UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA
INSTITUTO DE CIENCIAS AGRICOLAS

EFECTO DE LA EPOCA DEL ANO SOBRE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
PARAMETROS PRODUCTIVOS Y FISIOLOGICOS EN VACAS

HOLSTEIN LACTANTES

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS EN SISTEMAS DE PRODUCCION ANIMAL

PRESENTA
FILIBERTO ANZURES OLVERA

DIRECTOR DE TESIS
Ph. D. LEONEL AVENDANO REYES

MEXICALI, B.C., MEXICO NOVIEMBRE DE 2014



La presente tesis “EFECTO DE LA EPOCA DEL ANO SOBRE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE Y PARAMETROS PRODUCTIVOS Y FISIOLOGICOS EN VACAS
HOLSTEIN LACTANTES” fue realizada por C. Filiberto Anzures Olvera y dirigida por
Ph. D. Leonel Avendafio Reyes, ha sido evaluada y aprobada por el Consejo

Particular abajo indicado, como requisito parcial para obtener el titulo de:

Maestro en Ciencias en Sistemas de Producciéon Animal

Consejo particular

Ph. D. Leonel Avendafio Reyes
Director de tesis

Dr. Ulises Macias Cruz
Secretario

Ph. D. Abelardo Correa Calderén
Sinodal

M.C. Francisco Daniel Alvarez Valenzuela
Sinodal



AGRADECIMIENTOS

Gracias sefior por darme la oportunidad y la dicha de salir victorioso de una més de
tus encomiendas. Porque tu siempre has sido la fuente de mi inspiracion, soporte y
aliento para seguir adelante a pesar de todas las adversidades, por mantener
siempre viva mi fe y confianza aun en aquellos momentos cuando me senti

desfallecer.

A la Universidad Autbnoma de Baja California y al Instituto de Ciencias Agricolas, por
abrir sus puertas, contribuir en mi formacion académica y profesional y darme la
oportunidad de pertenecer a esta casa de estudios. Agradezco al ICA por haberme
brindado la dicha de conocer a muchas personas que en algiin momento formaron

parte importante de mi vida.

Al CONACYT por brindarme la oportunidad de formarme profesionalmente y por el

soporte econémico para culminar mis estudios.

Al Dr. Leonel Avendafio Reyes quien sin conocerme me dio la oportunidad de
trabajar con él al dirigir el presente trabajo de investigacion, ademas de compartir sus

conocimientos, consejos y ensefianzas.

Al Dr. Ulises Macias Cruz por compartir sus conocimientos, ensefianzas, consejos y
amistad. Por sus aportes, comentarios y sugerencias en el desarrollo del trabajo de

investigacion y redaccion final de este documento.

Al Dr. Abelardo Correa Calderén por sus valiosas ensefianzas en el aula y las
palabras de aliento para seguir adelante. Ademas de sus aportaciones y

recomendaciones en aras de mejorar este documento.



Al Dr. Raul Diaz Molina, por haberme apoyado arduamente en las pruebas de

laboratorio.

Al M.C. Daniel F. Alvarez Valenzuela, por sus comentarios para mejorar la calidad de

este documento y por compartir conmigo Sus experiencias y amistad.

Al rancho “Magafia” por el apoyo brindado para realizar parte importante de mi

proyecto y por permitirme el acceso al establo.

A todos los profesores del ICA que alguna u otra manera contribuyeron con sus

conocimientos en mi formacion académica y profesional.

A los encargados de laboratorios, biblioteca y trabajadores quienes me brindaron su

apoyo y las facilidades para llevar a buen término mi trabajo de investigacion.

A mis compafieros y amigos de licenciatura, maestria y doctorado: Ma. de los
Angeles, Ricardo, Angel, Gustavo, Martin, Sacra, Raquel, Yolanda, Citlali, Abril,
Eudor, Bill, Jazmin, Francisco, Lizbeth, Roberto, a todos, gracias por darme la
oportunidad de conocerlos y de compartir con ustedes, los buenos, y no tan buenos

momentos durante este periodo de formacion.

-iv -



INDICE TEMATICO

INDICE TEMATICO ...ttt st s st ae s s s e s snens v
LISTA DE CUADROS ...ttt ettt ettt sttt sb e b e sh e st e st e e beesbeesbeesatesatesabeebeennas viii
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt st sttt e be e b e e s bt e saeesateeateebeesbeesbeesaneeas ix
RESUMEN ...ttt st ettt e bt e s bt e s he e s at e s bt et e e bt e bt e sbeesaeesateenteebeesseesatesatesane X
ABSTRACT ettt ettt b ettt he et e s bt e h e e bt e bt e e e sb e e atesbeeh e e besheeat e bt eae et e sbeeatesbeeaten Xi
1. INTRODUGCCION......ooiiiteieecteeeteeee ettt s s ena s sen et s s sanen 1
2. REVISION DE LITERATURA......ooteieteeetete ettt sa s sssas s s snen 3
2.1.- ZONA U8 CONOM ..ottt ettt sttt et be bt bt s e et e st esesbeenenbentens 3
2.2.- Efecto del Cambio climético en la produccion animal .............ccocecvervennennennieneeneenene 3
2.2.1.- indice de temperatura 'y humedad (ITH)........coccovueveeieeieeeeieceee et 4
2.2.2- Mecanismos de termorreguUIACION ...........cccccviiuieieieiiecece et s 5
2.2.3- ESIrES OXIAALIVO ...c.viniiiiiiicietcstee ettt ettt 6
2.2.4.- Metabolitos reactivos al oxigeno (ROM'S Y ROS) ....cccocveeviireevieneeeeeceee e 7
2.2.5.- ANTOXIABNTES ......ooviititiieieieie ettt sttt ettt s e bt s bt st bt e et et eaeebesbenaennes 9
2.2.6.- Marcadores de estrés oxidativo (TOS, TAS Y OSi) ...ccceceveieeeinesesesesieeeeeeee e 9
2.3.- ESIIES POI CAUOT....c.eeceieieceeeeetee ettt ettt ettt et e s be et e s teesa e besbeentesbeessestesbeensestesreens 13
2.3.1.- Estrés por calor en ganado IECHEI0 ........ceoiiiieicecee e 13
2.3.2.- Variables fisioldgicas (TR, FR, TP, jadeo y sudoracion) ...........cceceeeveeeeeenreeeesenreenn. 14
2.3.3.- ProducCion d€ IECNE .........ocucuiiicicc e 19
2.3.4.- Composicion de la leche (PC, GR, SNG Y CCS)....ccocivieieieieieesesesieseeeeeeesie e 21
2.3.5.- ESIrES OXIOALIVO ..ottt 23
3. MATERIALES Y METODOS .......otiieiceeeeteeeeteetseeteeieseesaesseessssssssssssssssssssssssssssassssssanssssssanens 25
G J0 O I 0T = T o L= =TS (U T [T TSRS 25
3.2. Animales, Manejo Y tratamiENiOS .......ccviiiieieeieece et re e e e e sraesnneens 25
3.3. DescripCion de INSLAIACIONES ........c..cviuiiiiiiiieiceeeeeee et re e snens 26
3.3.1. SOMDBIAS Y COMAIES ...c.vieeieiicteeeseeeete ettt ettt et e st e s re et e s teeseeseseeenes 26

3.4. MedICIONES Y MUESLIEO ......cveeeieieeeeeieste ettt ettt te e s e e steesteste e s e ssessaensesseeseensesseensessennes 27
3.4.1. CoNdiICIONES CHMALICAS ....c.eoveeeviieieieierteiere ettt seeneas 27
3.4.2. Variables fiSIOIOQICAS ......coveiririieseee et 27

I S B @o T o3 T g ot o] = | ST 28



3.4.4. Variables de produccién y composicion de leche ..., 28

3.4.5. MetabolitoS SANQUINEOS.........ccciiiiieieceeeseeee ettt sttt st eraebesaeenes 29
3.4.6. Variables oxidativas (TOS) y (TAS) €N plasma .........ccceeveeeerinenenienienieieeeeseseennenee 29

3.5. ANAIISIS ESLAAISTICO ....c.ecuiiieieiiriete ettt 30
4. RESULTADOS ...ttt sttt ettt e b e e st e s at e st e s bt e bt e beesbeesaeesaeesateebeenbeesaeesanenas 31
4.1. CondicioNes AMDIENTAIES .........ccoiiiiiiiieieee e 31
4.2. Variables fiSIOIOQICAS . ......cccuiirieeeiiciee sttt ettt e a et s re et e s be s e s beesaensesnnenes 33
VG T OToTa T [Toi o] g I oTo] 1 0 To] =1 SRS 36
4.4, Produccion y cOmpoSICION de I8CNE ..ot 37
4.5. Metabolitos sanguineos (glucosa, triglicéridos y colesterol)..........ccovverevneiireierenneenn 41
4.6. Variables oxidativas (TOS, TAS Y OSI)...ccoiiinireieeeeieeeeeesie sttt 42
5. DISCUSION ..ottt s et s st as s s st aesas s s s esassassesansasansnens 44
5.1. Condiciones AMDIENTAIES ..........ccueiriiireiiecc s 44
5.2. Variables fISIOIOQICAS .......cciiuieiececeeece ettt ettt s st ra et sae et e s reeanas 45
5.3. CONAICION COMPOTAL....ciuiiiiiieiiieiirietsie ettt sttt sttt ettt b et bensenes 47
5.4. Produccién y composiCiOn de 12 IEChE ..o 49
5.5. Metabolit0S SANQUINEOS ........cc.cvieieicisiceceee ettt sttt ssesesseeae s 56
5.6. Variables oxidativas (TOS, TAS, OSi) ...ttt s eesre e 59
5.6.1. Status oxidativo total en plasma (TOS) ......cccviiieiereeeeeceeeeeee e s 59
5.6.2. Status antioxidante total en plasma (TAS) ..o e 61
5.6.3. Indice de estrés oXidativo (OSI) ........coveveureeerereeeeeeeseeseseesesesseesesessessssessesessssenesssens 63

6. CONCLUSIONES ......cootitiiieitieieieitettreses sttt bbb 66
7. LITERATURA CITADA .ottt ettt st sttt et e s b e e sbeesae e sabe s b e e beenbeennes 67

-Vi-



DEDICATORIAS

A dios por darme la oportunidad de conquistar una mas de mis metas...

A esos seres tan maravillosos que en todo momento han estan ahi para brindarme
su apoyo incondicional, ademas de sabios consejos que me han permitido llevar a
buen término esta etapa de formacion y dar comienzo a la siguiente. Mi familia:

Mis padres:
Tomasa Olvera Garcia

y
Alejandro Anzures Zamudio

Mis hermanos:
Candido Anzures Olvera
Ma. del Rocio Anzures Olvera

Angeles Rubi Anzures Olvera

A mis abuelos:
Margarita Garcia Pliego

Fausto Olvera Garcia
A la familia:

Ocampo Estrada,

Por su carifio y amistad

Quien quiere hacer algo encuentra un medio, quien

no quiere hacer nada encuentra una excusa. Proverbio arabe

- Vii -



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Ingredientes y composicion quimica de la dieta ofrecida
durante las dos épocas del afio a vacas Holstein ..........................
Cuadro 2. Condiciones climaticas registradas durante el periodo de
estudio de Verano € INVIEINO . ........vuii e
Cuadro 3. Efecto de la época sobre las respuestas fisioldgicas de
vacas Holstein lactantes. ...
Cuadro 4. Efecto de la época sobre la produccion y composicion de la
leche en vacas Holstein lactantes. ...
Cuadro 5. Efecto de la época sobre las concentraciones de
metabolitos y marcadores de estrés oxidativo en suero de vacas

Holstein lactantes . ...

- viii -

26

32

33

37

41



LISTA DE FIGURAS

Grafica 1. Promedios mensuales de temperatura ambiental (Ta),
humedad relativa (HR) e indice de temperatura-humedad (ITH) durante el
periodo experimental........ ...
Grafica 2. Variacion de la temperatura rectal y frecuencia respiratoria por
efectode laépocadel ano..........ccoooeiiiiiii i
Grafica 3. Efecto de la época sobre la temperatura de piel en distintas
regiones corporales de vacas Holstein lactantes.............................. ...

Grafica 4. Promedios de condicion corporal por efecto de la época en
vacas Holstein lactantes en el periodo de estudio.......................oonll.

Gréfica 5. Efecto de la época sobre la produccion de leche en vacas
Holstein lactantes. ...,

Gréfica 6. Efecto de la época sobre la composicion de la leche en vacas
Holstein lactantes. ... ..o

Grafica 7. Numero de células sométicas en la leche de vacas Holstein
lactantes por efecto de la épocadel afo...........ccoooiiiiiiiiiiii
Grafica 8. Efecto de la época sobre la concentracion de metabolitos
sérica de vacas Holstein lactantes.............ccoooiii

Grafica 9. Efecto de la época sobre la concentracion sérica de
marcadores de estrés oxidativo de vacas Holstein

P2 Te3 2= 19| (=Y TR

- X -

31

34

35

36

38

39

40

42



RESUMEN

El estrés por calor (EC) induce la produccién de radicales libres derivados del
oxigeno, los cuales se asocian con efectos negativos en la fisiologia, salud y
productividad de vacas lecheras. Con el propésito de comparar variables fisioldégicas
y productivas de vacas Holstein en verano e invierno bajo condiciones de una regién
arida, se seleccionaron aleatoriamente 40 vacas multiparas lactantes (100 a 150 d en
leche) en un mes representativo de cada época del afio (n=20/época). Los datos
fueron analizados bajo un disefio completamente al azar, con época del afio como
tratamiento (verano vs invierno). Las temperaturas de la piel en costado derecho,
nalga, ubre y cabeza, asi como de la leche fueron 10 °C mas altas (P < 0.05) en
verano. La temperatura rectal y la tasa respiratoria (106.87 £ 0.05 vs 47.74 + 0.06
rpm) fueron mayor P < 0.05) en verano comparado con inverno. Las
concentraciones de colesterol y TAS fueron menores (P < 0.05) en verano, mientras
que los niveles de glucosa y OSI fueron mayores (P < 0.05) en la misma época, y
TOS no vario. La produccion de leche se redujo en méas del 50% (P < 0.05) en
verano, observandose disminuciones de 42.6% en la produccién de energia en leche
y de 48.4% en la produccion de leche ajustada a 3.5% de grasa. Se concluye que el
EC incrementa la produccién de ROS con reduccién concomitante de la capacidad
antioxidante y tiene un efecto perjudicial en la fisiologia y productividad de vacas
Holstein debido al desarrollo de estrés oxidativo consecuentemente disminuye la
produccion lactea, por lo que hace necesario utilizar innovaciones ambientales para
reducir el impacto negativo de las altas temperaturas durante la época de verano.

Palabras clave: Estrés calérico, ganado lechero, capacidad antioxidante, produccion
de leche.



ABSTRACT
Heat stress (HS) induces the production of oxygen-derived free radicals associated
with deleterious effects on the physiology, health and productivity of dairy cows. In
order to evaluate and compare physiological and productive responses of Holstein
cows in summer and winter in an arid area, 40 lactating multiparous cows (100 to 150
DIM) were randomly selected from a representative month of each season (n =
20/season). Data were analyzed under a completely randomized design, with season
of the year as factor of interest (summer vs winter). The skin temperatures of right
side, buttock, udder and head, as well as raw milk were nearby 10 °C higher in
summer time (P < 0.05). Respiration rate was two times higher (106.87 + 0.05 vs
47.74 = 0.06 bpm; P < 0.05) in summer, while rectal temperature reached 1.6 °C
warmer in summer. Cholesterol concentrations, TAS and OSI were lower (P < 0.05) in
summer, while glucose and OSI were higher (P < 0.05) in summer than in winter and
TOS did not change between seasons. Milk production was reduced by more than a
half (P < 0.05) in summer, and significant reductions of 42.6% in energy production in
milk and 48.4% in milk production adjusted to 3.5% fat were observed. The
percentages of fat and protein in milk were higher (P < 0.05) in summer. In
conclusion, the effect of heat stress is evident in summer and has detrimental effects
on physiology and productivity of lactating Holstein cows, emphasizing the adoption
of environmental innovations to reduce the negative impact of high temperatures of

summer season in this arid region of México.

Key words: Heat stress, dairy cattle, antioxidant capacity, milk yield.
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1. INTRODUCCION

La produccion de leche en regiones aridas muy célidas se caracteriza por ser
estacional debido a la variabilidad en las temperaturas ambientales a través del afio
(Avendano-Reyes et al., 2010). Generalmente, la época de invierno en estas zonas
registra condiciones climéticas favorables para el ganado lechero, mientras que en
verano las temperaturas se incrementan a tal grado que producen un estrés por calor
(EC) a los animales. Asi, en invierno la produccion de leche se mantiene elevada y
en verano se reduce drasticamente por efecto del EC. Como una medida para
mantener la condicibn homotermia, el ganado lechero reduce su consumo de
alimento y redistribuye parcialmente la energia disponible para activar mecanismos
de termorregulacion de tipos fisioldégico, metabdlico y endocrinolégico, situacion que
le resta disponibilidad de energia para el proceso de galactogénesis, reflejandose en
una baja en la produccion de leche (Ganaie et al., 2013; Bernabucci et al., 2010).
Una respuesta inmediata de las vacas lecheras a la presencia de EC es el
incremento en la temperatura rectal, en la frecuencia respiratoria y una reduccion en
el consumo de alimento; todo ello como medida para disipar la carga de calor y
reducir la produccion de calor metabdlico (Bernabucci et al., 1999).

Durante la ultima década, se ha buscado explicar la reduccién en produccién de
leche y la activacion de mecanismos fisiolégicos de termorregulacion bajo
condiciones de EC de verano como una consecuencia del incremento en el estrés
oxidativo que generan estas condiciones en el ganado lechero (Kumar et al., 2011,
Ganaie et al., 2013). Algunos estudios han reportado que el EC induce la produccion
de radicales libres derivados del oxigeno (ROS), los cuales se asocian a varios de

los efectos deletéreos como son alta tasa respiratoria y temperatura corporal,
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consumo de alimento reducido, aumento de problemas metabdlicos y una
disminucién en los parametros productivos y reproductivos, asi como de resistencia a
enfermedades (Bernabucci et al., 2005; Castillo et al., 2005). Por consecuencia, se
ha determinado que la intensificacion en la produccién de leche puede conducir a un
aumento en los niveles de estrés oxidativo en vacas lecheras (Kumar et al., 2011;
Waullepit et al., 2009).

Al respecto, Castillo et al. (2006) estudiaron alteraciones en la capacidad
antioxidante de vacas lecheras durante la lactancia temprana, encontrando gran
variacion interindividual en niveles de malondialdehidos al inicio y durante el pico de
lactancia. El aumento en la produccion de radicales libres por efecto del EC puede
conducir a un dafio en el epitelio mamario, contribuyendo asi a la disminucion en
produccion de leche (Aitken et al., 2009). En otro estudio, Lakritz et al. (2002)
observaron que los niveles de glutation oxidado en sangre se elevo bajo condiciones
de EC en bovinos. Asimismo, la actividad antioxidante total en plasma disminuyo
cuando las vacas lecheras fueron mantenidas en camaras climaticas a una
temperatura de 29.5 °C durante 7 d. Cabe mencionar que la informacion disponible
sobre el estatus oxidativo de vacas Holstein en produccion es escasa bajo
condiciones de EC, existiendo solamente algunos reportes preliminares. Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de época del afio (verano vs invierno)
sobre algunas respuestas fisiolégicas, la produccion y composicion de leche, asi
como la capacidad antioxidante de vacas Holstein bajo condiciones aridas del

noroeste de México.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1.- Zona de confort

La zona termoneutral (zona de confort) es conocida como el rango de
temperatura ambiente donde la tasa metabdlica es minima, siendo la regulacion de la
temperatura a través de procesos no evaporativos (Bligh, 1973). Cada especie, raza
o categoria animal, relacionada con su estado fisiolégico, tiene una zona de confort
en la que el gasto de energia es minimo, constante e independiente de la
temperatura ambiental (Nardone et al., 2006). Fuera de los limites extremos de esta
zona, el organismo sufre hipotermia o hipertermia hasta que muere de frio o calor. La
diferencia entre temperatura normal y letal del cuerpo es del orden de 15 a 25 °C en
calor (Fuquay, 1981), y de solo alrededor de 3 a 6 °C en frio. Esto explica por qué el
frio representa un problema menor que el calor (Bianca, 1976; Collier et al., 1982) y
por consecuencia los animales seleccionados por rendimiento lechero, con alta
produccién de calor endégeno, muestran una alta tolerancia al frio y baja tolerancia
al calor (Wullepit et al., 2009). Como consecuencia, los limites de la zona de confort
térmico para estos animales seleccionados cada vez es més bajo y puede volver a
los animales cada vez mas sensibles al estrés por calor (Yousef, 1987), requiriendo
energia adicional para regular la temperatura, de modo que se reduce la energia

disponible para los procesos productivos (Bianca, 1976; Bauman y Currie, 1980).

2.2.- Efecto del Cambio climético en la produccion animal

El cambio climatico es visto como una gran amenaza para la supervivencia de
muchas especies, ecosistemas y la viabilidad y sostenibilidad de los sistemas de

produccion animal (Gaughan et al., 2009). En los ultimos 30 afios se ha observado



una tendencia a incrementarse la temperatura del planeta. De acuerdo con los
registros de la organizacion meteorologica mundial la temperatura en la tierra ha
aumentado en aproximadamente 0.74 °C por afio durante el periodo de 1906 a 2005.
Asimismo, otros modelos climaticos predicen un incremento de 0.2 °C por afio en los
siguientes 20 afios, concluyendo que para el afio 2100 este aumento puede alcanzar
entre 1.88 y 4.08 °C (IPCC, 2007). Bajo este escenario de cambio climatico, entre el
20 y 30% de las especies pecuarias y animales estan en riesgo de extincion

(Aggarwal y Upadhyay, 2013).

2.2.1.- indice de temperatura'y humedad (ITH)

Muchos han sido los esfuerzos realizados para identificar los umbrales a los
que los animales comienzan a sufrir estrés térmico con el objeto de prevenir los
efectos negativos que éstos implican. El término estrés es comunmente utilizado
para indicar una condiciébn medioambiental que es adversa al bienestar animal (Stott,
1981). Sin embargo, la magnitud del estrés y su impacto asociado con la produccién
animal son dificiles de definir. Stott (1981) sefaldé que la Unica forma de medir la
magnitud del estrés es a través de la respuesta animal. Muchos intentos han sido
realizados para lograr obtener un indice de facil célculo y aplicacion. Una forma
sencilla para cuantificar el grado de EC es mediante el uso del indice de
temperatura-humedad (ITH), y un ejemplo es el propuesto por Hahn (1999), que se
estima a partir de la combinacién de temperatura ambiental y humedad relativa. La
forma de estimar este indice es: ITH = [0.81 x temperatura promedio] + {humedad

relativa (%) * [temperatura promedio — 14.4]} + 46.4.



El Instituto de Conservacion Ganadera evallo las respuestas biolégicas a
diferentes valores de ITH y los clasificé en niveles segun la intensidad de estrés a la
cual el ganado esta expuesto: 1) zona de confort, se encuentra en valores < 72
unidades; 2) estrés ligero, entre 72 a 79 unidades; 3) estrés moderado, de 80 a 89
unidades; 4) estrés severo, > 90 unidades y 5) la muerte con < 98 unidades
(Armstrong, 1994). Estos niveles de estrés por calor son muy excesivos, pero no son
raros en las zonas éaridas durante las olas de calor en los meses de verano
(Bohmanova et al., 2007).

Tradicionalmente se pensaba que la sintesis de leche empezaba a disminuir
cuando el ITH alcanzaba 72 unidades (Armstrong, 1994); sin embargo, datos
recientes indican que las vacas lecheras de alto rendimiento reducen la produccion
de leche a 68 unidades de ITH (Zimbelman et al., 2009). A medida que aumenta la
produccion de leche, el umbral de temperatura por EC se reduce, por lo tanto,
mientras la seleccion genética siga basandose principalmente en la produccion anual
de leche, las vacas probablemente continuaran siendo cada vez mas susceptibles al
EC (Wullepit et al., 2009). Fuquay (1981) considera que es dificil determinar el grado
de efecto de EC sobre la produccion de leche debido a que otros factores (raza,
época de parto, etapa de lactancia, nutricion, frecuencia de ordefio) que no estan

relacionados directamente con el ambiente pudieran estar interviniendo.

2.2.2- Mecanismos de termorregulacion

La termorregulacién se define como el medio por el cual un animal puede
mantener su temperatura corporal estable (Bligh, 1973). Al igual que otros

homeotermos, los rumiantes regulan su temperatura corporal dentro de un rango



estrecho (£ 1.5 °C), mediante mecanismos de termorregulacion dirigidos a mantener
un equilibrio entre la ganancia y pérdida de calor del animal hacia el medio ambiente
circundante (Berman et al., 1985). Este flujo de calor ocurre a través de procesos
dependientes de la temperatura (pérdida de calor sensible, es decir, conduccion,
conveccion, radiacion) y humedad (pérdida de calor latente, la evaporacion a travées
de la sudoracion y el jadeo) del entorno (Yousef, 1987; Collier et al., 2006). De
manera opuesta, para conservar el calor corporal estos mecanismos se reflejan en
cambios comportamentales y posturales, activacion del sistema simpatico alfa
adrenérgico, contracciones musculares, vasoconstriccion cutanea, piloereccion,
aumento del consumo de alimentos, combustién de grasas de reserva (Sanmiguel y
Diaz, 2011). La habilidad para termorregular depende de interacciones complejas
entre factores anatomicos y fisiolégicos (Darcan et al., 2009), factores tales como
propiedades de la piel y pelo, capacidad de sudoracion y respiracion, tejido de
aislamiento, relacion entre area de superficie por unidad de peso corporal o tamafio
relativo de los pulmones, perfiles endocrinologicos y produccion de calor metabdlico
que influyen en la carga de calor (Hasen et al., 2004; Collier et al., 2006; Bernabucci

et al., 2010; Da Silva et al., 2011 y 2012).

2.2.3- Estrés oxidativo

Un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes en favor de los oxidantes, que
pueda conducir a un dafio se denomina "estrés oxidativo" (Sies, 1991; Castillo et al.,
2005). Los oxidantes se forman como un producto normal del metabolismo aerdbico,
pero se pueden producir a tasas elevadas en condiciones fisiopatolégicas. Un estado

cuasi-estacionario se mantiene gracias a un modelo complejo de antioxidantes. La



defensa antioxidante es, en parte, capaz de adaptarse a las necesidades cambiantes

(Sies, 1997).

2.2.4.- Metabolitos reactivos al oxigeno (ROM’s y ROS)

Un radical libre es una molécula con uno o méas electrones no apareados en
su oOrbita externa (Reilly et al., 1991). Los radicales libres mas abundantes en los
sistemas biolégicos son los radicales libres derivados de oxigeno (ROS) y sus
metabolitos, por lo general se hace referencia como "metabolitos reactivos de
oxigeno" [ROM’s] (Miller et al., 1993). Los ROS se forman continuamente como
subproductos normales del metabolismo celular (Miller et al., 1993) y, en bajas
concentraciones, son esenciales para varios procesos fisiolégicos, incluyendo la
fosforilacion de proteinas, la activacion de factor de transcripcion, la diferenciacion
celular, apoptosis, maduracion de ovocitos, esteroidogénesis, inmunidad celular y
defensa celular contra los microorganismos (Hoidal, 2001; Georgieva, 2005; Agarwal
et al., 2005). Sin embargo, cuando se produce en exceso, los radicales libres pueden
deteriorar la funcionalidad de las células, ya que pueden dafiar los lipidos celulares,
proteinas y ADN (Miller et al., 1993). ROS es un término colectivo que incluye no sélo
los radicales libres centrados en el oxigeno, tales como el anion superoxido y el
radical hidroxilo, sino también algunos radicales no derivados de oxigeno, como el
peréxido de hidrogeno, el acido hipocloroso y el 6xido nitrico (Reilly et al., 1991).
Varios investigadores han reportado la utilidad de medicion de ROS en la evaluacion
de estrés oxidativo en cabras (Di Trana et al., 2006; Celi et al., 2008; Celi et al.,
2010a), ovejas (Castillo et al., 2001), y vacas lecheras (Bernabucci et al., 2005;

Tanaka et al., 2008; Pedernera et al., 2010) para evaluar el estado de salud.



Durante estrés oxidativo, nuevos compuestos y estructuras modificadas de
este modo se forman, y uno de ellos son los productos de oxidacién avanzada de
proteinas (AOPP). Los AOPP son productos terminales de proteinas expuestas a
ROS y surgen de la reaccion entre las proteinas del plasma y oxidantes clorados
mediadas por la enzima mieloperoxidasa de neutréfilos (Fialova et al., 2006; Noyan
et al., 2006). Estudios realizados en rumiantes han reportado niveles elevados de
AOPP en corderos (Celi y Raadsma, 2009) y en vacas lecheras (Celi y Raadsma,
2010) suplementados con Yerba Mate (llex Paraguanensis).

Los lipidos, en particular los poliinsaturados, son propensos a la oxidacién, ya
que son uno de los sustratos mas susceptibles de liberar radicales y los
biomarcadores de la peroxidacion lipidica son considerados los mejores indicadores
de estrés oxidativo (Georgieva, 2005). La concentracion de malondialdehido (MDA)
es uno de los varios productos finales de bajo peso molecular formados durante la
descomposicion inducida por radicales de acidos grasos poliinsaturados (Janero,
1990). El MDA reacciona facilmente con el &cido tiobarbittrico por la producciéon de
un pigmento rojo que puede medirse facilmente por espectrofotometria en forma de
sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico [TBARS] (Janero, 1990). La peroxidacion
lipidica puede medirse a través de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox,
por sus siglas en ingles). Las LDL son las portadoras principales de lipidos en el
plasma y se componen de ésteres de colesterol, fosfolipidos, colesterol y triglicéridos

libres, asi como la apolipoproteina B (Matsuura et al., 2008).



2.2.5.- Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que, cuando estd presente en
concentraciones bajas en comparacidon a las de un sustrato oxidable, retrasa
significativamente o previene la oxidacion de ese sustrato (Halliwell y Gutteridge,
1995; Gutteridge y Halliwell, 2010). El sistema de antioxidantes esta representado
por mecanismos enzimaticos, tales como la glutation peroxidasa (GSH-Px),
superoxido dismutasa (SOD) y catalasa; o bien no enzimaticos, tales como las
vitaminas A, C y E, urato, transferrina e incluso albumina (Reilly et al., 1991; Agarwal
et al., 2005; Noyan et al., 2006). Existen metaloenzimas especificas para eliminar
radicales superéxido: cobre-zinc superéxido dismutasa (Cu, Zn-SOD), localizado en
el citosol y SOD manganeso (Mn-SOD), que se encuentra en las mitocondrias. Estas
enzimas antioxidantes requieren algunos elementos traza esenciales en la dieta,
tales como Mn?*, Cu®*, Zn®* para SOD, Se para la glutatién peroxidasa y Fe para la

catalasa (Miller et al., 1993).

2.2.6.- Marcadores de estrés oxidativo (TOS, TAS y OSi)

El término “biomarcador” fue adaptado de la epidemiologia molecular de los
radicales bioldgicos libres (Offord et al., 2000); se aplica igualmente a los productos
derivados de lipidos, ADN, proteinas y consumo de antioxidantes. Informacion
relativa a la naturaleza de la desnaturalizacion de estos radicales, asi como la
localizacion de estrés oxidativo, puede ser obtenida a partir del andlisis de
biomarcadores discretos aislados a partir de tejidos/organulos/fluidos (Griffiths et al.,
1988). Sin embargo, las diferencias en los modelos y metodologias vuelven dificil

realizar comparaciones precisas (Piccione et al., 2007; Celi, 2011a,b).



El estado oxidante total (TOS, status oxidant total) en plasma se considera
como un indicador de la produccién de radicales libres (Miller et al., 1993). Cuando
las reacciones metabdlicas se exceden, los radicales libres se acumulan y puede
ocurrir la perturbacion del equilibrio redox y la produccion de estrés oxidativo (Tanaka
et al.,, 2007a). Se ha sugerido la posibilidad de que la actividad metabdlica pueda
determinar el estado oxidante a través de correlaciones entre biomarcadores
metabdlicos y oxidativos dependiendo de la condicion fisioldgica de la vaca (Castillo
et al.,, 2005). De hecho, se han observado modificaciones de oxidantes y
antioxidantes en plasma y eritrocitos en vacas durante el periodo de transicion
(Bernabucci et al., 2002b) y en diferentes épocas (Liangron et al., 2007). El periodo
peri-parto (particularmente después del parto) se caracteriza por un estado
antioxidante empobrecido y una disminucion progresiva de la actividad antioxidante
con el progreso de la lactancia (Bernabucci et al., 2005), probablemente debido al
agotamiento de los antioxidantes solubles en grasa a través de la leche (Castillo et
al., 2005).

En general, la produccion de leche ha aumentado sustancialmente durante los
altimos afios, lo que ha traido como resultado el incremento de la densidad de
nutrientes en la dieta de las vacas lecheras. Este aumento se ha logrado
principalmente mediante la alimentacion con mas concentrados y menos forraje
(Abuelo et al., 2011b). Hoy se sabe que el estrés oxidativo influye significativamente
en las enfermedades durante la produccion (como cetosis, higado graso,
hipocalcemia clinica, retencién de placenta, metritis y desplazamiento de abomaso)
gue son asociadas a este estado y que tienen un doble origen: a) por el exceso en la

produccion de oxidantes de origen metabdlico, y que es mayor cuanto mayor sea la
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produccion, o b) por la disminucion en los niveles de antioxidantes organicos, por
agotamiento o por escaso aporte nutricional (Abuelo et al., 2011b). Precisamente, la
importancia del manejo nutricional en relacion con el estrés oxidativo quedd patente
en el estudio realizado en ovinos por Castillo et al. (2001). Asimismo, Yongging et al.
(2013) indicaron que dietas altas en carbohidratos fermentables afectan la
homeostasis del rumen y producen estrés oxidativo en vacas lecheras. Hou et al.
(2008) demostraron que vacas alimentadas con dietas altas en granos mostraron
menor contenido de TAC y mayor contenido de MDA en suero. Gabai et al. (2004)
informaron que dietas altas en almidén conducen a un aumento de estrés oxidativo
en vacas lecheras en lactancia temprana, lo que podria ser causado por cambios en
la fosforilacion oxidativa. Adicionalmente se ha informado reduccion del metabolismo
oxidativo de la glucosa durante EC resultando en disfuncién mitocondrial y aumento
en la generacion de ROS (Rhoads et al., 2013).

Por otra parte la medicién del estatus antioxidante total (TAS) considera la
accion acumulativa de todos los antioxidantes presentes en el plasma y los fluidos
del cuerpo, proporcionando asi un parametro integrado en lugar de la simple suma
de antioxidantes medibles (Miller et al., 1993, 1999; Ghiselli et al., 2000). El TAS
puede medirse a través de varios métodos, como Capacidad Antioxidante
Equivalente en Trolox (TEAC; Miller et al., 1993), Pardmetro Antioxidante Total de
Eliminacion de Radicales (TRAP; Ghiselli et al., 1995), Capacidad de Absorbancia de
los Radicales de Oxigeno (ORAC; Cao et al., 1993), Capacidad del Plasma
Reduciendo el lon Férrico (FRAP) y el Potencial Antioxidante Bioldgico (BAP; Benzie
y Strain, 1996). Sin embargo, cambios en los componentes de los sistemas

antioxidantes no son a menudo la causa, sino la consecuencia del estrés oxidativo
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inducida por el aumento de la actividad de los radicales libres (Venditti y Meo, 2006).
En ausencia de valores de referencia en rumiantes (Celi, 2011a), TAS puede
proporcionar informacion bioldgicamente mas relevante para describir de manera
mas efectiva el equilibrio dinamico entre pro oxidantes y antioxidantes en plasma
(Ghiselli et al., 2000).

El estrés oxidativo desempefia un papel clave en varias condiciones
patolégicas relacionadas con produccion, reproduccidn y bienestar animal
(Lykkesfeldt y Svendsen, 2007). Asimismo, numerosas metodologias de rapida
evolucion han surgido para evaluar estrés oxidativo, cada una con ventajas y
desventajas propias, en su mayoria incluyen medidas directas o indirectas de
oxidantes y antioxidantes (Celi, 2011a). En este sentido, varios investigadores
(Young, 2001; Mandebvu et al., 2003; Castillo et al., 2006; Abuelo et al., 2011a) han
sugerido la importancia de evaluar no sélo las concentraciones de oxidantes y
antioxidantes por separado, sino también analizar su relacién a través de una
proporcion o relacion, ya que el desequilibrio entre los oxidantes y los antioxidantes
define el concepto de estrés oxidativo. Sin embargo, el primer enfoque utilizando esta
relacion se hizo en medicina humana por Sharma et al. (1999). En ganado lechero,
Celi (2011b) propuso el uso de la relacién pro-oxidantes/antioxidantes como un
indice indicativo de riesgo a desarrollar una enfermedad por el animal.
Consistentemente, Abuelo et al. (2011a, 2013) y Castillo et al. (2013) indicaron que la
evaluacion conjunta a través de OSI muestra mayor precision del estado oxidativo de
los animales al encontrar diferencias que no estaban presentes con la evaluacion
separada de pro-oxidantes o antioxidantes. Sin embargo, se debe tener cuidado en

la interpretacion de los resultados, ya que variaciones individuales marcadas fueron
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previamente informadas en otros biomarcadores de estado oxidativo en vacas

lecheras peri-parto, influenciadas por muchos factores (Castillo et al., 2005, 2006).

2.3.- Estrés por calor

Estrés caldrico se puede definir como un estado fisiologico donde la
temperatura interna del cuerpo de una especie dada excede su rango especifico en
actividad normal, que resulta de una carga de calor total (produccion interna y del
medio ambiente) superior a la capacidad de disipar calor (Yousef, 1985). Cabe
mencionar que la capacidad de los rumiantes para regular su temperatura corporal
es dependiente de la especie y la raza. Asi, razas lecheras son tipicamente mas
sensibles al EC que las razas cérnicas, porque generan mas calor metabdlico en

climas calientes (Bernabucci et al., 2010).

2.3.1.- Estrés por calor en ganado lechero

Las vacas lecheras estan expuestas a diversas presiones metabdlicas de
adaptacién hacia la alta produccion lactea y de las condiciones ambientales, por lo
gue pueden experimentar estrés por calor (Bernabucci et al., 2010). El grado de
estrés térmico puede ser influenciado por las condiciones ambientales como la
temperatura ambiente, humedad relativa, radiacién solar y velocidad del viento (Arias
et al., 2008). Esta situacion provoca al animal un estado de malestar debido a la
incapacidad para disipar el exceso de calor corporal, afectandose negativamente la
eficiencia productiva y reproductiva en el ganado lechero (Armstrong, 1994; West,
2003; Mader et al., 2006). El ganado lechero lactando, por su elevado consumo de
alimento, producen mas calor metabolico, que sumado al calor que impera en el

ambiente resulta en una excesiva carga de calor corporal (Fuquay, 1981), que
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durante condiciones de EC causa un desequilibrio entre la produccion de calor y su
disipacion (Conrad, 1985). Esta situacién conlleva a la activacion de respuestas
fisiol6égicas, metabdlicas, endocrinolégicas y conductuales para reducir el estrés

térmico (Kadzere et al., 2002; West, 2003).

2.3.2.- Variables fisioldgicas (TR, FR, TP, jadeo y sudoracion)

Los parametros fisiolégicos como tasa respiratoria, frecuencia cardiaca,
temperatura corporal y temperatura de la piel dan una respuesta inmediata a la
tension climatica y, en consecuencia, al nivel de confort o des confort para el animal
(Bianca, 1965). La excesiva carga de calor impuesta sobre el organismo por la
temperatura ambiente, es expresada comunmente con un aumento de la temperatura
corporal (Berman et al., 1985).

La temperatura rectal (TR) se reconoce como una medida importante del
estado fisiolégico, asi como indicador ideal para la evaluacion del estrés térmico en
los animales (Srikandakumar y Johnson, 2004; Marko et al., 2011). No obstante,
cuando se registra esta variable se debe considerar el movimiento de los animales
porque puede incrementar la temperatura corporal entre 0.5 y 3.5 °C en condiciones
de altas temperaturas, pudiendo confundir los resultados (Mader et al., 2007). La TR
promedio del ganado lechero es de 38.5 °C, pero en condiciones de EC se puede
incrementarse hasta 40.1 °C (Gwazdauskas, 1985). Incluso un aumento de menos de
1 °C en la TR es suficiente para reducir el rendimiento en la mayoria de las especies
de ganado (McDowell et al., 1976), mientras que el incremento en 1 °C en la TR, la
produccion de leche disminuye alrededor de 3.5 L (Marko et al., 2011). Se ha

observado que la TR empieza a incrementar a una temperatura ambiente entre 25 a
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26 °C en vacas lactantes, independientemente de su nivel de produccion (Berman et
al., 1985; Tapki et al., 2006). Martello et al. (2010) reportaron una diferencia en la TR
de 0.8 °C en vacas Holstein entre el invierno y el verano en Brasil. Padilla et al.
(2006) informaron que la TR fue mas alta durante el verano (39.8 °C) que en otofio
(38.3 °C) en vacas lactantes. Tanaka et al. (2007b) indicaron un incremento gradual
de la TR de mayo a septiembre, en un rango de 38.6 °C a > 39.0 °C fuera del control
homeostéatico. Ademas el rango normal en TR es muy estrecho en la mayoria de los
animales domésticos, aproximadamente no mayor a 2.5 °C.

Por otra parte, una respuesta importante al EC es la frecuencia respiratoria
[FR] (Gaughan et al., 2000). En bovinos en condicién de EC, el motivo primordial de
incrementar la FR es la pérdida de calor por vias respiratorias (Arias et al., 2008),
siendo ésta solo responsable del 15% de las pérdidas totales de calor (Finch, 1986;
Maia et al., 2005), mientras que el resto corresponde a otros mecanismos como
conduccién, conveccion y radiacion (Maia et al., 2005). La FR normal es de ~ 60 rpm
en condiciones termoneutrales y de 80 a 120 en condiciones de EC moderadas; por
encima de 120 rpm se estima gue existe una excesiva carga de calor (Mount, 1979;
Hahn et al., 1997; Mader et al., 2006). La FR en vacas lecheras estresadas por calor
puede incrementarse hasta en 75% mas de lo normal (20 rpm; Mount, 1979). Se ha
observado un incremento del 6% en la FR a partir de 64 unidades de ITH (Marko et
al., 2011). De hecho, se sugiere que por cada unidad de respiracion por arriba de 45
rpm, disminuye la cantidad de leche en aproximadamente 0.3 L (Marko et al., 2011).
Algunos autores han indicado que un incremento en la FR (50-60 rpm) puede iniciar
a partir de una temperatura de 25 °C (Berman et al.,, 1985). Sin embargo, en

condiciones extremas, esto no resulta suficiente para lograr refrescar al animal, por lo
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gue la respiracion vuelve a ser un poco mas lenta pero mas profunda (McGovern y
Bruce, 2000). En este sentido, ganado bovino expuesto a una temperatura ambiente
de 41.1 °C y humedad relativa de 78% mostré una tasa respiratoria de 102 rpm
(Gwazdauskas, 1985). Wise et al. (1988) han reportado en vacas Holstein 126.4 rpm
con un ITH de 86.2 unidades. Avendaio-Reyes et al. (2010) informaron que vacas
lactantes alcanzaron una tasa respiratoria de 112 rpm con un ITH de 75 unidades.
Sin embargo, cuando se incrementa la FR también se incrementa el uso de energia,
contribuyendo a aumentar la produccion de calor metabdlico y, por consecuencia, la
carga de calor corporal (Cain et al., 2006).

Cuando el ganado esta expuesto a condiciones ambientales calidas, la
respuesta inicial es la vasodilatacion, lo que aumenta el flujo sanguineo a la
superficie de la piel y a las extremidades, seguido de la producciéon de sudor de las
glandulas sudoriparas (Willmer et al., 2004; Maia et al., 2005). El aumento resultante
en la temperatura de la piel y la extension de la temperatura del centro hacia debajo
de las extremidades aumenta el gradiente de temperatura entre la piel y el medio
ambiente, lo que provoca mayor pérdida de calor por radiacion y conveccion
(Cunninghan, 2002; Marai et al., 2007, 2010). Si la temperatura de la piel se
aproxima a la temperatura interna, la resistencia a la eliminacion de calor debe
disminuir o el calor se acumulara y aumentara la temperatura corporal (Finch, 1986).

Se conoce que las neuronas sensibles se encuentran en el area pre-6ptica del
hipotalamo, la piel y las visceras. La informacion de estas neuronas sensibles al calor
central y periférico estan integradas en el hipotalamo para regular la vasodilatacion y
aumento del flujo sanguineo de la piel. La informacion de los receptores centrales de

temperatura predomina sobre la piel y los receptores viscerales, por lo que un
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aumento de la temperatura central de s6lo 0.5 °C provoca un aumento de siete veces
en el flujo sanguineo de la piel (Cunningham, 2002). La temperatura de la piel,
aunque depende del color de la misma, puede ser un buen indicador del EC (Maia et
al., 2005; Martello et al., 2010; Da Silva et al., 2012).

La medicidn de la temperatura en diferentes sitios anatomicos del cuerpo en el
animal puede ser utilizada como un indicador de estrés térmico en vacas lecheras
lactantes (Martello et al., 2010). Al respecto, estudios recientes sefialan que las
regiones superficiales muestran temperatura variable, dependiente de las influencias
del entorno externo (Maia et al., 2005; Ferreira et al., 2006). Adicionalmente, se ha
sugerido que animales mas eficientes tienen menor temperatura de la superficie
corporal que los animales menos eficientes (Da Silva et al., 2011; Lima et al., 2013).
Maia et al. (2005) observaron que a temperaturas entre 10y 20 °C, la evaporacién de
la piel representa de 20 a 30% del calor total disipado por el cuerpo del ganado.
Cuando la temperatura supera 30°C, la evaporacion de la piel alcanz6 el 85% del
total de las pérdidas por evaporacion (Da Silva et al., 2011). Asimismo, Pollard et al.
(2005) indicaron que el ganado lechero es capaz de mantener la temperatura
corporal interna hasta que las temperaturas superficiales de la piel son superiores a
35°C y 30 °C en la temperatura del aire (Allen, 1962). Por encima de esta
temperatura en su superficie, las vacas comienzan a almacenar calor, a elevar su
temperatura rectal, aumentan las pérdidas cutaneas de calor y la variacion por
evaporacion (de la temperatura corporal) entre las vacas es mucho mayor que por
debajo de 35°C. Esta variabilidad puede deberse a diferencias en el numero (y la
actividad) de glandulas sudoriparas y las caracteristicas de la capa de pelo (Olson et

al., 2006; Da Silva et al., 2012). De acuerdo con Baeta y Souza (2010), las pérdidas
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por evaporacion aumentan en porcion significativa del calor que se elimina de la
epidermis por la vaporizacion. La vaporizacion de 1 ml de agua requiere 2.43 joules y
esta es la cantidad de calor perdido cuando 1 ml de agua se evapora por la piel o las
vias respiratorias (Silanikove et al., 2000). Berman et al. (1985) indicaron que la tasa
maxima de evaporacion de agua en las vacas lactantes fue de 1,5 kg/h, que se
traduce en 4.3 kJ/d. En contraste la sudoracion es considerada mucho mas eficaz
que el jadeo, ya que representa aproximadamente el 70 a 85% de la pérdida de calor
por evaporacion total que se produce cuando la temperatura del aire es de 31 °C (Da
Silva et al.,, 2011). Sin embargo otros estudios han sefialado que las pérdidas de
calor por radiacion y conveccidon pueden abarcar hasta 73 % de la pérdida total de
calor (Hardy y DuBois, 1938; Ek et al., 1999; Baccari; 2001; Maia et al., 2005;
Montanholi et al., 2008).

En otro orden la condicion corporal (CC) puede verse afectada durante la
lactancia temprana y/o condiciones de estrés caldrico, debido a una movilizacion de
las reservas de grasa en el cuerpo. Estudios realizados bajo condiciones de EC no
han reportado diferencias en la CC de vacas lactantes con o sin enfriamiento
evaporativo (Avendafo-Reyes et al., 2006, 2010), con respecto al nivel de
produccion lactea en verano (Flamenbaum et al., 1995) y tampoco en condiciones de
ambiente controlado (Shwartz et al., 2009; Rhoads et al., 2009; Wheelock et al.,
2010). Posiblemente debido a la activacion de una serie de cambios metabdlicos
post-absorcion, derivados de mecanismos ahorradores de glucosa (Rhoads et al.,
2010; Baumgard et al., 2011, 2012), son en gran medida independientes de la

reduccion de la ingesta de alimento y del balance energético del animal, priorizando
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el mantenimiento de la euthermia y dan prioridad homeorética a la sintesis de
producto, ya sea leche o carne (Bauman y Currie, 1980; Baumgard et al., 2011).
Contrariamente Garnosworthy y Topps (1982) reportaron un efecto negativo
en la CC al parto sobre la produccion de leche, ya que vacas delgadas (2.7
unidades) produjeron mayor cantidad de leche que vacas gordas (3.7 unidades).
Consistente con lo reportado por Treacher et al. (1986) quienes encontraron que
vacas de CC moderada (2.8 unidades) producen mas leche que vacas obesas (3.9
unidades). La CC optima en la produccion de leche de vacas lecheras Holstein se
considera entre 3.0 — 3.5, si sobre pasa este Ultimo puede resultar en la reduccion de

la produccién lactea (Roche et al., 2009).

2.3.3.- Produccién de leche

En condiciones de EC, la productividad de los animales domésticos decrece
(Cain et al., 2006); se sabe que las temperaturas ambientales por encima de 28 °C
reducen la produccion lactea de vacas lecheras por la disminucién en la ingesta de
alimento (Barash et al., 2001; West 2003) como respuesta compensatoria para
mantener su homeotermia (Cain et al., 2006; Nardone et al., 2006). En verano se
incrementa el intervalo entre partos, lo que reduce la eficiencia econémica de la
produccion lactea, a la vez que crea una estacionalidad indeseable en el abasto de
leche al mercado. La pérdida promedio anual de leche debido a la influencia del
periodo caluroso del verano, es de 500 kg por vaca (Flamenbaum, 2010). Aunque el
EC afecta negativamente a las vacas (lactando y secas) a lo largo de toda la
lactancia el grado de afectacién difiere segun la etapa de la lactancia en la cual se

sufrié dicho estrés. Cabe mencionar que vacas primiparas se consideran diferentes
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de las multiparas en cuanto a su calidad metabdlica (Olsson et al., 1998). Vacas
primiparas en lactancia temprana muestran bajo consumo de alimento y produccion
de leche, pero un recambio 6seo mas activo (lwama et al., 2004). En consecuencia,
vacas multiparas y altas productoras son mas sensibles a estrés térmico y a
desarrollar estrés oxidativo en condiciones de calor (Tanaka et al., 2008). Cuando el
EC se ejerce en la mitad de la lactancia se afecta la persistencia de la misma: en
vacas paridas a inicio del invierno, el nivel de produccion hacia el décimo mes de
lactancia es 63 % del pico de produccion, comparado con solo 58 % en vacas que
paren a principios de verano sin recibir enfriamiento en esta estacion (Flamenbaum,
2010).

Asimismo, influencias negativas de los factores climaticos pueden causar una
disminucién de 3% a 10% en la produccién de leche de vacas lactantes (Hristov et
al., 2007). Du Preez et al. (1990) reportaron que la produccién de leche puede
disminuir de 10 a 40% en vacas Holstein durante el verano en comparacién con el
invierno. De acuerdo con West (2003), cuando la temperatura ambiental es de 35 °C,
disminuye la produccion de leche en 33%, y cuando la temperatura alcanza 40 °C,
puede reducirse hasta 50%. Tapki y Sahin (2006) reportan una reduccién del 16.1%
en la produccion de leche en vacas de alta produccién, mientras que las baja
productoras redujeron su productividad en 11.6% entre junio y agosto. Asi mismo,
Novak et al. (2007) reportaron menor produccién de leche cuando las vacas alcanzan
su pico de produccion (50 d) o en lactancia tardia (300 d) en los meses de verano.
De hecho, vacas que paren al final del otofio hasta principios de primavera producen
mas leche (hasta 8%) que las que paren en verano, esto posiblemente debido a una

interaccion entre la luz del dia y la temperatura ambiente (KuCera et al., 1999).
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Martinez-Borraz et al. (2012) report6 reduccion del 16.4 % de la produccién de leche
en los meses de junio a agosto por efecto del EC.

Adicionalmente se prevé que el cambio climatico aumente el nimero de dias
de cada afo, cuando las vacas lecheras experimentan EC. En este sentido el uso de
modelos de simulacion ha permitido estimar que para el afio 2025, la produccion de
emisiones de gases efecto invernadero incrementara los dias de EC en un 25%, lo
que podria significar una disminucion de 35 a 210 kg de leche/vaca/afio. La
proyeccion de esté mismo escenario para el afio 2050, habra un aumento del 60% de
los dias de EC, lo que podria provocar una reduccion de 85 a 420 kg de

leche/vaca/aio (Crimp et al., 2010).

2.3.4.- Composicion de laleche (PC, GR, SNG y CCS)

El calor veraniego afecta negativamente el contenido de grasa y proteina en la
leche, y hace aumentar el conteo de células sométicas, lo que disminuye
significativamente la calidad de la leche. Algunos autores han reportado cambios
estacionales (Todorova, 1998) y efectos de la temperatura del aire (Muroya et al.,
1997) en fracciones de proteina de la leche. Adicionalmente se ha sugerido que el
EC altera el metabolismo de las proteinas disminuyendo sus niveles en la leche en
condiciones de EC (Rhoads et al., 2009; Shwartz et al., 2009), y parece que en
mayor medida la sintesis de a y [B-caseina (Bernabucci et al.,, 2002a). Altas
temperaturas ambientales reducen 0.01 kg/°C la produccion de proteinas de la leche
en vacas lecheras (Barash et al., 2001). Bahashwan (2014) reporto disminucion del
7.5% en la produccién de proteina entre la época frio y calor en vacas dhofari.

Ademas, otros estudios informan una caida en la concentracién de proteina de la
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leche en entornos calidos (Itoh et al., 1998; Terada y Shioya 1998), también como
resultado de la ingesta restringida de alimento (Vicini et al., 2002; Pacheco et al.,
2003).

Entornos de EC se han asociado con depresiones en el porcentaje de grasa
de la leche (Rodriguez et al., 1985). Ravagnolo et al. (2000) encontraron una
disminucién en la produccion de grasa de la leche de 0.012 kg por cada unidad de
incremento en el ITH cuando éste super6 72 unidades. ElI EC redujo
significativamente el contenido de grasa en leche al pasar de 3.58% durante la
primavera, hasta 3.24% en verano (Bouraoui et al., 2002). Contrariamente, Schwartz
et al. (2009) indicaron que vacas estresadas por calor en ambiente controlado no
redujeron la concentracion de grasa de la leche, similar a lo reportado por otros
autores (Roman-Ponce et al., 1977; Knapp y Grummer, 1991).

El EC se asocia con cambios en el conteo de células somaticas (CCS) en la
leche y la frecuencia de mastitis (Du Preez et al., 1990). EI CCS es generalmente
mas bajo durante el invierno y mas alto durante la temporada de verano (Khate y
Yadav, 2010). Esto probablemente debido a que durante el verano, el crecimiento y
namero de bacterias del medio ambiente se incrementan en el material de cama del
ganado estabulado debido a que la temperatura y humedad son favorables (Harmon,
1994; Nardone et al., 2010). Smith et al. (2013) reportaron un incremento en la
concentracion de células somaticas por efecto del EC en verano, tanto en ganado
Holstein como Jersey. Consistentemente, Hammami et al. (2013) informaron un
incremento en el nidmero de CS bajo condiciones de altas temperaturas. En
presencia de enfermedades inflamatorias como la mastitis (Weiss et al., 2004), existe

un aumento en la peroxidacion de lipidos que causa una disminucion en los niveles
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de algunas moléculas antioxidantes en consecuencia al estrés oxidativo (Goff et al.,
1996; Komine et al., 2004). Esto indica la relacién entre el estado oxidativo y mastitis,

uno de los problemas mas graves en vacas lecheras (Kleczkowski et al., 2006).

2.3.5.- Estrés oxidativo

Existe evidencia que el EC induce la produccion de radicales libres derivados
del oxigeno, por consiguiente, se muestran algunos efectos deletéreos del estrés por
calor (Mitchell y Russo, 1983; Loven, 1988). El estrés oxidativo estimula la
produccion de radicales libres y ROS, y se piensa que esta involucrado en la
etiologia de muchas enfermedades (Halliwell y Gutteridge, 1990) por reducir la
actividad metabdlica de varios tejidos, por consiguiente, disminuye el rendimiento de
los animales domésticos.

El estrés oxidativo comunmente ocurre después del EC en regiones aridas,
semiaridas y tropicales afectando la fisiologia y productividad de los animales
(Dehghan et al., 2010; Kumar et al., 2011; Ganaie et al., 2013). La hipertermia se ha
propuesto como responsable de estimular la produccion de ROS, pero en patrones
similares de la expresién de genes que incluyen proteinas de choque térmico y a la
vez estrés oxidativo (Schiaffonati et al., 1990; Rhoads et al., 2013). Alta temperatura
ambiental estimula la produccién excesiva de ROS, especialmente anion superéxido
y peroxido de hidrogeno (Siva Kumar et al., 2007). La influencia de variaciones de
temperaturas ambientales sobre la actividad de enzimas antioxidantes (Harmon et
al., 1997; Bernabucci et al., 2002b; Burke et al., 2009; Kataria et al., 2010), e

incremento de peroxidacion de lipidos (Bhat et al., 2010; Bernabucci et al., 2010) se
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ha reportado en varias investigaciones como la principal respuesta adaptativa de las
vacas a condiciones ambientales adversas.

En las ultimas décadas, la informacion sobre estrés oxidativo en animales
domésticos bajo EC se ha incrementado, sobre todo en aves de corral (Donkoh,
1989; Mujahid et al., 2005). Los efectos de EC sobre el indice de estrés oxidativo en
el plasma de vacas lecheras han sido evaluados por algunos investigadores. En
general, se han informado cambios en el perfil de marcadores de estrés oxidativo en
plasma y eritrocitos de vacas lecheras que conducen a un aumento de estrés
oxidativo en condiciones calidas (Castillo et al., 2003; Bernabucci et al., 2005;
Tanaka et al., 2007b; Calamari et al., 1999). Aitken et al. (2009) indicaron un
incremento de la actividad de GSH-Px1 como respuesta citoprotectora contra dafio
oxidativo durante el inicio de la lactancia. Hidgon y Freid, (2003) y Bernabucci et al.
(2010), establecieron la relacién entre el metabolismo de lipidos y estrés oxidativo en
vacas lecheras periparto. Recientemente Tanaka et al. (2008) sugirieron una posible
relacion entre el estrés oxidativo durante temporadas de calor y la produccion de
leche en vacas primiparas. Consistentemente, varios estudios (Kolb y Seehawer,
2000; Lohrke et al., 2005; Tanaka et al., 2008; Anjali et al., 2013; Turk et al., 2013)
demostraron que el nivel de produccion de leche esta asociado con estrés oxidativo
por el aumento del metabolismo celular y mayor consumo de oxigeno durante la
sintesis adicional de leche. ElI EC incrementa la produccion de ROS, por
consiguiente, el desarrollo de estrés oxidativo en vacas sin importar su estado
fisiolégico (Harmon et al., 1997; Trout et al., 1998; Calamari et al., 1999; Bernabucci

et al., 2002b; Lakritz et al., 2002; Tanaka et al., 2007b; Sakatani et al., 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de estudio

El estudio se realiz6 entre los meses de Febrero y Julio del 2011, en el establo
comercial “Magana”, ubicado en el ejido Morelia, Valle de Mexicali, Baja California,
México (36° 26" LN, 115°11" LO y altitud de 14 msnm). El clima en la region es arido
y extremo, con temperatura maxima de 52 °C en verano y minima de -6 °C en
invierno. La precipitacion media anual es de 86 mm, la cual se considera erratica y se
concentra principalmente en los meses de Noviembre y Diciembre (Garcia, 1985). La
coleccion de datos se realizé en el mes de febrero por considerarse la parte fria en
época de invierno (diciembre a principios de marzo) y en julio por ser el mes

intermedio de los meses (junio — agosto) mas calientes del afio 2011.

3.2. Animales, manejo y tratamientos

Un total de 40 vacas multiparas lactantes de raza Holstein Friesian fueron
seleccionadas, 20 en invierno y 20 en verano, considerando vacas multiparas (2 — 3
partos) y dias en produccion de leche entre 100 y 150 (133.3 + 4.63 en invierno y
137.6 + 6.32 en verano). Las vacas se alojaron en un corral abierto provisto de
sombra, comederos en linea y bebederos. La sombra estaba ubicada al centro del
corral y a lo largo del comedero, el cual abarcaba todo el lado norte del corral.
Diariamente, los animales se alimentaron mafiana y tarde con un concentrado
comercial y heno de alfalfa ad libitum. El agua se ofrecié sin restriccion. Se
colectaron muestras de alimento ofrecido para analisis de composicion quimica en el

laboratorio de nutricion animal del ICA-UABC (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Ingredientes y composicion quimica de la racion basal ofrecida durante las

dos épocas del afio a los grupos de vacas Holstein.

Composicion de ingredientes (g/kg de alimento)
Heno de alfalfa 600
Concentrado comercial* 400

Composicion quimica (g/kg)

Materia seca 981.6
Proteina cruda (PC) 180.0
Grasa (extracto etéreo) 42.08
Cenizas 72.6

Fibra detergente neutro (FDN) 339.1
CNE** 366.2

"Generaleche 958 (Agribrands Purina México, SA de CV, México, DF)

Contiene: 310 g/kg de carbonato de calcio; 180 g/kg de 6xido de magnesio, 390 g/kg
fosfato dicalcico; 120 g/kg de sal.

El contenido de energia de la racion (NE.) fue de 1.10 Mcal/kg MS.

“Carbohidratos No Estructurales (g/kg) = [1000 - (cenizas + CP + FND + grasa)].

3.3. Descripcion de instalaciones
3.3.1. Sombras y corrales

Las sombras estan construidas con techos de lamina galvanizada con estructura de
tubo de acero, con orientacion norte-sur y ubicacion al centro del corral. Las medidas
de los corrales fueron 94.12 x 54.0 m dando un total de 5082.48 m? correspondiendo
20.3 m? a cada animal. Las dimensiones de las sombras fueron 94.12 x 7.35 m con
4.0 m de altura. Los corrales estaban construidos con postes de tubo y varilla de
acero, en la parte norte se encontraba el area de comederos, la cual contaba con
trampas individuales unidas entre si (0.63 m de ancho, 0.91 m de altura a partir de la
pared interna del comedero), tipo semiautoméaticas de inmovilidad. A lo largo del
comedero tenia un piso con anchura de 3.20 m que mide lo mismo de largo del
corral, las dimensiones del comedero de forma trapezoidal son: ancho inferior 0.61

m, ancho superior 0.67 m, altura interna 0.64 m y altura externa 0.45 m, cuenta con 3
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bebederos distribuidos al este, en centro y oeste de la linea de sombra al centro del

corral, que mide 3.0 x 0.80 m con 0.40 m de fondo.

3.4. Mediciones y muestreo
3.4.1. Condiciones climaticas

Los datos de temperatura ambiental y la humedad relativa se obtuvieron las
24 h del dia correspondientes al periodo experimental, a través del Departamento de
Meteorologia del Instituto de Ingenieria de la UABC; con esa informacion se calculd
el ITH mediante la férmula propuesta por Hahn et al. (1999):
ITH = (0.81* T amp ) + [HR * (T amp — 14.4)] + 46.4 (ecuacion 1)
Donde:
ITH = indice de Temperatura Humedad (U)
T amp = Temperatura ambiental (°C)

HR = % Humedad Relativa (expresado en decimales).

3.4.2. Variables fisioldgicas

La temperatura rectal (TR), la frecuencia respiratoria (FR) y la temperatura en
distintas partes de la piel (cabeza, costado derecho, ubre y nalga) fueron registradas
individualmente por la mafiana (06:30 h) y tarde (15:00 h) en cada dia de muestreo.
La temperatura rectal se midid6 con un termometro digital transrectal (Delta Track
CA™ USA); mientras la temperatura de diferentes regiones de la piel (cabeza, ubre,
costado derecho y nalga) fueron medidas en grados centigrados con un termoémetro
infrarrojo tipo pistola (Raytek, Modelo ST-20, CA™, USA) a una distancia de 1.5 m

del animal, cuidando que el animal estuviera siempre bajo sombra. La frecuencia
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respiratoria fue medida por conteo del movimiento del espacio intercostal durante un

minuto y se expreso en respiraciones por minuto (rpm).

3.4.3. Condicién corporal

La condicion corporal de las vacas se registré individualmente cada dia de
muestreo usando una escala de 1 a 5 (1 = muy flaca y 5 = muy gorda; Wildman et al.,

1982), y siempre fue realizada por el mismo evaluador.

3.4.4. Variables de produccion y composicion de leche

La produccion de leche diaria (PL) fue registrada colocando pesaleches
(Waikato, Inter Ag, Hamilton, Nueva Zelanda) en la linea de ordefio durante la
mafiana y tarde. Una muestra de leche por vaca se colectd en el ordefio de la
mafiana para determinar porcentajes de contenido de grasa (G), proteina cruda (PC)
y solidos no grasos (SNG) usando un analizador de leche automatico (Lacticheck™
LC-01, P&P, USA). Ademés, en la misma muestra se midié temperatura de la leche
con un termémetro digital (Delta Track, CA®, USA) y conteo de células somaticas
(CCS) con un equipo (DCC™, De LAVAL, WC, USA). Con la informacién de
produccién y composicion de la leche se calcul6 la produccién de leche corregida a
3.5% de grasa [LCG] (Parekh, 1986) usando la formula:

LCG=[((0.425 x PL) + (16.425 x ((% G/100) x PL))] (ecuacion 2)
También se calculé la energia en leche [EL] (Tyrrell and Reid, 1965) usando la
formula:

EL (Mcal/d) = ({[(40.72 * %G) + (22.65 * %PC) + 102.77] / 1000} * 2.204) * PL

(ecuacion 3)
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Adicionalmente se calcul6 la energia corregida en leche [ECL] (Orth, 1992) usando la
formula:

ECL (kg/d) = [(kg PL * 0.327) + (kg G * 12.95) + (kg PC * 7.2)] (ecuacion 4)

Utilizando la produccion de leche y algunas constantes desarrolladas por Baumgard

et al. (2011), se calculé el contenido de lactosa en la leche [LAC] usando la formula:
LAC (kg/d) = [(Kg PL * 0.072) / (2*0.95)] (ecuacion 5)

A los datos del conteo de células somaticas se le aplic6 una transformacion

logaritmica (TCCs) para introducir normalidad en los datos colectados.

3.4.5. Metabolitos sanguineos

Se colectaron muestras sanguineas por puncién de la vena coccigea en tubo
vacutainer de 10 ml por la tarde (16:00 h) en cada dia de muestreo. Después de la
extraccion, los tubos con sangre se colocaron en refrigeracion y se transportaron en
una hielera al laboratorio para ser centrifugadas a 3500 rpm durante 15 min a
temperatura de 10 °C. El suero fue separado y colocado por duplicado en alicuotas
de 2 ml, para posteriormente almacenarlo a -20 °C hasta la determinacion de
metabolitos (glucosa, colesterol y triglicéridos) y marcadores de estrés oxidativo
(estado oxidativo total [TOS] y estado antioxidante total [TAS]). La concentracion de
metabolitos se determiné con un lector de quimica sanguinea (Modelo DT-60,

Johnson & Johnson Co., High Wycombe, UK).

3.4.6. Variables oxidativas (TOS) y (TAS) en plasma

La concentracion de TOS y TAS se determin6 por el método de Elisa, usando

kits comerciales (Mega Tip San ve Tic Ltd Sti, Gaziantep, Turkey) utilizando el
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método colorimétrico automatizado (Erel, 2005). Con la informacion de Ila
concentracion de TOS y TAS se calcul6 el indice de estrés oxidativo (OSI) usando la
férmula propuesta por Harma et al. (2006), siendo:

OSI =[(TOS/ TAS)*100] (ecuacion 6)

3.5. Andlisis estadistico

Toda la informacion se someti6 a un analisis de varianza bajo un disefio
completamente al azar donde el tratamiento fue la época del afio (Invierno y Verano),
usando el procedimiento GLM del programa estadistico SAS (SAS, 2004). Cuando se
detectaron diferencias a un a = 0.05, se realizaron comparaciones de medias
ajustadas a través de una prueba de “t” de Student. Cuando las probabilidades

oscilaron entre 0.05 y 0.10, se consideré como tendencia.
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4. RESULTADOS
4.1. Condiciones Ambientales

Las condiciones ambientales observadas a travées del periodo experimental se
presentan en la grafica 1. Los promedios mensuales de Ta, HR e ITH fueron 14.4
°C, 36.1 % y 58.3 unidades en invierno, mientras que en verano las mismas variables

climéticas fueron 35.9 °C, 32.4 % y 83.3 unidades, respectivamente.
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Grafica 1. Promedios mensuales de temperatura ambiental (Ta), humedad
relativa (HR) e indice de temperatura-Humedad (ITH) durante el periodo
experimental.
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En el Cuadro 2 se presentan las variaciones en la temperatura ambiente (Ta,
°C), humedad relativa (HR, %) y unidades de ITH en el establo registradas durante
los meses de medicion. La temperatura ambiente promedio durante los meses de
muestreo ascendié a 21.5 °C (rango de 14.4 °C a 35.9 °C), mientras que el valor
promedio de humedad relativa disminuyé 3.7 % (de 36.1% a 32.4%). Durante el
estudio el valor medio de ITH increment6 26.1 unidades (de 58.3 a 83.3 unidades),

superando el nivel critico de confort de 72 unidades.

Cuadro 2. Promedios, maximas y minimas de temperaturas ambiente, humedad

relativa y unidades de ITH por mes del afio.

Temperatura ambiente Humedad Relativa indice de
(°C) (%) Temperatura-Humedad
Mes Min. Max. Prom. Min. Max. Prom. Min.  Max.  Prom.
Enero 82 222 1438 19.2 55.0 36.2 52.7 66.4  58.7
Febrero 84 211 144 199 56.0 36.1 529 65.3 583
Marzo 13.8 27.7 27.7 16.3 512 325 577 728 72.8
Abril 183 31.7 25.0 13.2 455 26.8 62.2 78.0 69.6
Mayo 19.1 341 26.7 109 412 164 63.0 81.0 71.6
Junio 245 40.7 328 87 390 212 69.0 904 793
Julio 294 427 359 158 545 324 748 93.3 833
Agosto 29.1 435 36.7 129 548 30.6 745 946 844
Septiembre 275 409 344 16.8 56.5 34.5 725 90.6 81.4
Octubre 209 350 28.0 152 67.6 375 59.8 82.0 69.7
Noviembre 13.1 259 19.2 148 521 304 63.9 814 72.9
Diciembre 76 204 146 36.2 849 626 50.8 82.0 69.7
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4.2. Variables fisiolégicas

En el cuadro 3 se presentan los resultados de variables fisiologicas
registradas. La temperatura rectal, la frecuencia respiratoria y la temperatura de las

diferentes regiones anatomicas fueron diferentes (P < 0.01) en invierno y verano.

Cuadro 3. Efecto de época sobre respuestas fisioldgicas de vacas Holstein

lactantes.
Epoca

Variable Invierno Verano Valor de P
Condicion corporal (unidades) 3.94 £ 0.05 3.48 £ 0.04 0.4317
Temperatura rectal (°C) 38.39 £ 0.06 40.02 £ 0.05 <.0001
Frecuencia respiratoria (rpm) 47.74 +1.05 106.87 £ 0.90 <.0001
Temperaturas de la piel

Nalga (°C) 27.14 +0.32 36.38 £ 0.27 <.0001
Costado derecho (°C) 27.34 +£0.36 36.23 +£0.31 <.0001
Ubre (°C) 27.62 +0.32 36.40 + 0.27 < .0001
Cabeza (°C) 26.74 +0.24 36.25 +0.21 < .0001

Se observo que la tasa respiratoria fue dos veces mayor (106.87 vs 47.74
rom) en verano que en invierno (P < 0.01), mientras que la temperatura rectal
alcanz6 1.6 °C (40.02 vs 38.39) mas (P < 0.01) en verano (gréafica 2). Ademas, se
detectd que los principales mecanismos de termorregulacién usados por las vacas a
cualquier condicidon de estrés por calor es un incremento en la frecuencia respiratoria

y pérdidas de calor piel (cabeza y nalga) en horas de baja radiacion solar.
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Gréafica 2. Variacion de la temperatura rectal y frecuencia respiratoria por
efecto de la época del afio. ®° Diferencias entre medias altamente

significativas (P < 0.0001).
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Las temperaturas de la piel en cabeza, nalga, costado derecho y ubre se
vieron incrementadas en 36%, 34%, 33% y 32% respectivamente, y también la
temperatura rectal (4.2%) en verano cuando se compard con el grupo de vacas de
invierno (gréfica 3). En general, las temperaturas de la piel en flanco derecho, nalga,
ubre y cabeza, fueron alrededor de 10 °C mas altas (P < 0.05) en verano que en

invierno.

45 +
M [nvierno ®Verano

** **

Temperatura (°C)

Cabeza Nalga Costado Der Ubre Temperatura
Rectal
Regiones corporales

Gréfica 3. Efecto de la época sobre la temperatura de la piel en distintas
regiones corporales de vacas Holstein lactantes estresadas por calor (** indica
diferencias entre épocas a P < 0.01).
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4.3. Condicion corporal

La condicion corporal no fue afectada (P > 0.05) por la época del afio, es decir,
no difirid estadisticamente entre invierno y verano [3.54 + 0.05 vs 3.48 + 0.04
unidades respectivamente] (grafica 4). Por lo tanto, la CC fue solo numéricamente

menor en verano (P = 0.4317).
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Grafica 4. Promedios de condicidén corporal por efecto de la época en vacas

Holstein lactantes (NS = no significativo P > 0.05).
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4.4. Produccion y composiciéon de leche

En el cuadro 4 se presentan los resultados de produccién y composicion de la
leche. Las vacas presentaron similar niumero de dias en lactancia entre épocas
(133.3 + 4.63y 137.6 + 6.32 d, en invierno y verano, respectivamente). En invierno,
la produccion de leche corregida al 3.5% de grasa, energia y energia corregida en
leche fueron mayores (P < 0.01), mientras que la temperatura de la leche, el nimero
de células somaticas, asi como los porcentajes de grasa (P = 0.0003) y proteina
cruda (P = 0.0337) fueron menores, comparado con el verano. Asimismo, el
porcentaje de sélidos no grasos (P = 0.0977) solo tendi6 a incrementarse en el

verano.

Cuadro 4. Efecto de época sobre la produccién y composicion de la leche en vacas

Holstein lactantes.

Epoca
Variable Invierno Verano Valor P
Temperatura de la leche (°C) 24.69 = 0.36 33.08 £ 0.31 <.0001
Produccién de leche (kg/d) 34.07+1.01 15.96 + 0.87 <.0001
LCG al 3.5 % (kg/d) 31.47 +1.30 18.07 + 1.12 < .0001
EL (Mcal/d) 23.51+0.76 12.13 £ 0.65 <.0001
ECL (kg/d) 33.93+1.09 17.51+£0.94 <.0001
LAC (kg/d) 1.28 + 0.04 0.60 + 0.03 < .0001
Grasa (%) 3.24+0.14 3.97+0.12 0.0003
SNG (%) 9.23+0.08 9.41 + 0.07 0.0977
Proteina (%) 3.48 +0.03 3.57+0.03 0.0337
CCS (Células *1000/ml) 242.12 +160.6 467.08 + 138.05 0.2948
TCCs (unidad arbitraria) 4.39+0.32 5.32+0.28 0.0358

LCG a 3.5%= Leche corregida al 3.5% de grasa, EL = Produccidon de energia en leche,
ECL = Energia corregida en leche, LAC = Lactosa en la leche, SNG = Solidos totales no grasos
CCS = Conteo de células sométicas, TCCs = Transformacion logaritmica de CCS.
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La produccion de leche se redujo en mas del 50 % (P < 0.05) en verano,

observandose reducciones de 42 % en la produccion de leche ajustada a 3.5 % de

grasa y de 48 % en la produccion de energia y energia corregida en leche (gréafica 5).
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Gréfica 5. Efecto de la época sobre la produccion de leche en vacas Holstein

lactantes. (* P < 0.05, ** P < 0.01 indican diferencias entre época).
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Los porcentajes de grasa y proteina en leche fueron mayores (P < 0.05) en
verano. Asimismo, el porcentaje de sdélidos no grasos tendié (P = 0.0977) a
incrementarse en el verano (grafica 6). El porcentaje de grasa y el nUmero de células
somaticas en la leche se incrementd en mas del 20 %, asimismo el contenido de
proteina aumentd 2.6 % en verano, observandose una tendencia a incrementarse de
1.96 % el porcentaje de sélidos no grasos en leche y de 48.4 % en la produccion de

leche ajustada a 3.5 % de grasa en invierno (grafica 6).
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Gréfica 6. Efecto de la época sobre la composicién de la leche en vacas
Holstein lactantes. (* P < 0.05, ** P < 0.01 indican diferencias entre cada

época y NS no significativo).
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El conteo de células somaticas (CCS) sin transformar no difirid entre época,
sin embargo, cuando se utilizo la transformacion logaritmica, se observo que TCCs
fue mayor (P = 0.0358) en verano. Esta diferencia, que se muestra en la grafica 7,
se atribuye al efecto del estrés por calor al que estuvieron expuestas las vacas

lecheras durante el periodo de verano.
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Gréfica 7. Numero de células somaticas en la leche de vacas Holstein
lactantes por efecto de la época del afio. ®° literales diferentes indican

diferencias (P < 0.05).
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4.5. Metabolitos sanguineos (glucosa, triglicéridos y colesterol)

La concentracion de colesterol fue menor (P < 0.05) en verano, mientras que
la de glucosa fue mayor (P < 0.05) en la misma época. No obstante, la concentracion
de ftriglicéridos (P > 0.05) fue similar en ambas épocas (cuadro 5 y grafica 7). Sin
embargo, los niveles de glucosa presentaron un incremento de 8.49 % en verano,
contrariamente las concentraciones de colesterol disminuyeron un 30.73 % en la
misma época. Aunque los niveles de triglicéridos no fueron afectados por la época,

se observé un decremento de 16.52 % en los niveles en plasma.

Cuadro 5. Efecto de época del afio sobre la concentracion de metabolitos y

marcadores de estrés oxidativo en suero de vacas Holstein lactantes.

Epoca

Variable Invierno Verano Valor P
Glucosa (mg/dL) 51.70 £ 0.95 56.09 £ 0.81 0.0012
Triglicéridos (mg/dL) 49.53 + 4.69 41.35 £ 4.03 0.1941
Colesterol (mg/dL) 268.53 £ 8.40 186.0 £ 7.22 <.0001
TOS (umol H,0, Eq/L) 4.62 £0.28 4.94 +£0.24 0.3885
TAS (umol Trolox Eg/L) 685.35 + 23.2 489.65+19.95 <.0001
oSl (Carr U) 0.69 + 0.05 1.02 £ 0.05 <.0001

TOS = estado oxidante total; TAS = estado antioxidante total;
OSI = indice de estrés oxidativo
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Gréfica 8. Efecto de la época sobre la concentracién sérica de metabolitos de

vacas Holstein lactantes (* P < 0.05 indican diferencias entre épocas y NS

no significativo).

4.6. Variables oxidativas (TOS, TAS y OSI)

Las concentraciones de TOS fueron similares (P = 0.3885) entre las épocas,
pero el TAS fue mayor (P < 0.01) y el OSI menor (P < 0.01) en invierno que en
verano (Cuadro 5). En general los niveles de TAS cayeron 28.55 % en verano,
contrariamente el OSI incremento un 47.83 % en la misma época, asi también las

concentraciones de TOS presentaron un ligero incremento [6.93 %] (gréafica 8).

La grafica 8 muestra la variacién de los niveles séricos de pro-oxidantes

(TOS), capacidad antioxidante (TAS) e indice de estrés oxidativo (OSI) en el periodo

evaluado.
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Grafica 9. Efecto de la época sobre la concentraciéon sérica de marcadores de
estrés oxidativo de vacas Holstein lactantes (** P < 0.01 indica diferencias entre
épocas y NS no significativo con P > 0.05).
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5. DISCUSION

5.1. Condiciones Ambientales

Las condiciones ambientales (Ta, HR e ITH) extremas registradas tanto en
invierno como en verano son tipicas de regiones aridas, es decir, elevadas
temperaturas combinadas con baja humedad durante el verano y viceversa en
invierno. La mayor humedad relativa de invierno se debe a la distribucién de lluvias
gue se registra en esta region del noroeste de México. En general, la informacion
climatica sugiere que mientras que en invierno las vacas se encontraban dentro de
su zona termoneutral (5 a 25 °C; Bianca, 1976) y en condiciones Optimas para
expresar su potencial de produccién de leche, en verano se encontraron bajo EC
severo, ya que la vaca lechera Holstein empieza a sufrir las consecuencias del calor
cuando el ITH sobrepasa de 72 unidades (Armstrong, 1994; Gantner et al., 2011).
Diferentes estudios han observado una relacion importante entre el ITH y la
produccion de leche. Ravagnolo et al. (2000) sefialan que la produccion de leche,
grasa y proteina parece ser constantes a un ITH de 72 unidades. Zimbelman et al.
(2011) indicaron pérdidas en produccion de leche alrededor de 2.2 kg/d cuando el
ITH se ubica entre 65 a 73 unidades. En particular, la produccion de leche decrece
en 0.41 kg/vaca/d por cada unidad de ITH que se incrementa arriba de 69 unidades
(Bernabucci et al., 2010). Bohmanova et al. (2007) reportan diferentes porcentajes de
disminucion de produccion de leche por unidad de ITH, en un rango de 0.40 a 0.27 y
de 0.59 a 0.23 kg en Georgia y Arizona, respectivamente. West (2003) reporta
decremento de la produccion de leche en vacas Holstein de 0.88 kg por unidad de

ITH incrementado por el retardo en la media de ITH de 2 dias.
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5.2. Variables fisioldgicas

En situaciones de estrés térmico, una serie de respuestas fisiologicas,
endocrinolégicas y de comportamiento son adoptadas por el ganado lechero para
mantener la condicion homotermia ante la exposicion a altas temperaturas, que han
sido documentadas en algunos estudios (Kadzere et al., 2002; West, 2003; Collier et
al., 2005; Nardone et al., 2006; Avendafio-Reyes et al., 2006; Nienaber y Hahn,
2007; Marai et al., 2010; Joksimovi¢-Todorovi¢, et al., 2011; Baumgard y Rhoads,
2013). Cuando estos mecanismos fallan en la disipacion de la carga de calor, es
inevitable que la temperatura corporal se incremente (Berman, 2005; Cain et al.,
2006; Gaughan et al., 2009). No obstante, se sabe qué factores como estado
fisiolégico, nivel de produccién y disponibilidad de energia tienen influencia sobre los
mecanismos de termorregulacion (Kumar et al., 2011; Ganaie et al., 2013; Baumgard
y Rhoads, 2013).

Por otra parte, en este estudio, las variables temperatura rectal, frecuencia
respiratoria y temperatura de las diferentes regiones anatomicas fueron afectadas
por efecto de las altas temperaturas. De acuerdo con resultados previamente
publicados (Leagates et al., 1991, Tanaka et al., 2007b, Marai et al., 2010; Martello et
al., 2010; Baumgard et al., 2011; Joksimovié-Todorovic et al., 2011; Ganaie et al.,
2013), las vacas monitoreadas en verano presentaron mayor temperatura rectal,
frecuencia respiratoria y temperatura de las diferentes regiones de la piel donde se
midieron cuando se compara con las de invierno, lo cual se explica por las
condiciones ambientales registradas en verano. De hecho, la severidad del EC al que
estuvieron sometidas las vacas durante el verano (14.4 vs. 36.5 °C) provoco que la

tasa respiratoria de las vacas se incrementara en 1.5 veces. Se ha sefialado que la
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tasa respiratoria bajo condiciones termoneutrales fluctia entre 40 y 60 rpm en el
ganado lechero (Berman et al., 1985; Yousef, 1985; Mader et al., 2006), mientras que
en el presente estudio se registraron mas de 100 rpm en verano.

El aumento de la temperatura corporal y tasa respiratoria son mecanismos
normales por los cuales las vacas disipan el calor para mantener su condicion
homeotermia en ambientes calidos, siendo 38.5°C la temperatura corporal
considerada normal en bovinos (West et al., 2003). Por otra parte, Johnson et al.
(1980) encontraron que la temperatura corporal se correlaciona positivamente con
los cambios de temperatura a través de las épocas del afio en vacas lecheras. En
este estudio, ese valor no pudo ser mantenido por las vacas durante el verano, ya
que su promedio alcanzé 40 = 0.05 °C. Al respecto, Pollard et al. (2005) indicaron
gue el ganado lechero es capaz de mantener la temperatura corporal interna hasta
que las temperaturas superficiales de la piel son superiores a 35 °C. Si la
temperatura de la superficie de la piel esta por debajo de 35 °C, el gradiente de
temperatura interna y la piel es lo suficientemente grande para que los animales usen
con eficacia las 4 rutas de intercambio de calor (Collier et al., 2006).

Lo anterior sugiere otro posible mecanismo de termorregulacién usado por las
vacas en el presente estudio, considerando el intercambio de calor entre la superficie
del cuerpo y el ambiente. Dado que se observd que la temperatura de la cabeza,
nalga, costado derecho y ubre se vieron incrementadas (36%, 34%, 33% y 32%,
respectivamente) en verano, la temperatura del ambiente fue mayor a la del animal.
Congruente con estos resultados, varios autores (Montanholi et al., 2008; Martello et
al. 2010; Da Silva et al., 2012; Lima et al., 2013; Gil et al., 2013) reportan mayores

temperaturas en diferentes regiones de la superficie de la piel (cabeza, region
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auricular, cuello, ubre, corvejones, flancos, rodillas), dado que tienden a
incrementarse durante la exposicién a condiciones de calor y humedad. Ademas, en
condiciones de EC severo en vacas primiparas (Hernandez et al. 2011) y vacas
lactantes (Avendafio-Reyes et al. 2012), se han observado altas temperaturas en
ubre, costado derecho y nalga.

Es evidente que el ganado expuesto a condiciones de EC hace una
redistribucién del flujo sanguineo hacia la periferia en consecuencia incrementa la
temperatura de la superficie corporal (Marai et al., 2007), promoviendo la pérdida de
una mayor cantidad de calor por rutas sensibles e insensibles (Cunningham, 2002;
Kadzere et al., 2002; Collier et al., 2006). La evaporacién puede ser el medio mas
eficaz de transferencia de calor (Maia et al., 2005), dado que por cada gramo de
agua vaporizada aproximadamente se pierden 2.4 kJ de calor (Renaudeau et al.,
2012). En general, los resultados de temperatura de la piel sugieren que la
transferencia de calor a través de la piel es un mecanismo compensatorio importante

gue puede ser utilizado por vacas lactantes en condiciones de EC severo.

5.3. Condicion corporal

Una respuesta comunmente observada en ganado lechero son cambios en la
CC durante todo el ciclo de lactancia debido a un incremento en las necesidades de
energia para la sintesis de leche a partir del inicio de la lactancia y continuando con
el pico de la misma que a menudo exceden la energia disponible de la ingesta de
alimento (Roche et al., 2009). Como consecuencia, se movilizan las reservas de
grasa del cuerpo para compensar la escasez de energia necesaria para satisfacer

las demandas de produccion de leche (Bewley y Schutz, 2008). No obstante, en este
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estudio no se observo dicha respuesta en CC de las vacas por efecto de la época del
afio. Consistentemente durante el EC, adaptaciones homeoréticas actian para
reprimir la movilizacion de lipidos (Itoh et al., 1998; Shwartz et al., 2009; Rhoads et
al., 2009; Wheelock et al., 2010) a pesar de la inapetencia, similarmente observado
en ovejas estresadas por calor (Sano et al., 1983), y en cerdos con sindrome de
estrés (Hall et al.,, 1980). Se ha propuesto que este es un mecanismo natural y
evolutivo para sobrevivir a una carga de calor debido a que la B-oxidacion de AGNE
puede producir mas calor metabdlico que la de los carbohidratos (Baumgard y
Rhoads, 2007).

Aungue la CC en este trabajo solo tendié a disminuir numéricamente en
verano, es probable que las vacas estuvieron bajo condiciones de estrés severo
(83.3 unidades de ITH), por consiguiente el gasto de energia para mantener su
homeotermia se vio incrementado. De hecho, cuando un animal esta experimentando
una carga extra de calor es necesario aumentar los costos de mantenimiento
(McDowell et al., 1976; Beede y Collier, 1986), que algunos estiman de 7 a 25%
(NRC, 2001); esto supone mayor costo energético para disipar el calor almacenado.

Recientemente se ha informado que la pérdida de peso corporal de las vacas,
asociada con la utilizacién de la grasa de reserva produce un aumento de estrés
oxidativo (Bernabucci et al., 2010). Dicha relacion se confirmd por una correlacion
negativa entre el contenido de a-tocoferol y AGNE en plasma (Frei y Hidgon, 2003).
Ronchi et al. (2000) y Bernabucci et al. (2005) reportaron que las vacas con mayor
CC y una mayor disminucién de la CC son mas sensibles a estrés oxidativo.
Similarmente, se ha informado que vacas a media lactancia con CC alta (=3.5) tienen

significativamente menor potencial antioxidante en comparacion con vacas de CC
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normal [2.5-2.7] (Caleb, 2007). Consecuentemente, vacas con alta CC pueden
experimentar estrés oxidativo en ausencia de alteracion del balance energético
(O'Boyle et al., 2006). En este sentido, los niveles de ROS en vacas obesas durante
lactancia media pueden no ser suficientes para provocar un aumento de los eventos
de peroxidacion lipidica, sin embargo, el agotamiento critico de defensas
antioxidantes puede predisponer a estos animales a patologias inducidas por
oxidantes (Sordillo et al., 2009), como se ha reportado de manera similar en
humanos con obesidad (Vicent et al., 2007).

Adicionalmente, Tanaka et al. (2011) confirman la importancia de la funcion
hepatica para el mantenimiento de la CC, incluyendo el estado oxidativo en vacas.
Finalmente, Turk et al. (2013) sugieren que la movilizacion de lipidos y el estrés
oxidativo son parte de una adaptacion metabdlica compleja en un balance bajo de

energia que alcanza el equilibrio después que avanza la lactancia.

5.4. Produccion y composicion de la leche

Muchas regiones del norte de México se clasifican como zonas aridas y
semiaridas que experimentan periodos prolongados de altas temperaturas en el
verano (Chacon et al., 2010). Consecuentemente, el calor intenso en verano resulta
en fluctuaciones estacionales de la produccion de leche. Este es un problema
particular en el Valle de Mexicali, estado de Baja California, México, donde vacas
Holstein a menudo son afectadas adversamente hasta por periodos de seis meses al
afio a un calor considerable, de mayo a septiembre (Avendafo-Reyes et al., 2006).
La temperatura ambiente durante la época de verano se ubicé muy por encima de la

termoneutralidad del ganado. Consecuentemente, en el presente estudio, la
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produccion de leche fue 18.11 kg/d menor en verano que en invierno; esta reduccion
coincide también con 18 unidades mas de ITH considerando el minimo de 72 que se
registraron durante el verano (promedio de 83, rango 74-93). Es evidente que la
sensibilidad del ganado a estrés térmico se incrementa cuando se incrementa la
produccion de leche, reduciendo asi el “umbral de temperatura” (Berman, 2005).
Generalmente, en regiones templadas, el contenido de grasa y proteina
pueden promediar 0.4% y 0.2% inferior en verano en comparacion con los meses de
invierno (Collier et al., 2012). Sandhu et al. (2011) encontraron mayor produccién de
leche en la lactancia en primavera y menor en verano. Smith et al. (2013) reporta
decremento en la produccion y el contenido de grasa y proteina de la leche en vacas
Holstein estresadas por calor, consecuentemente la disminucién de la energia en
leche. Estos cambios climatico-fisiolégicos en las vacas aumentaron la ingesta de
agua, disminuy6 la produccion de leche y el consumo de alimento (Bernabucci et al.,
2002a) durante la temporada de calor. Adicionalmente, vacas altas productoras
estresadas por calor presentan problemas para mantener un volumen plasmatico
estable debido a la pérdida de liquido corporal por el jadeo y la sudoracion
(Silanikove, 1997). El hallazgo de los estudios anteriores indica que la produccion de
leche fue mayor en invierno y se vio afectada negativamente por el calor, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo. No obstante un efecto
directo del EC en la glandula mamaria daria lugar a cambios paralelos en el
contenido de componentes de la leche, éste no fue el caso porque cambios en el
contenido de grasa, proteina, y lactosa de la leche son discordante durante EC

agudo (Silanikove et al., 2009; Rhoads et al., 2009).
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Cabe mencionar que la sintesis de leche es muy sensible al estrés térmico.
Por ejemplo, la disminucién de la produccion en 35-40 % no son inusuales en vacas
lecheras (Wets, 2003), mientras que Rhoads et al. (2009), Wheelock et al. (2010) y
Baumgard et al. (2011) informaron reduccién de la produccion de leche del 21, 27.6 y
33 %, respectivamente en vacas lactantes estresadas por calor. Kamiya et al. (2005)
reportaron una reduccion de 23 % en la produccion de leche cuando la temperatura
ambiental fue superior a 28 °C y 60 % de HR. Usman et al. (2013) informaron que la
produccion de leche se redujo de 10 a 40 % en vacas Holstein durante el verano en
comparacion con el invierno en condiciones tropicales y subtropicales. En este
estudio, la temperatura ambiental promedio en verano fue de 36.7 °C y la produccion
de leche disminuyé alrededor del 50 %, lo cual sugiere, en conjunto con otros
resultados, que el nivel de produccion de leche disminuye conforme las condiciones
ambientales aumenten por encima de la zona de confort y no se cuenta con
estrategias de mitigacion del EC para ganado lechero (Kamiya et al., 2005, Martinez-
Borraz et al., 2012).

Ademas, se observd que el contenido de proteina, grasa y células somaticas
en leche fueron mayores en verano que en invierno, lo cual muy posiblemente esté
relacionado con el menor volumen de leche producido en consecuencia de la
reduccion en el consumo de alimento inducido por estrés térmico (Collier et al.,
2006). Contrario con estos resultados, Joksimovi¢-Todorovi¢ et al. (2011) reportan
menor produccion y disminucion del contenido de proteina en leche en vacas a inicio
de lactancia en verano. Aunque en nuestro estudio el porcentaje de grasa aumento
en verano, lo cual concuerda con resultados previos en vacas en clima controlado

(Schwartz et al., 2009), fue algo realmente inesperado, ya que la grasa de la leche
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por lo general decrece durante los meses de verano en establos comerciales
(Kadzere et al., 2002). Consistentemente, Staples y Thatcher (2011) indicaron que
los porcentajes de grasa y proteina a menudo se reducen (~ 0.5y 0.2 %
respectivamente) durante EC y la temporada de verano. Lo anterior confirmado
mediante una correlacibn negativa entre volumen de leche secretado y su
composicién quimica (Kamiya et al., 2005).

Es conocido que bajas temperaturas en invierno elevan produccion de leche y
el porcentaje de proteina (Broucek et al., 2006; Bahashwan, 2014). Menor consumo
de agua y mayor concentracion de grasa fue registrado por Sharma et al. (2002) en
temporada de frio. Contrariamente, en condiciones de estrés agudo, existe una
inhibicion més intensa de la secrecidén de lactosa y la secrecion de fluidos como
grasas y proteinas, que se refleja en el aumento de las concentraciones de grasa y
proteina en la leche, aunque estos aumentos no compensan la reduccion general de
la produccion (Kadzere et al., 2002; Wheelock et al., 2010). Esto coincide con los
resultados observados en el presente trabajo, relacionados con la produccién y
calidad de la leche bajo condiciones de estrés severo en verano.

Por otra parte, el porcentaje de solidos no grasos tendié (P = 0.097) a
incrementarse en el verano. Otros estudios (Tanaka et al., 2008; Kamiya et al.,
2006a; Smith et al.,, 2013) reportaron valores similares a los observados en el
presente estudio, mientras que Marko et al. (2011) indicaron que los niveles de
sélidos no grasas de la leche decrecen en periodo de calor.

Durante el presente estudio, las condiciones de EC que prevalecieron en
verano (Junio, Julio, Agosto y Septiembre con valores de ITH > 79 unidades)

provocaron que la produccion de leche, produccion ajustada al 3.5% de grasa de la
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leche, la energia y la energia corregida en leche disminuyeran drasticamente
comparado con el invierno. En vacas lecheras, la producciéon de energia en leche ha
demostrado ser una funcion lineal de la ingesta de energia metabolizable. Esta
ingesta se relaciona con la produccion de calor, una medida del metabolismo
oxidativo que esta estrechamente relacionado con el consumo de oxigeno de todo el
cuerpo en el ganado (Loéhrke et al., 1997). Por ello, una respuesta biolégica
comunmente observada en ganado lechero expuesto a altas temperaturas
ambientales es la disminucion del consumo (Beede y Collier, 1986) y la utilizacion de
algunos de los ingredientes del alimento (Rhoads et al., 2009) como medida para
reducir la produccién de calor metabdlico, situacidbn que ha demostrado afectar
negativamente la sintesis de la leche (West, 2003, Baumgard y Rhoads, 2007).

Estudios previos han demostrado que las vacas lactantes son mas sensibles a
EC (Kadzere et al., 2002; West, 2003), particularmente cuando estan a la mitad o al
final de la lactancia (Calamari et al., 1998; Spiers et al., 2004; Cincovi¢ y Beli¢, 2009).
Esto se atribuye a que al inicio de la lactancia, la productividad depende de la
posibilidad de las vacas para utilizar sus reservas de energia, mientras que despueés,
la productividad depende de la energia utilizada de los alimentos (Bertoni, 1998;
Bernabucci et al., 2010). A diferencia del periodo de transicion, el BEN durante EC se
caracteriza por la disminucién en concentracién de glucosa (Beli¢ et al., 2010), y se
correlaciona de manera importante con la disminucion de la cantidad y la calidad de
leche (Cincovic et al., 2010).

En este sentido, Schwartz et al. (2009) demostraron que las variaciones en el
consumo de alimento y produccion de leche responden a un patron ciclico de carga

de calor. Entonces, el EC reduce la sintesis de leche por mecanismos tanto directos
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como indirectos, es decir, a travées de la reduccion el consumo de alimento
(Baumgard y Rhoads, 2007). Conjuntamente, la reduccién del consumo de alimento,
gue sOlo explica aproximadamente 50 % de la caida en la produccion de leche
(Rhoads et al., 2009; Wheelock et al., 2010) y cambios postabsorcién de glucosa y
homeostasis de lipidos, puede contribuir a la reduccion adicional de la sintesis lactea
(Schwartz et al., 2009; Rhoads et al., 2013) durante la hipertermia inducida por el
medio ambiente.

Es importante sefalar que las diferencias observadas en el presente estudio
en la produccion de leche durante el verano se pueden atribuir a las diferencias en
rendimiento de lactosa en leche, que fueron de 1,277.2 y 598.2 g/d en invierno y
verano respectivamente, lo que implica que las vacas estresadas por calor
secretaron 678.9 g/d menos lactosa. Estudios previos en vacas lecheras lactantes
indican que animales estresados por calor secretan aproximadamente 200 a 400 g/d
menos lactosa en la leche (Rhoads et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Aschenbach et
al., 2010), diferencia que sugiere que el tejido extramamario utiliza ~ 225 g/d mas
glucosa bajo condiciones de EC (Baumgard et al., 2011). Ademas, la reduccién de la
sintesis de lactosa es un mecanismo clave del por qué el EC disminuye la produccién
de leche (Baumgard et al., 2011), restando importancia al uso de glucosa en la
sintesis lactea (O'Brien et al., 2010; Rohads et al., 2011), priorizando mantener la
eutérmia.

Ligado a esto, las condiciones climaticas estan asociadas con un aumento en
la incidencia de mastitis debido al aumento en la susceptibilidad a infecciones
(Hammami et al. 2013). Generalmente, el recuento de células sométicas es mas bajo

durante el invierno y mas alto durante el verano (Khate y Yadav, 2010, Sharma et al.,
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2011), debido a condiciones favorables de temperatura y humedad (Harmon, 1994;
Nardone et al.,, 2010). Congruentemente, en el presente estudio se observd que
existe relacion de la época sobre el numero de células somaticas. Similarmente,
Smith et al. (2013) indicaron un incremento en la concentracién de células sométicas
por efecto del EC de verano, tanto en ganado Holstein como Jersey. En otro estudio
también reportaron dicho incremento en numero de células somaéticas bajo
condiciones de altas temperaturas (Hammami et al., 2013). Adicionalmente, Yilmaz
et al. (2013) informaron de un incremento en el CCS durante el verano en
condiciones de climas mediterraneos en vacas de razas Holstein, Brown Swiss y
Montbelliard.

Debe destacarse que vacas lecheras de alta produccidon son mas propensas a
desarrollar estrés oxidativo y la situacion se puede agravar bajo ciertas condiciones
ambientales, fisioldgicas y alimenticias (Bernabucci et al., 2002, 2005; Castillo et al.,
2005; Lohrke et al., 2005). Cuando se produce un perturbador de la homeostasis, los
procesos oxidativos conducen a estrés oxidativo que en vacas lecheras de alta
produccién causan inflamacién de la gldndula mamaria (Sordillo et al., 2009). El
estrés oxidativo conduce a menor resistencia de la invasion de patdégenos, aumenta
la probabilidad de aparicion de condiciones inflamatorias y especialmente de mastitis
(Jozwik et al., 2012a). Alto CCS en la leche se asocia positivamente con alta
concentracion de MDA en la leche (Suriyasathaporn et al., 2006), en consecuencia,
mas radicales libres se liberan y surge un estado de estrés oxidativo (Kleczkowski et
al., 2004).

Sin embargo, la especificidad de estrés oxidativo y su relacion con la mastitis y

otras enfermedades es aun una cuestion compleja. Por un lado se ha sugerido un
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mayor nivel de Oxido nitrico y menor contenido de acido ascoérbico en suero
sanguineo de animales con mastitis (JOZwik et al., 2012b; Sordillo et al., 2009; Padilla
et al.,, 2006) en animales sanos. Por otro, se han encontrado altos niveles de
hidroperoxido de lipidos en los eritrocitos de vacas con mastitis. Un reducido
contenido de ascorbatos y aumento de los productos de peroxidacion de lipidos
indica que hay una relacion entre la mastitis y estrés oxidativo (Jozwik et al., 2012b).
Weiss et al. (2004) confirmaron la relacion entre mastitis y la aparicion de estrés
oxidativo y Bonga et al. (2008) encontraron que existe variabilidad del nivel de MDA
en vacas con alto niamero de células somaticas como resultado tanto de la influencia
o0 interaccion con otros factores (cambios patologicos o un estrés considerable). Otro
hecho es el aumento de radicales libres durante la mastitis que se asocia
principalmente con la disminucion de defensas antioxidantes (Abd, 2013).
Coincidentemente, en el presente estudio se observo que la capacidad antioxidante
disminuy6 y aumenté la CCS, confirmando el alto indice de estrés oxidativo durante

la época de verano, lo que indica que la salud de la ubre se vio comprometida.

5.5. Metabolitos sanguineos

Varias investigaciones indican el papel fundamental de la cuantificaciéon de
metabolitos sanguineos, hormonas tiroideas y glucocorticoides en la produccion de
calor enddgeno y su regulacion (Bertoni et al., 1998; Ronchi et al., 1999), ademas de
proveer evidencias de la capacidad de adaptacién de un animal a los cambios
ambientales mediante la alteracion de su actividad metabdlica (Bernabucci et al.,
2010). Sin embargo, se debe considerar el efecto de la época y las condiciones

climaticas, ya que Giuliotti et al. (2004) demostraron que existe una relacion entre los
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metabolitos plasmaticos y la alimentacion de los animales. Esto provoca variaciones
estacionales de algunos parametros metabdlicos relacionados con el aporte de
energia-proteina, como colesterol, triglicéridos y albumina (Quintela et al., 2011). El
presente estudio mostré que las concentraciones séricas de glucosa fueron mayores
(56.09 vs 51.70 mg/dL) en verano, mientras que Avendafo-Reyes et al. (2010)
encontraron menor concentracion (48.41 mg/dL) en vacas lactantes bajo estrés
severo; ademas, Giuliotti et al. (2004) y Avendafo-Reyes et al. (2012) reportaron
valores similares (54.7 y 55.56 mg/dL, respectivamente) en verano. De la misma
forma, Quintela et al. (2011) mostraron valores similares (55.11 mg/dL) durante el
periodo primavera-verano. Sin embargo, Rohads et al. (2009), Wheelock et al. (2010)
y Baumgard et al. (2011) informaron mayor concentracion de glucosa (62.6, 67.7 y
65.3 mg/dL, respectivamente) en vacas estresadas por calor en condiciones
controladas. Estas diferencias en la disponibilidad de glucosa estan asociados con
una reprorizacion en la particibn de nutrientes postabsorcion para aminorar los
efectos negativos del EC (Rhoads et al., 2009).

Otra posible respuesta puede ser la reduccién en la absorcion de glucosa en
el tejido mamario, un tejido no sensible a insulina, al menos desde un punto de vista
captacion de glucosa (Baumgard et al., 2011). En gran medida, esta sensibilidad
sistémica dependiente de la secrecion pancreatica de insulina estimulada por
glucosa favorece la liberacion hepéatica de glucosa (O'Brien et al., 2010; Wheelock et
al., 2010), mecanismo que puede considerarse como una adaptacién metabdlica
clave que los animales experimentan para maximizar la utilizacion de la glucosa, y
esto es presumiblemente un mecanismo empleado para sobrevivir a una carga

térmica (Wheelock et al., 2010). Similarmente, atletas estresados por calor
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consistentemente han aumentado la produccion hepatica de glucosa y mejorado en
todo el cuerpo la oxidacién de carbohidratos a expensas de los lipidos (Febbraio,
2001; Jentjens et al., 2002). El aumento de la produccion de glucosa hepatica se
origina tanto del aumento de la glucogendlisis (Febbraio, 2001) como de la
gluconeogénesis (O’Brien et al., 2008). Esto aunado a un incremento de la capacidad
intestinal de absorcién de glucosa [via GLUT1] (Garriga et al., 2006) y mayor
capacidad renal de reabsorcién de glucosa [via GLUT1] (lkari et al., 2005) durante
estrés térmico.

En contraste, el EC puede alterar multiples rutas insulino-dependientes e
independientes de la captacion de glucosa y es probable que tejidos especificos,
principalmente tejido hepatico, adiposo y muscular (Baumgard y Rhoads, 2013),
independientemente de la ingesta de alimento o del estatus energético. Sin embargo,
vacas estresadas por calor son hipoglucemiantes, es decir, tienen bajos niveles de
glucosa en sangre, lo cual es consistente con estudios anteriores en vaquillas
(Nardone et al.,, 1997; Ronchi et al.,, 1999) y vacas lactantes (Abeni et al., 2007;
Rhoads et al., 2009), aunque contrario a lo observado en este estudio.

Adicionalmente, durante el periodo evaluado los niveles de colesterol en
plasma fueron bajos (268.53 vs 86.0 mg/dL) en verano y la concentracion de
triglicéridos no variaron entre épocas. Aungue mayor concentracion seérica de
triglicéridos observada en el invierno podria ser debido a una menor utilizacion de
lipidos por los tejidos periféricos en este periodo. Por otra parte, Bernabucci et al.
(1999) reportaron menor concentracion de colesterol plasméatico en verano que en
primavera. Mientras que Abeni et al. (2007) encontraron una ligera reduccién en

colesterol y triglicéridos en los periodos mas calurosos. Quintela et al. (2011)

-58-



indicaron valores bajos de colesterol y triglicéridos durante primavera-verano en
comparacién con otofio-invierno. Avendafio-Reyes et al. (2010, 2012) no
encontraron diferencia en las concentraciones plasmaticas de glucosa, colesterol y
triglicéridos en vacas lactantes en condiciones de estrés agudo. Esto sugiere que el
perfil metabdlico en vacas lecheras puede estar influenciado por las condiciones
climaticas. Asi mismo, puede ser indicativo de la reduccion de la actividad del
higado, observada anteriormente por Ronchi et al. (1999) y Bernabucci et al. (2010),
y en parte podria explicar valores mas bajos de colesterol en plasma que los
observados en nuestro estudio durante el periodo méas caluroso o por un aumento en
la utilizacion de lipidos por los tejidos periféricos observado durante el EC. Sin
embargo, no asi los niveles constantes de triglicéridos.

Cabe mencionar que se esperaba una mayor concentracion de colesterol en
las vacas en verano debido a que los animales inapetentes hacen uso de los lipidos
para generar energia. Mas aun, porque el EC agudo causa un marcado incremento
en niveles circulantes de cortisol, epinefrina y norepinefrina (Collier et al., 2005), los
cuales estimulan la lipdlisis de los adipocitos y la movilizacién de &cidos grasos no

esterificados (Beede y Collier, 1986).

5.6. Variables oxidativas (TOS, TAS, OSi)
5.6.1. Status oxidativo total en plasma (TOS)

La intensificacion en la produccién de leche junto con factores ambientales
adversos conlleva a un aumento en los niveles de estrés oxidativo en vacas lecheras
(Kumar et al.,, 2011). EI mayor TOS en verano observado en el presente estudio

sugiere que el EC caus6 un aumento en la generacion de ROS, que normalmente
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son neutralizadas por los sistemas enzimaticos y no enzimaticos de los organismos.
Estudios previos han indicado incremento del nivel de oxidantes en vacas lecheras
lactantes estresadas por calor (Harmon et al., 1997; Liangrong et al., 2007; Tanaka et
al., 2008, 2011). Asimismo, Calamari et al. (1999) reportaron una reduccion
significativa en las concentraciones de acido ascoérbico y antioxidantes solubles en
lipidos (la vitamina E y B-caroteno) en vacas estresadas por calor a inicio y media
lactancia. Contrariamente, Trout et al. (1998) sefialaron que no hay efectos de EC
sobre la concentracion de antioxidantes solubles en lipidos (3-tocoferol, p-caroteno,
retinol y retinylpalmitate) y sobre la concentracion de MDA en el musculo. Por otra
parte, Lohrke et al. (2005) reportaron que la concentracién de hidroperéxidos de
lipidos séricos en LDL se correlacion6 positivamente con la produccion de leche, lo
gue sugiere que el nivel de la produccion de leche puede contribuir al nivel de los
procesos oxidativos.

En general, la produccion de leche ha aumentado sustancialmente durante los
altimos afos, como resultado del incremento de la densidad de nutrientes en la dieta
de las vacas. Este aumento se ha logrado principalmente mediante la alimentacion
con mas concentrados y menos forraje (Wheelock et al., 2010; Abuelo et al., 2011a).
Precisamente, la importancia del manejo nutricional en relacion con estrés oxidativo
guedo claro en un estudio realizado en ovinos (Castillo et al., 2001). Varios estudios
han indicado que dietas altas en granos o carbohidratos fermentables (Andrews et
al., 2006; Sgorlon et al., 2008); conducen a un aumento de estrés oxidativo en vacas
lecheras en lactancia (Gabai et al., 2004; Hou et al. 2008; Yongging et al., 2013),
ademas son mas susceptibles a desarrollar un estado antioxidante inadecuado

(Lohrke et al., 2004). Asi mismo, reduccion del metabolismo oxidativo de la glucosa
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durante EC puede resultar en disfuncién mitocondrial e incremento en la generacion

de ROS (Rhoads et al., 2013).

5.6.2. Status antioxidante total en plasma (TAS)

El mayor TAS en invierno observado en este estudio sugiere que las
condiciones ambientales de esta época resultan en una menor generacion de ROS
en ganado lechero en produccion. Por tanto, niveles altos de TAC en vacas lactantes
pueden explicarse en parte por las diferencias en el contenido de nutrientes de las
dietas, ya que son bajas en fibra y contienen un mayor contenido de energia,
proteinas y antioxidantes, especialmente las vitaminas Ay E (NRC, 2001) o debido a
la variacion en la disponibilidad y contenido de antioxidantes de los forrajes basales
por efectos estacionales (Giuliotti et al., 2004). Similarmente, Fike and Saker (2005)
observaron mayor concentracién de antioxidantes en invierno y decremento de los
niveles de SOD en verano, cuando el EC probablemente habria sido mayor.

Ademas, se ha demostrado una correlacion directa entre las defensas
antioxidante/capacidad de resistir el estrés oxidativo a través de las especies
(Bernabucci et al., 2013). Mudron et al. (1999) indicaron que el FRAP es mayor en
vacas en lactancia tardia y mas baja en las vacas secas. De igual forma, Mandebvu
et al. (2003) reportaron valores altos de TAC en invierno y verano en vacas lactantes,
mientras que Castillo et al. (2003) encontraron mayor concentracion plasmatica de
hidroperoxidos de lipidos en las vacas durante el periodo de lactancia, sin una
alteracion concomitante de TEAC en plasma. No obstante, Turk et al. (2013)
sefalaron disminucion de TAS una semana antes del parto, indicando asi un bajo

estado antioxidante y el estrés oxidativo en el periodo de transicion en vaquillas.
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Es importante recalcar que la variacion en la capacidad antioxidante durante la
lactancia probablemente podria estar relacionada con el agotamiento de los
antioxidantes liposolubles que se transfieren a la leche (Wachter et al., 1999; Castillo
et al., 2003). Por otra parte, Albera y Kankofer (2010) encontraron una tendencia
creciente de TAC en la segunda lactancia, mientras que la actividad de GSH-Px fue
opuesta al comparar vacas post parto durante su primera y segunda lactancia. Los
mismos autores sefialan un aumento significativo de los parametros antioxidantes,
mientras que el contenido de grupos sulfhidrilo tendié a disminuir y fluctuar la
intensidad de la peroxidacion de lipidos en las vacas y sus crias (Albera y Kankofer,
2011). Bardos et al. (2000) y Gaal et al. (2006) mencionaron que en el parto, los
valores plasmaéticos de TAC fueron dos veces mas altos en terneros recién nacidos
como en sus madres. En concordancia, Hojo (1986) mencion6 que la actividad de
GSH-Px en la leche de vacas decrece durante la lactancia. Pedernera et al. (2010)
observaron mayor concentracién de BAP entre la 1, 3 y 5 semana de lactancia y la
concentracion de ROS fue opuesta en el mismo periodo, en vacas lecheras durante
la lactancia temprana. Similares resultados fueron reportados por Celi y Raadsma,
(2010b) en vacas en media lactancia. Celi (2013) encontrd una correlacion negativa
entre AOPP y la produccion de leche, que sugiere que estrés oxidativo puede estar
involucrado en algunas funciones fisiologicas pertinentes, tales como la produccion
de leche.

Por su parte, Aitken et al. (2009) encontraron que en vacas posparto, la
expresion geénica del pro-oxidante 15-lipoxigenasa 1 se incrementa en forma
importante en el tejido mamario de vacas lecheras, ademas de observar altas

correlaciones positivas entre distintas enzimas antioxidantes, lo que sugiere la
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generacion de respuestas protectoras de estos antioxidantes a posibles estados
inflamatorios. Estas respuestas pueden ser disminuidas cuando los partos de las
vacas se presentan en la época calida de verano. Al respecto, Sakatani et al. (2012)
observaron que los niveles de GSH, TBARS, SOD y GSH-Px en eritrocitos fueron
menores en verano que en invierno en vacas no lactantes, concluyendo que las altas
temperaturas del verano son un factor que determina un aumento en el estrés

oxidativo en vacas Negras Japonesas.

5.6.3. indice de estrés oxidativo (OSI)

La estimacion completa de la actividad pro y antioxidantes es la mejor
herramienta en la determinacién de la intensidad del estrés oxidativo, dado que
oxidantes y antioxidantes son efectos aditivos. Cuando se miden s6lo unos pocos
parametros, los niveles pueden permanecer sin cambios o disminuir, a pesar de que
el estado real oxidante aumenta o viceversa (Erel, 2005; Albera y Kankofer, 2010,
2011). El OSI se defini6 como la proporcion de TOS a nivel de TAS (Abuelo et al.,
2011a; Celi, 2011a). Un valor estandarizado no existe para los niveles OSI.

En la actualidad no hay un punto de acuerdo sobre si las vacas experimentan
estrés oxidativo en el periodo periparto, ya que algunos estudios lo han sugerido
(Bernabucci et al.,, 2005; Castillo et al., 2005) y otros no reportan ningun desafio
(Wullepit et al., 2009; Dobbelaar et al., 2010). Sin embargo, Abuelo et al. (2013)
encontraron gque las vacas experimentaron un desafio oxidativo después del parto e
inicio de lactancia, lo cual coincidié con un estudio en medicina humana en el que la

relacion entre el nivel de estrés oxidativo y la patologia fueron mayores cuando las
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mediciones de oxidantes y antioxidantes de defensa se combinaron en una
proporcion (Sharma et al., 1999).

No obstante, dada la naturaleza de estos resultados, resulta dificil hacer
comparaciones con trabajos previos. El indice de estrés oxidativo fue mas alto en
verano en relacion al invierno, lo cual puedo deberse que las vacas estuvieron bajo
condiciones de EC severo, lo que conlleva a la activacion de respuestas fisiologicas
como incremento de la tasa respiratoria, reduccion del consumo de alimento,
incremento del consumo de agua, en consecuencia la reduccion de la produccién de
leche, todo ello para reducir la produccion de calor metabdlico, consecuentemente
estos mecanismos estan directamente relacionados con el incremento de la
produccion de ROS. Abuelo et al. (2011a, 2013) observaron el mayor valor de OSI
en vacas en su pico de lactancia, mientras que Pedernera et al. (2010) observaron
alto nivel de OSI en vacas de baja produccién asociado con altas concentraciones de
ROS. Ademas, Celi (2013) reportd valores significativamente bajos de OSI en los
meses de abril y junio en vacas lactantes suplementadas con yerba mate.

Lo anterior concuerda parcialmente con los resultados observados en el
presente estudio, lo que puede deberse a diferencias fisiolégicas inherentes a los
animales utilizados y las condiciones ambientales en las que fueron desarrollados los
experimentos. Sin embargo, se debe poner atencion al interpretar estos resultados,
dado el reducido numero de unidades experimentales y variaciones fisiologicas de
los marcadores en éstas. Dicha variacion previamente informada por Castillo et al.
(2005, 2006) en vacas lecheras periparto, con muchos factores que influyen en ella.
Estas variaciones fueron confirmadas recientemente en los estudios de Albera y

Kankofer (2010, 2011). Por otra parte, el menor OSI en invierno se podria explicar
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por la ausencia de factores ambientales estresantes, aunado a un mayor aporte de
energia, proteina y antioxidantes en la dieta y mayor disponibilidad y calidad del
contenido de antioxidantes de los forrajes basales de la dieta. Esta hipétesis podria
ser apoyada por las conclusiones de Wachter et al. (1999) y Pedernera et al. (2010),
quienes indican que el consumo de forraje se asocia positivamente con la actividad
antioxidante del plasma.

Es posible que ante la falta de valores de referencia para ROS y TAS en vacas (Celi,
2011b) y al hecho de que pocos estudios se han realizado en esta area, las causas
del EO sean dificiles de identificar. Sin embargo, con el fin de estudiar EO durante el
periodo de lactancia y su impacto en la productividad del ganado bajo condiciones de
EC, se debe establecer un rango normal para los diferentes marcadores biolégicos
de este proceso. Dicho procedimiento ha sido utilizado con éxito en un estudio de la
fertilidad humana (Sharma et al., 1999) y permitiria una mejor interpretacion basada
en la evidencia de los resultados de diversos estudios en vacas lactantes que

actualmente parecen contradictorios.
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6. CONCLUSIONES

Bajo condiciones de estrés calérico severo en verano se observo
comprometida la capacidad termorregulatoria de vacas lactantes dada su
temperatura rectal que alcanzé 40 °C, al igual que las temperaturas de la superficie
de la piel aumentaron 10 °C. Sin embargo, los mecanismos termorregulatorios no
fueron suficientes para disipar la carga de calor, situacion que originé un incremento
en la frecuencia respiratoria como principal mecanismo para disipar la carga de calor
acumulada. También se concluye que el estrés calorico decrece la capacidad
antioxidante en vacas Holstein lactantes a media lactancia, ya que presentaron
mayor indice de estrés oxidativo, posiblemente debido a la reducida disponibilidad de
antioxidantes (por la reduccién de la ingesta) y al incremento en la produccion de
radicales libres por efecto del estrés cal6rico. Asimismo, se observdé una marcada
reduccion (50%) de la produccién de leche aunada con un aumento en la produccion
ROS durante el verano, cuya causa no esta clara. Finalmente, el mayor indice de
estrés oxidativo se encontré durante la época de verano, lo que indica que el animal

es mas susceptible en esta época para desarrollar estrés oxidativo.

Con base en estos resultados, se concluye que el estrés por calor en verano
causa efectos negativos en la fisiologia y productividad de las vacas lecheras
Holstein. Esto indica la importancia de suplementar compuestos antioxidantes en
verano a vacas lecheras en lactancia en combinacion contar con estrategias
ambientales que eviten una drastica caida en produccion de leche durante los meses

de altas temperaturas.
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