones entre los balances nutricionales y las concentraciones hepaticas de piruvato y amonio.

Relacion entre variables

Variable Independiente Variable Dependiente B* p:
Amonio Piruvato 0,056 0,000
ENL Energia neta de lactancia Piruvato -8,39E-06 0,250
ENL Energia neta de lactancia Amonio -0,000197 0,030
PDR Proteina degradable en rumen Piruvato -2,59E-07 0,120
PDR Proteina degradable en rumen Amonio -2,78E-06 0,199
PNDR Proteina no degradable en rumen Piruvato -1,10E-07 0,173
PNDR Proteina no degradable en rumen Amonio -2,28E-06 0,023
PM Proteina metabolizable Piruvato -1,49E-07 0,138
PM Proteina metabolizable Amonio -2,73E-06 0,031

* Coeficiente de regresion.
DISCUSION
Composicion quimica y contenido energético

de los alimentos. El contenido de PC del
pasto kikuyo fue relativamente bajo respecto a
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P!= Probabilidad de cometer el error tipo I.

otros valores observados (Correa et al, 2008;
Correa, 2006), mientras que el contenido de FDN
(Correa, 2006) y lignina fueron mas altos (Caro
y Correa, 2006) lo que indica que los potreros se
estaban pastoreando a edades de rebrote alta.
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El contenido de ENL de este pasto se encontré dentro
de los valores encontrados en el departamento de
Antioquia (Correa et al.,, 2008); Sin embargo, es mas
alta que el valor observado por Caro y Correa (2006)
para muestras de este pasto recolectadas a los 58
dias de rebrote y con un menor contenido de FDN
(62,88%). El contenido de lignina en las muestras
analizadas por estos autores es mas alto (7,93%)
que el hallado en las muestras analizadas en el
presente trabajo, siendo esta fraccion la que marca la
diferencia en cuanto a la digestibilidad de la FDN y, en
consecuencia, al aporte que esta hace a la ENL.

Como era de esperarse, en la medida en que
se incrementd la cantidad de urea adicionada al
suplemento alimenticio, en esa medida se incremento
el contenido de PC, PDR y PNDR sin que se vieran
afectadas las demas fracciones nutricionales.
Respecto a la variacion encontrada en los contenidos
de lignina en los suplementos experimentales es
necesario anotar que esta fue debida al método
de muestreo, pues la composicion basica de los
suplementos fue la misma.

Balance nutricional. En concordancia con el
planteamiento experimental, el balance para la PDR
se incrementd en funcion de la adicion de urea en
los T1 y T2. Estos balances correspondieron al 2,75,
9,46 y 13,14% de los requerimientos para TO, T1
y T2, respectivamente (Tabla 4). Aunque T1 y T2
mostraron un mayor balance para la PM y la PNDR
en comparacién con el T0, estos no fueron diferentes
entre si debido a la variacién en los datos (Tabla 4).

Amonio hepatico. El grupo de vacas que presentd
el valor mas alto de amonio hepatico (T0) también
registro los balances mas bajos de PM, PDR y PNDR,
esto puede indicar que la elevacion en los valores de
amonio hepdatico no obedecieron al suministro dietario
de fuentes proteicas, de tal modo que la elevacion del
amonio hepatico en el tratamiento TO, posiblemente se
debi6 a la utilizacion de aminoacidos corporales como
fuente de energia, tanto para oxidacion como para
gluconeogénesis. Es asi como Overton et al. (1998a,
1998b) sugieren que en vacas peri parturientas las
cuales se caracterizan por un balance energético
negativo (BEN), la tasa de gluconeogénesis a partir
de alanina es mas del doble comparada con la tasa
observada en el preparto. Lo anterior tiene su
sustentacion dado que este grupo (grupo 1) fue el
Unico que presento BEN, los restantes tratamientos
presentaron un balance energético significativamente
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mayor y positivo. Por su parte Reynolds et al. (1994),
afirman que la utilizacion de aminoacidos para
gluconeogénesis da cuenta del 50% del amonio que
se emplea para la sintesis de urea. De Visser et al.
(1997), encontraron que el flujo de amonio desde
el rumen a las visceras que drenan al sistema porta
(VDP) se incrementd con el nivel de fertilizaciéon
nitrogenada, lo que era de esperarse debido al mayor
consumo de PDR. En la presente investigacion no
se demostré un aumento en la concentracion de
amonio hepatico acorde con el balance de PDR; estos
resultados no coinciden por los observados por De
Visser et al. (1997), dado que el flujo de amonio desde
el rumen a VDP, no se corresponde exactamente con
la concentracidon de amonio hepatico puesto que
la gran mayoria de amonio que llega al higado es
utilizado para la sintesis de urea. De este modo las
concentraciones hepaticas de amonio ya han sufrido
el efecto homeostatico de este érgano. Symonds et
al. (1981) encontrd que el higado de vacas lecheras
fue capaz de remover amonio adicionado a la sangre
portal hasta un suministro de 182 mg/min, pero a
valores superiores a éste la concentracién en sangre
periférica se incrementa conforme aumenta su
concentracion en la vena porta.

La elevacion en el balance de PDR no condujo
a aumentos en la concentracion ni de amonio
plasmatico ni de amonio hepatico, por el contrario
el grupo que tuvo un menor balance de PDR
presentd los valores mas altos de amonio hepatico
y esto no se correspondié con a la cantidad de
amonio plasmatico, lo que sugiere que la elevacién
de amonio hepatico provino directamente de la
desaminacion oxidativa de aminoacidos, lo que
reafirma lo expuesto anteriormente.

Piruvato hepatico. El hecho de que las
concentraciones de piruvato hepatico no se hayan
alterado con la elevacién de PDR en T1 y T2, pudo
ser debido a la continua remocion de piruvato para
el mantenimiento de la gluconeogénesis, dada la
necesidad constante de glucosa para el mantenimiento
de la glucemia en un intervalo estrecho entre 40 a 60
mg/dL. Asi, bajo condiciones nutricionales deficitarias
en carbohidratos no estructurales como las que se
presentan en el Centro Agropecuario Paysandu (Galvis,
2004) y que fueron las mismas encontradas en esta
investigacion, existen minimas posibilidades para que
se eleven las concentraciones hepaticas de piruvato.
De Visser et al. (1997), encontraron que la liberacion
de lactato y propionato en VDP fue similar en las
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vacas que recibieron pasto Rye Grass (Lolium sp) con
alto y bajo nivel de fertilizacion nitrogenada. Estos
autores confirman la intensa tasa de gluconeogénesis
a partir de propionato y en menor proporcion a partir
de aminoacidos y afirman que bajo condiciones
deficitarias en almidones de sobrepaso puede ocurrir
una utilizacién neta de glucosa por las VDP.

Relaciones entre los balances nutricionales y
las concentraciones hepaticas de piruvato y
amonio. La relacion directa entre las concentraciones
de amonio y piruvato hepatico, pudo ser debida a la
continua remocion de los aminoacidos corporales
para mantener la tasa de gluconeogénesis; asi,
todos los aminoacidos que estan siendo utilizados
como fuente de energia son desaminados elevando
las concentraciones de amonio en el tejido hepatico
al tiempo que se genera una continua sintesis de
piruvato. Lo anterior supone un aporte importante
de carbonos de los aminoacidos hacia la sintesis de
glucosa, debido a la continua utilizacion de glucosa
por las vacas lactantes y a su disponibilidad limitada.

La relacién inversa entre las concentraciones de
amonio hepatico y el balance de ENL pudo ser debida
a la utilizacion de aminoacidos corporales como
fuente de energia, tanto para oxidacion como para
gluconeogénesis, ya que los animales que presentaron
un balance de energia mayor necesitaron emplear
aminoacidos como fuente de energia en menor
cantidad que los animales con un balance energético
menor. Como se observa en la Tabla 6, no se demostrd
un aumento de amonio hepatico acorde con el nivel
de NNP en la dieta, lo que reafirma que la elevacion
de los niveles de amonio fue debida al uso de estos
como fuentes de carbonos para la gluconeogénesis y
la oxidacion. Lo anterior fue sugerido por Galvis et al.
(2003b) quienes postularon que bajo las condiciones
locales de produccion, los aminoacidos son una
importante fuente de carbonos para la formacion de
glucosa.

La relacién inversa entre las concentraciones de
amonio hepatico y los balances de PNDR y PM pudo
atribuirse al aporte neto de carbonos que realizaron
las dietas con mayor cantidad de PNDR, al entregar
estas mayor cantidad de proteina metabolizable y
por ende de aminoacidos, los que al contrario de los
aminoacidos de la reserva corporal llevan consigo un
esqueleto carbonado que puede estar disponible para
capturar otras moléculas de amonio 6 para aportar
intermediarios tanto al ciclo de la urea como al ciclo de
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Krebbs, vias metabdlicas que directa e indirectamente
disminuyen las concentraciones de amonio. Esto
concuerda con la relacion inversa entre balance de
energia y amonio, pues las dietas con una mayor
valoracion energética presentaron en consecuencia
un mayor aporte de proteina metabolizable.

Es necesario anotar que bajo las condiciones
nutricionales imperantes en los sistemas de
produccion lechera del trépico alto colombiano, no es
posible generar balances de PDR lo suficientemente
bajos, como para que en una investigacion se
generen condiciones lo suficientemente contrastantes
que permitan identificar con gran certeza sus efectos
sobre la disponibilidad de compuestos intermediarios
del metabolismo de la energia, como el piruvato.

De esta investigacion se puede concluir que
efectivamente existen relaciones entre el balance de
proteina (PDR, PNDR y PM) y las concentraciones de
metabolitos nitrogenados en tejido hepdtico. De igual
manera se pudo observar que el balance de energia
se relaciond negativamente con la concentracion de
amonio hepatico, y que las concentraciones hepaticas
de amonio y piruvato se relacionaron positivamente;
todo lo anterior sugiere una alta utilizacion de la PM
como fuente de energia, lo que conduce a exacerbar
el exceso de nitrogeno y probablemente a restar
aminoacidos para todos los procesos biosinteticos.
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