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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la aplicacién de un suplemento
mineral inyectable basado en fésforo (P), selenio (Se), potasio (K), magnesio (Mg) y
cobre (Cu), sobre la eficiencia productiva, reproductiva y respuestas fisiolégicas de
vacas Holstein estresadas por calor. Dieciséis vacas fueron asignadas a uno de dos
tratamientos usando un disefio de bloques completos al azar. El numero de
lactancias (una o mas de una) fue considerado como factor de bloqueo. Los
tratamientos fueron: Suplementado (SUP; n = 8), vacas tratadas con minerales, y
Testigo (TES; n = 8), vacas no tratadas. La temperatura ambiental y la humedad
relativa se midieron para estimar el indice temperatura-humedad (ITH). Variables
productivas vy fisiol6gicas fueron registradas dos veces al dia (05:00 y 17:00 h), dos
dias por semana, durante 6 semanas. Para evaluar la eficiencia reproductiva, todas
las vacas fueron sometidas a un programa de inseminacion artificial a tiempo fijo
(IATF) utilizando el protocolo de sincronizacion CIDR-Synch. Durante y después de
la aplicacion del protocolo, variables asociadas a la actividad ovéarica y la
concentracion de hormonas esteroidales fueron registradas. El diagnostico de
gestacion se realizé 35 d después de la IATF. Durante el experimento, todas las
vacas permanecieron bajo condiciones de estrés por calor (p. €j., temperatura = 29.8
+ 4.7 °C, ITH = 79.4 + 4.3 unidades); sin embargo, el suplemento mineral parenteral
impact6 positivamente (P < 0.05) variables fisiol6gicas relacionadas con la respuesta
al mismo disminuyendo la frecuencia respiratoria y temperaturas de pierna y ubre.
Para variables productivas, el suplemento mineral aumentd soélidos no grasos,
densidad, proteina y lactosa en leche, disminuyendo su punto de congelacién (P <
0.05). En el aspecto reproductivo, el suplemento mineral aumenté (P < 0.05) las
concentraciones séricas de progesterona y estrogenos. Adicionalmente, la tasa de
concepcion de vacas suplementadas con minerales resultdé mejor que la de vacas no
suplementadas (P < 0.05). En conclusion, los resultados sugieren gque la aplicacién
de un suplemento mineral a vacas Holstein estresadas por calor, podria contrarrestar
algunos efectos negativos del mismo sobre la fisiologia y las habilidades productiva y

reproductiva del ganado lechero.

Palabras clave: suplemento mineral, estrés por calor, ganado Holstein.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of the application of an
injectable mineral supplement based on phosphorus (P), selenium (Se), potassium
(K), magnesium (Mg) and copper (Cu), on the productive and reproductive efficiency,
as well as on physiological responses of heat-stressed Holstein cows. Sixteen cows
were assigned to one of two treatments using a randomized complete block design.
Number of lactations (one or more than one) was considered as the block factor and
treatments were: Supplemented (SUP; n = 8), mineral-treated cows, and Control
(CON; n = 8), non-treated cows. Ambient temperature and relative humidity were
collected to estimate the temperature-humidity index (THI). Productive and
physiological variables were registered twice-a-day (05:00 and 17:00 h), twice-a-
week, for 6 weeks. In order to evaluate the reproductive efficiency, all cows were
subjected to a fixed-time artificial-insemination (fixed-time Al) program utilizing the
CIDR-Synch protocol. Pregnancy diagnosis was carried out 35 d after the fixed-time
Al. During the experiment, all cows were under heat stress conditions (i.e.,
temperature = 29.8 £ 4.7 °C, THI = 79.4 * 4.3 units); however, the parenteral mineral
supplementation impacted positively (P < 0.05) on physiological variables related to
heat stress response reducing respiratory rate and leg and udder temperatures.
Among productive variables, mineral supplementation increased solids-non-fat,
density, protein and lactose of milk, reducing its freeze point (P < 0.05). Within
reproductive variables, the mineral treatment increased (P < 0.05) serum
concentrations of progesterone and estradiol. Moreover, the conception rate of the
mineral-treated group was higher than the one of the non-treated group (P < 0.05). In
conclusion, these results suggest that the injectable mineral supplementation of heat-
stressed Holstein cows could counteract some of the negative effects of heat stress

on the physiology, productive and reproductive efficiencies of dairy cattle.

Key words: mineral supplementation, heat stress, Holstein cattle.



l. INTRODUCCION

El estrés por calor (EC) es uno de los mayores retos a los que se enfrenta la
industria lechera ubicada en zonas aridas debido a que ejerce efectos negativos
sobre la produccion, la reproduccién y el bienestar del ganado (West, 2003a;
Nardone et al., 2010). Ante situaciones de hipertermia, la vaca lechera realiza una
serie de cambios homeocinéticos que tienen como propdsito mantener normotermia
(Collier et al., 2006; Hansen, 2009). Uno de dichos cambios es el redireccionamiento
del flujo sanguineo hacia la periferia del cuerpo para favorecer las pérdidas de calor
por vias no evaporativas (Sjaastad et al., 2010). No obstante, las pérdidas de calor
no evaporativas disminuyen a medida que la TA aumenta por encima de la
temperatura ambiente critica minima (25 a 26 °C), por lo que el calor requiere ser
disipado evaporativamente mediante sudor y respiracion (Coppock et al., 1982;
Berman et al., 1985; Du Preez, 2000). Ademas, la vaca reduce el consumo de
alimento y la produccion de leche para evitar una mayor produccion de calor
metabdlico (Hansen y Aréchiga, 1999; Rhoads et al., 2009). En conjunto, todos estos
ajustes comprometen la capacidad productiva y la composicion de la leche, ya que
ocurre una reduccion en el suministro de nutrientes para su sintesis (West, 2003a;
Pragna et al., 2017; De Rensis et al., 2017). En el ambito reproductivo, el EC reduce
la funcionalidad de érganos como utero, ovarios y cuerpo lateo (CL), lo cual causa
afectaciones en el crecimiento folicular, secrecion de gonadotropinas,
esteroidogénesis, desarrollo de ovocitos, incluso en las respuestas endometriales
uterinas (Wolfenson y Roth, 2018; Devi et al., 2019). Todo lo anterior conlleva a
dramaticas reducciones en las tasas de fertilidad durante la época célida (De Rensis

et al., 2017).



La adicion de minerales representa una estrategia nutricional para
contrarrestar los efectos negativos del EC (Kumar, 2015). Los minerales participan
en la produccion de leche (Guerra-Liera et al., 2012), asi como en la sintesis y
funcién de enzimas que protegen al organismo de dafios causados por EC (Kamada
e lkumo,1997; Khorsandi et al., 2016; Krishnan et al., 2017). Existen reportes que
sugieren que la administracion de minerales puede mejorar algunos indicadores
fisiol6gicos relacionados al EC (Chauhan et al., 2015; Pusta et al., 2018), asi como la
habilidad productiva (Khorsandi et al., 2016) y reproductiva del ganado (Basini y
Tamanini, 2000; Sangha et al., 2002; Senosy et al. 2018). Sin embargo, muchos de
los estudios en donde adicionan minerales lo hacen en conjunto con vitaminas y
antioxidantes (Aréchiga et al., 1998; Sejian et al. 2014), lo cual podria enmascarar los
efectos directos de los minerales. Ademas, entre los estudios restringidos al uso
exclusivo de minerales (De Boer et al., 1981; Oltramari et al., 2014), existe
heterogeneidad con respecto a los minerales administrados, lo cual complica la
comprension del mecanismo de accién de cada uno debido al surgimiento de
interacciones entre minerales dependiendo de la combinacion especifica utilizada en
cada producto comercial (Lopez-Alonso, 2012). El suplemento utilizado en este
estudio ha sido probado en ganado de carne en pastoreo (Penteado et al. 2017;
Pessoa et al. 2017); sin embargo, sus efectos no han sido estudiados en ganado
lechero estabulado bajo condiciones de EC. Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio fue determinar el efecto de la aplicacion de un suplemento mineral inyectable
basado en fésforo (P), selenio (Se), potasio (K), magnesio (Mg) y cobre (Cu), sobre
la eficiencia productiva, reproductiva y respuestas fisiolégicas de vacas Holstein

estresadas por calor durante el verano.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Panorama actual de la produccién lactea
2.1.1 Nacional y estatal

La leche es un alimento basico para el consumo humano debido a sus
propiedades nutricionales, por lo tanto, es uno de los productos pecuarios con mas
produccion en el mundo (FAO, 2016). La produccion de leche bovina, es una de las
ramas de la ganaderia de mayor relevancia a nivel nacional, ya que no soélo se le
confiere un alto valor por su aporte nutricional, sino que juega un papel fundamental
dentro de la economia de los sectores primario e industrial (Gallardo-Nieto, 2004). De
acuerdo a un informe de SAGARPA (2018), la leche representa el tercer producto
pecuario de mayor importancia econémica en México, representando el 17.22% del

producto interno bruto pecuario nacional.

Durante el afio 2016, México ocup06 la novena posicidbn en la produccion
mundial de leche y tres de cada cien litros (L) que se produjeron en dicho afio en el
mundo fueron de origen mexicano. Para finales del 2016, se produjeron 11, 607
millones 493 mil L de leche, es decir, cerca de 32 millones por dia (SIAP, 2016). Sin
embargo, aln con tales resultados, la produccién de leche todavia no logra satisfacer
la demanda del consumo. Para marzo de 2017, las necesidades de abasto nacional
de leche en polvo fueron de 121 mil 963 toneladas, de las cuales 61% fueron
importaciones. El volumen preliminar de importaciones para el primer trimestre de
2017 fue de 74 mil 493 toneladas; 18.4% mayor al mismo periodo en 2016 (SIAP,

2017).



El estado de Sonora tuvo una produccion de leche de 116 millones 714 mil L
en 2016, misma que fue valorada en 744 millones 823 mil pesos. Dentro de las
zonas productivas del estado, Cajeme fue el municipio lider al aportar 40% de la
produccion estatal (SAGARHPA, 2017). No obstante, la produccion de leche en esta
entidad se encuentra desafiada por las condiciones climaticas de la misma, ya que
de acuerdo con Leyva-Corona et al. (2008a), las condiciones ambientales de verano
se caracterizan por periodos prolongados de alta temperatura ambiental (TA), a los
gue posteriormente se suman aumentos graduales de humedad relativa (HR). Esta
combinacion de fendmenos ambientales resulta sumamente adversa para el ganado

lechero, ya que lo conducen a EC.

2.2 Estrés por calor y zona termoneutral

En términos simples, el EC se define como la suma de las fuerzas externas
gue actuan sobre el organismo animal y provocan un aumento en su temperatura
corporal (Yousef, 1985). Desde el punto de vista termoregulatorio, la vaca lechera se
clasifica como un animal homeotermo que mantiene su temperatura corporal
relativamente constante dentro de un rango fisiolégico estrecho (Stermer et al.,
1986). No obstante, debido a su alta capacidad productiva, el ganado lechero posee
un metabolismo que genera mas calor endégeno que otras especies, por lo que la
regulacion de su temperatura corporal depende en gran medida de un continuo y
delicado intercambio de calor con el medio ambiente (Vercoe, 1999). Existe un rango
de TA dentro del cual, la vaca no gasta energia adicional por encima del
mantenimiento para calentar o enfriar su cuerpo (West, 2003b). Dicho rango se

denomina Zona Termoneutral (ZTN) y dentro de ella, la vaca puede realizar ajustes



fisiol6égicos enfocados a mantener la temperatura corporal dentro del rango fisiolégico
normal (38 a 39.1°C; Alzahal et al., 2009), sin necesidad de hacer cambios
significativos en su actividad metabdlica (Dash et al., 2016). Berman et al. (1985),
mencionaron que vacas Holstein pueden mantener una temperatura corporal normal
mientras TA no rebase 25 o 26 °C. De manera mas detallada, Johnson (1987)
menciond que para vacas lactantes ZTN se ubica entre —0.5 y 20 °C. Por su parte,
Collier et al. (2012) comentaron que la ZTN de vacas Holstein lactantes oscila entre -
5y 23.9 °C. En general, cuando TA supera el limite superior de ZTN (~ 25°C) y
existen porcentajes de HR mayores al 45 o 50% (Johnson, 1985; Berman et al.,
2006), se presenta EC en la vaca lechera, ya que el calor corporal no puede ser
disipado al exterior (Kadzere et al., 2002). Ante la presencia de EC, ocurre una serie
ajustes fisioldgicos y conductuales en las vacas con el fin de eliminar calor y
mantener la temperatura corporal dentro del rango fisiologico normal (Khalifa, 2003;
Da Silva, 2012; Sailo y Das, 2016). Por ejemplo, las vacas tienden a reducir su
consumo de alimento y su actividad fisica, asi como a aumentar su frecuencia
respiratoria (FR) y el flujo sanguineo hacia la periferia, en un intento de evitar generar
mas calor enddgeno y lograr perder calor por medios evaporativos (West, 2003a).
Sin embargo, todas estas respuestas tienden a afectar elementos clave de la vida
animal como el crecimiento, el desarrollo y la salud, asi como evidentemente la
productividad y la eficiencia reproductiva en animales adultos (Johnson, 1985; Hahn,

1995; Collier y Gebremedhin, 2015).



2.3 Factores ambientales relacionados con el estrés por calor

De acuerdo con diversos autores (Buffington et al., 1981; Armstrong, 1994; Du
Preez, 2000), los factores ambientales que tienen mayor influencia sobre la
productividad del ganado lechero son TA y HR, ademas de radiacion solar (RS) y
velocidad del viento (VV). La TA es probablemente la variable mas investigada y al
mismo tiempo la mas utilizada como indicador de EC (Arias et al., 2008). Lo anterior
se debe a que el intercambio de calor entre la vaca y su entorno se encuentra
regulado por un gradiente térmico que establece que, el calor siempre migra de
donde hay méas a donde hay menos calor, con la finalidad de equilibrar las
temperaturas (Precht et al., 1973; Khalifa, 2003). El éxito de mecanismos de
disipacion de calor tales como conduccion, conveccion y radiacion, depende de que
la temperatura corporal sea mayor que la ambiental, de lo contrario, son
practicamente ineficientes (Collier et al., 2006). La variacion diurna en TA se
relaciona en gran medida con la latitud de la region geografica en cuestion, puesto
que latitudes mas cercanas al ecuador se caracterizan por presentar TA lo
suficientemente elevadas para propiciar la aparicion del EC (West, 2003a). Aunque
TA se reconoce como el principal factor desencadenante de EC, por si sola no suele
ser una expresion adecuada del impacto completo que tiene el medio ambiente sobre

la fisiologia del ganado bovino (Nienaber y Hahn, 2004).

Lo anterior se debe a que HR interactia de manera dinamica con las altas TA
aliviando o exacerbando sus efectos. Por ejemplo, cuando HR es baja (menor al
45%), los mecanismos evaporativos de disipacion de calor resultan favorecidos y la

vaca puede eliminar calor de su cuerpo por medio del jadeo y la sudoracion. Por el



contrario, cuando HR es elevada (mayor al 45%), se reduce la tasa de evaporacion
de los mecanismos antes mencionados y se dificulta la disipacion de calor del cuerpo
del animal, alterandose significativamente su equilibrio térmico (West, 1994; Da Silva,

2006).

Por su parte, RS es también una variable climatica capaz de intensificar la
magnitud del EC experimentado por el ganado (Blackshaw y Blackshaw, 1994). La
carga de calor en un animal aumenta considerablemente ante la exposicion (directa o
indirecta) a RS (Yamamoto et al., 1994). Lo anterior ocurre porque el calor radiante
se suma al calor endégeno producido por el animal y agrava la condicion de
hipertermia (Da Silva, 2006). Afortunadamente, es relativamente sencillo mitigar en
gran medida los efectos de RS mediante el uso de sombras para el ganado (West,
2003b; Kendall et al., 2006). Varios reportes han demostrado que, de tener la opcion,
vacas Holstein prefieren utilizar sombras capaces de brindar mas proteccién contra
RS (50 y 99% de bloqueo vs 25%), mostrando respuestas conductuales y fisiolégicas
asociadas a una menor carga de calor en comparaciéon con animales sin sombra
(Tucker et al., 2008; Schitz et al.,2009; Schitz et al., 2010). Aunque los efectos
negativos de RS pueden ser notablemente reducidos al utilizar sombras apropiadas,
reportes en la literatura mantienen el énfasis en la atencién que debe ser brindada a
esta variable climatica para minimizar los impactos del EC (Da Silva et al., 2010;

Herbut et al., 2018).

Finalmente, otra variable que también influye en el grado de EC que el ganado
lechero puede experimentar es VV (Davis y Mader, 2003; West, 2003a). De acuerdo

con Berman (2005), cuando VV es baja (0.2 m/s), la activacion de mecanismos como



el jadeo para disipar calor en el ganado Holstein inician a partir de 25°C. Sin
embargo, cuando VV aumenta a 0.6 m/s, se requieren temperaturas de 30°C para
gue el animal comience a jadear. De lo anterior, se deduce que bajas VV favorecen
condiciones hipertérmicas en ganado lechero y, por ende, se requiere la activacion
de mecanismos fisiolégicos compensatorios para regular la temperatura corporal. Por
el contrario, la presencia de mayores VV reducen la necesidad de activar
mecanismos de disipacion de calor por medios evaporativos y contribuyen a mitigar

los efectos del EC; siempre y cuando, HR no sea mayor a 45% (Mader et al., 2006).

2.4 indice temperatura humedad (ITH)

La mayor parte de los estudios a gran escala relacionados con EC
generalmente dependen del uso de informacién climatica recolectada por estaciones
meteoroldgicas publicas (Bohmanova et al., 2007; Aguilar et al., 2009; Hernandez-
Cordero et al., 2017). De acuerdo a Dunn et al. (2014), la informacion relativa a RS y
VV recolectada por dichas estaciones meteorolégicas suele no ser completamente
representativa de las condiciones climaticas experimentadas por el ganado lechero
en los establos aledafios, basicamente debido al uso de sombras en los mismos y
porque VV depende de la topografia local. Por lo tanto, comUnmente solo suele
utilizarse un indicador climatico que combina los efectos de TA y HR, llamado indice
Temperatura — Humedad (ITH). Aunque originalmente fue desarrollado para
humanos (Thom, 1959), este indicador fue adaptado para ganado lechero y ha sido
modificado a través del tiempo (Buffington et al., 1981; Hahn, 1999; Mader, 2006). En
general, combinaciones como bajas TA y altas HR dan como resultado grados de EC

similares a los obtenidas con altas TA y bajas HR (Dunn et al., 2014; De Rensis et



al., 2015). La accesibilidad en la obtencion de los datos requeridos para su célculo,
asi como la simplicidad mateméatica del mismo, han generado que ITH sea
considerado como el método universal de estimacion del grado de EC experimentado
por el ganado lechero (Ravagnolo y Misztal, 2000; Collier et al., 2006; De Rensis et
al., 2015). De acuerdo con Armstrong (1994), existen 5 categorias de EC en el
ganado lechero de acuerdo a las unidades de ITH: sin estrés (<72), estrés leve (72-
78), estrés moderado (79-88), estrés severo (89-98) y estrés mortal (>98). Sin
embargo, recientemente Zimbelman et al. (2009) y Collier et al. (2012), indicaron que
tomando en cuenta la capacidad productiva del ganado lechero contemporaneo, el
inicio del EC deberia ser considerado actualmente entre 68 y 71 unidades, con el
resto de categorias estableciéndose de la siguiente manera: estrés leve-moderado
(71-79 unidades), estrés moderado-severo (79-89 unidades) y estrés severo-mortal
(>89 unidades). Histéricamente, la literatura indicaba que la produccion de leche y el
consumo de alimento no eran afectados cuando los valores de ITH se ubicaban
debajo de 72 unidades (Johnson, 1985; Du Preez et al., 1990). En el afio 2000, se
estimo que la produccion de leche en ganado Holstein estadounidense disminuia 0.2
kg por cada unidad de ITH por encima de 72 unidades (Ravagnolo et al., 2000). Sin
embargo, reportes mas recientes indican que las pérdidas productivas ascienden a

2.2 kg por unidad de ITH encima de 68 unidades (Collier et al., 2012).

2.5 Efectos del estrés por calor en el ganado lechero
2.5.1 Respuestas fisioldgicas ante el estrés por calor
Fisicamente, el estrés no puede ser medido en un sistema biologico, sin

embargo, el organismo animal tiene reacciones especificas en respuesta a



condiciones ambientales que sobrepasan su zona de confort térmico con el fin de
mantener su homeostasis (Yousef, 1985). Entre las respuestas basicas antes
mencionadas se encuentran: reduccion de consumo de alimento, decremento de
actividad fisica, busqueda de sombra y sitios con mayores corrientes de viento,
aumentos del flujo sanguineo hacia la periferia para incrementar la tasa de
sudoracién, asi como incrementos en FR y gasto cardiaco (Yousef, 1985; Du Preez,
2000; West, 2003b). Aunque el propdsito de todas estas respuestas es mantener la
homeostasis, en general, todas ellas tienen un efecto perjudicial sobre la

productividad y el estado fisiolégico normal de la vaca (West, 2003b).

La temperatura corporal, clasicamente, ha sido evaluada mediante el uso de
termémetros en cavidades como el recto, vagina o timpano, aunque también se han
utilizado métodos mas invasivos que involucran el uso de sensores a nivel vascular,
intraperitoneal, intramuscular y digestivo (Torrao et al., 2011; Sellier et al., 2014). La
temperatura del cuerpo se considera un parametro fisiolégico de gran importancia
debido a que indica el grado de carga térmica que presenta el organismo (Hicks et
al., 2001). Entre las diferentes formas de evaluar la temperatura corporal en el
ganado, a nivel practico, la medicion de temperatura rectal (TR) se ha consolidado
como el método mas popular para medir la carga térmica de los animales. Lo anterior
deriva de que TR esta directamente relacionada con TA y resulta accesible, no es un
procedimiento extremadamente invasivo y es de bajo costo (Hicks et al., 2001,
Bewley et al., 2008; Pereira et al., 2013). A pesar de su popularidad, varios estudios
han demostrado que TR presenta ciertas desventajas, por ejemplo: errores en la

lectura de la temperatura como resultado de un manejo inadecuado del termémetro,
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la incapacidad de medir TR en un numero grande de animales simultaneamente o en
un intervalo corto de tiempo, la necesidad de inmovilizar animales para realizar la
toma de datos y por ultimo, las implicaciones de tiempo y mano de obra adicional
requeridas para su medicion (Hicks et al., 2001; Burdick et al., 2012). Si bien TR se
ha considerado como el método de referencia para determinar la temperatura
corporal (Hicks et al., 2001), Bray et al. (1992) mencionaron que la temperatura
vaginal (TV) también puede ser utilizada como un método confiable para determinar
el grado de EC del ganado lechero. Varios estudios han demostrado que existe una
fuerte correlacion entre TR y TV, argumentando incluso que TV es una mejor
aproximacion a la temperatura corporal que TR (Burdick et al., 2012; Kaufman et al.,

2018; Lees et al., 2018).

Otra variable fisiologica de gran importancia en la medicion de los efectos del
EC es la temperatura de la piel (Sjaastad et al., 2010; Zygmunt et al., 2013). Ante
situaciones de hipertermia el calor producido durante los procesos metabdlicos se
disipa desde las visceras hasta el exterior del cuerpo por medio de un
redireccionamiento del flujo sanguineo hacia la periferia (Collier et al., 2008;
Rashamol et al.,, 2018; Renquist, 2019). A través del proceso anterior, el calor
endoégeno es transferido a la piel y su disipacion puede llevarse a cabo por
mecanismos no evaporativos (conduccion, conveccién o radiacion) cuando la
temperatura corporal es mayor que la TA, o bien, a través del proceso evaporativo de
sudoracién cuando TA es mayor que la temperatura corporal (Blackshaw vy
Blackshaw, 1994; Srikandakumar y Johnson, 2004; Da Silva y Maia, 2011). Con

respecto a lo anterior, cuando TA se encuentra por debajo de 35 °C los animales
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pueden usar de manera efectiva las 4 rutas de intercambio de calor mencionadas
anteriormente (Collier et al., 2006). La temperatura de la piel se encuentra altamente
influenciada por las condiciones ambientales, especialmente por TA (Collier et al.,
2006; Montanholi et al., 2008; Salles et al; 2016) y RS (Da Silva y Maia, 2011; Da
Silva et al., 2012). De manera que, la medicion de la temperatura de la piel puede ser
de gran utilidad para comprender los mecanismos de respuesta fisiolégicos ante el

EC.

El avance de la tecnologia ha permitido el desarrollo de instrumentos como
camaras termograficas o termometros laser infrarrojos que permiten monitorear los
cambios de temperatura de la piel en el ganado en reaccion a las condiciones
climaticas (McCafferty, 2007; Gebremedhin et al., 2010; Dos Santos et al., 2017). La
termografia infrarroja (TIR) representa un método de monitoreo de la temperatura de
la piel rapido, innovador, eficiente, no invasivo y que no requiere ningun contacto
directo entre el investigador y los animales (Berry et al., 2003; Johnson et al., 2011;
McManus et al., 2016). Por su parte, las pistolas de termografia infrarroja han
demostrado ofrecer las mismas ventajas que las camaras termogréficas, ademas de
ser instrumentos de bajo costo para estimar la temperatura de la superficie de la piel
en el ganado (Collier et al., 2006). En general, estos equipos contienen un lente que
enfoca la radiacién térmica infrarroja en un detector, el cual convierte la potencia
radiante en una sefial eléctrica que, a su vez, es mostrada al operador en unidades
de temperatura. Por su parte, los termémetros infrarrojos puntuales, miden la
temperatura en un punto de la superficie del animal (area pequefia), que se

encuentra determinada por la relacién distancia del equipo-punto de medicién (Naas
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et al., 2014; Sellier et al., 2014). La temperatura de la superficie de la piel varia de
acuerdo a la region del cuerpo donde sea medida (Zygmunt et al., 2013). En un
estudio realizado en ganado Holstein por Montanholi et al. (2008), se utilizO una
camara infrarroja y se demostré que existe una estrecha relacion entre la produccion

de calor y la temperatura de las patas, a diferencia de otras ubicaciones del cuerpo.

Otro de los ajustes fisioldgicos que ocurren en el ganado como respuesta a
condiciones climaticas propias de EC es el incremento de FR (Coppock et al., 1982).
Cuando ocurre un aumento abrupto de TA, el animal incrementa la tasa de
ventilacion respiratoria, comenzando primero con una respiracion rapida y superficial
(polipnea térmica), que provoca un incremento en la cantidad de aire que pasa a
través de la regidn superior del tracto respiratorio con el fin de estimular la pérdida de
calor por evaporacion (jadeo). Sin embargo, cuando TA permanece alta (>25 °C) por
periodos prolongados, la polipnea térmica cambia a una fase de lento y profundo
jadeo conocida como hiperpnea térmica, caracterizada por un incremento en la tasa
de ventilacion alveolar (McDowell et al., 1969; Collier et al., 1981; Renaudeau et al.,
2012). Una FR mayor a 60 respiraciones por minuto (rpm) se le considera como el
indicador fenotipico mas sensible de EC en vacas lecheras lactantes (Shultz, 1984;
Berman et al., 1985). Sin embargo, aunque una hiperpnea térmica mejora la pérdida
de calor por evaporacion aumentado el volumen respiratorio por minuto, también
puede producir alcalosis respiratoria en sangre, o que podria conducir a una

deshidratacion moderada o grave (Renaudeau et al., 2012).
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2.5.2 Efectos del estrés por calor en la eficiencia reproductiva

La eficiencia reproductiva declina cuando el ganado lechero esta sujeto a EC
(Ravagnolo y Misztal, 2002; Balamurugan et al., 2017). En general, parecen ser dos
vias distintas y en gran parte independientes por las cuales el EC afecta la fertilidad.
La primera es el efecto directo de la hipertermia sobre el eje reproductivo, mientras
que la segunda es el efecto indirecto sobre la reproduccion provocado por la
reduccion del apetito e ingesta de materia seca, mismas que propician un balance
energético negativo (De Rensis y Scaramuzzi, 2003). En cuanto a los efectos
directos, se ha demostrado que la dinamica y dominancia folicular se afectan
negativamente debido al EC (Wolfenson et al.1995). Badinga et al. (1993); sefialaron
que el EC dafa las células de la granulosa y la teca en las primeras etapas de
multiplicacion y/o diferenciacion, lo cual causa efectos perjudiciales a largo plazo en
la calidad de los foliculos ovaricos. Ingraham et al. (1976) sefialaron que existe una
correlacion negativa entre la tasa de concepcion y TA en vacas lecheras. Aunado a
lo anterior, varios reportes que indican que las pérdidas tempranas de gestacion
(entre los 8 y los 17 dias del periodo embrionario), suelen ser entre 20 y 30% mas
severas en épocas de verano (De Rensis y Scaramuzzi, 2003; Lopez-Gatius, 2003;).
Por su parte, Ryan et al. (1992) reportaron que la tasa de concepcion sufrié un
decremento de hasta 50% cuando la TR de vacas lecheras aument6 de 38.5 a 40°C,
72 h después de la inseminacion artificial (1A). Pereira et al. (2013), mencionaron que
la tasa de concepcion al dia 60 de gestacion se reduce de 21 al 15% cuando la TR
incrementa por arriba del limite fisiolégico (38 a 39.1 °C; Alzahal et al., 2009). En
resumen, existe evidencia suficiente de que EC influye de forma negativa la

capacidad de las hembras bovinas para quedar gestantes, puesto que existen
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afectaciones en procesos vitales tales como desarrollo folicular, fertilizacion y
desarrollo embrionario (Krishnan et al., 2017; Polsky y von Keyserlingk; 2017;

Wolfenson y Roth, 2018).

El EC también ejerce un efecto inhibidor sobre la funcién endocrina
disminuyendo el pico de LH preovulatorio (Ghanem y Nishibori, 2015), lo cual podria
afectar la secrecion y concentracion de progesterona (P4) en plasma (De Rensis,
2003; Karimi et al., 2018). Lo anteriormente descrito, en realidad ha sido un tema
muy controversial, puesto que autores como Wilson et al. (1998), reportaron que el
EC no afecto6 las concentraciones de P, en plasma, sin embargo, si pudo retrasar la
lutedlisis. Por otra parte, otros estudios han sefialado que la concentracién de P, en
plasma aumenta bajo condiciones de EC (Abilay et al., 1975; Trout et al., 1998),
mientras que, otros reportes mencionan que disminuye (Howell et al., 1994; Ronchi
et al., 2001) o que no presenta cambios en su concentracién (Roth et al., 2000;
Guzeloglu et al.,, 2001). Las discrepancias entre los reportes relativos a la
concentracion de P4, en sangre bajo condiciones de EC, pueden deberse a la
heterogeneidad de condiciones experimentales entre los estudios. Por ejemplo, el
grado de EC al cual se encontraron sometidas las hembras en algunos estudios fue
agudo, mientras que, en otros, fue crénica (De Rensis y Scaramuzzi, 2003; De
Rensis et al., 2017). Otros factores como produccion lutea, estado metabdlico y fase
del ciclo estral, también modifican los niveles de P, en sangre y pueden causar
alteraciones en la fertilidad de las vacas (De Rensis y Scaramuzzi, 2003,

Balamurugan et al., 2017).
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Ademas de la P4, los estrégenos (E,) también resultan afectados en vacas
bajo condiciones de EC (Karimi et al., 2018). Wolfenson et al. (1995) reportaron que
altas TA provocan un incremento en las concentraciones periféricas de estradiol-17(3
entre los d 1 y 4 del ciclo estral, seguidas de una reduccién gradual durante el resto
del ciclo. Por su parte, Wilson et al. (1998) mencionaron que la concentracion de
estradiol-17f se ve reducida durante el estro en vacas lecheras estresadas por calor,
situacion que concuerda con la disminucidbn de concentraciones de LH y la
dominancia reducida del foliculo seleccionado. Roth et al. (2001) mencionaron que
tanto foliculos medianos (6 a 9 mm de didmetro) como foliculos preovulatorios de
vacas estresadas por calor, presentaron menores concentraciones de
androstenediona en su liquido folicular y una menor capacidad en sus células de la
granulosa para producir estradiol. Lo anterior puede relacionarse a diversos reportes
qgue indican que, bajo condiciones de EC, existe una reducida intensidad de signos
del estro en vacas lecheras (Orihuela, 2000; Polsky y von Keyserlingk, 2017).
Especificamente, Hansen y Aréchiga (1999) indicaron que el EC induce un letargo
fisico en vacas que limita considerablemente los movimientos corporales
caracteristicos del estro (con el fin evitar el aumento de calor interno). Lo anterior
dificulta la deteccion del estro y termina complicando alin mas el éxito de programas
reproductivos llevados a cabo durante épocas calidas (Dash et al., 2016; Krishnan et

al., 2017).
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2.5.3 Efectos del estrés por calor sobre la produccion y caracteristicas
guimicas de la leche

Como se ha mencionado anteriormente, el EC trae consigo consecuencias
como: disminuciones en el consumo de alimento (West, 2003a), cambios en su
comportamiento (Lopez-Gatius et al., 2005), afectaciones en su salud, bienestar y
habilidad reproductiva (Renaudeau et al., 2012) y disminuciones considerables en su
rendimiento productivo (Lambertz et al., 2014). Se ha comprobado que cuando una
vaca comienza a estresarse por calor, un mecanismo de supervivencia inmediato es
reducir su produccion de leche y con ello disminuir la generacién de calor endégeno
(West, 2003a; Rhoads et al., 2009; Polsky y von Keyserlingk, 2017). El grado de
afectaciéon que el EC tiene sobre el rendimiento productivo de vacas lecheras se
relaciona con el nimero de partos en las mismas. Vacas multiparas suelen ser mas
sensibles a EC que vacas primiparas y los decrementos en su producciéon lactea
pueden ser de hasta 1 kg diario (Bernabucci et al., 2014). No obstante, Igono et al.
(1992) mencionaron que aunque el EC prevalece durante el dia en regiones calidas,
si durante las noches se dan las condiciones necesarias para que el ganado
experimente un periodo fresco de al menos 21°C por un lapso de entre 3y 6 h, se

puede reducir significativamente el declive en el rendimiento productivo.

Por otra parte, cuando TA excede ZTN la composicién quimica de la leche
cambia (Bianca, 1965; Kadzere et al., 2002). Gao et al. (2017) reportaron los efectos
del EC sobre el metabolismo y la capacidad de produccién de proteinas, observando
gue vacas estresadas por calor presentaron un menor contenido de proteinas en su

leche. Por su parte, Collier et al. (2012) mencionaron que TA por encima de los 23.9

17



°C, ademas de disminuir proteinas en leche, también reducen el porcentaje de
sélidos no grasos, lactosa y grasa. Aunque los autores enfatizaron que
efectivamente, el impacto de altas TA suele ser mayor sobre los rendimientos de

proteinas y grasa.

2.6 Relacion de los minerales con el estrés por calor en ganado lechero

Debido a que animales bajo condiciones de EC reducen su consumo de
alimento, tipicamente también la ingesta de minerales suele ser menor a la 6ptima
requerida para mantener la eficiencia productiva y reproductiva (Beede y Collier,
1986). Aunado a lo anterior, algunos de mecanismos termoregulatorios empleados
por el animal cuando se encuentra bajo EC, acentian aun mas el desbalance de
minerales en el organismo (Schneider et al., 1984; 1986). Uno de los principales
minerales cuya homeostasis resulta alterada a consecuencia de una respuesta
termoregulatoria es el potasio (K), ya que es el principal mineral que se pierde a
través la sudoracion en el bovino (West, 1994). En este sentido, EI-Nouty et al.
(1980) reportaron que concentraciones seéricas y urinarias de K se redujeron
significativamente en un grupo vacas que fueron estresadas por calor, en
comparacion a las concentraciones de dicho mineral obtenidas en vacas bajo

condiciones termoneutrales.

De manera similar, a través de la sudoracion también ocurren pérdidas de
minerales como sodio (Na), magnesio (Mg), calcio (Ca) y cloro (Cl) (Jenkinson y
Mabon, 1973). En el caso del fosforo (P), existen resultados controversiales con
respecto a su relacion con el EC. Kume et al. (1986) reportaron una disminucion de

los niveles de P en vacas mantenidas en un ambiente céalido, mientras que Calamari
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et al. (2007) observaron una tendencia opuesta. Con respecto a lo anterior, cabe
destacar que el NRC (2001), no indica que P esté directamente involucrado en las
pérdidas minerales causadas por un ambiente caluroso, por lo que es probable que
las diferencias observadas entre estudios se deriven a diferencias en la formulacion

de las dietas (Cozzi et al., 2011).

2.6.1 Efectos en las respuestas fisiologicas

El clima calido incrementa la necesidad de minerales del ganado lechero
(Harris, 1992). Jones y Stallings (1999) indicaron que esto se debe a que varios
minerales se excretan en mayor cantidad en sudor y orina de animales bajo EC. Los
mismos autores indicaron que minerales tales como K, Na y Mg deberian
incrementarse cuando menos en 1.5, 0.45 y 0.35% en base a la materia seca
consumida por vacas lecheras. Por su parte, Calamari et al. (2007) mencionaron que
concentraciones plasmaticas de los minerales Mg y zinc (Zn) se reducen
significativamente durante periodos de EC. En el caso del Mg, los autores sugirieron
gque su descenso en plasma podria ser explicado por las afectaciones en el
mecanismo de absorcién de este mineral a nivel ruminal, ya que el aumento en el
consumo de agua a raiz de la exposicién al EC provoca importantes diluciones de
este mineral dentro del liquido ruminal. En lo respectivo a Zn, los autores
reconocieron la dificultad para explicar dicho resultado y recomendaron la realizacion
de mas investigaciones al respecto. En este sentido, Przybylska et al. (2007)
sugirieron que el posible vinculo de este mineral con respuestas fisiolégicas al EC
quizas derive de su involucramiento en la formacion de la enzima antioxidante

superéxido dismutasa dependiente de Cu y Zn (CuzZn-SOD). En un experimento
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llevado a cabo para investigar los efectos del EC sobre la fermentacion ruminal y los
niveles séricos de diversos minerales en becerros Holstein, se determiné que el EC
causo reducciones del 24, 7, 7, 9, 22 y 7% en las concentraciones séricas de P, Na,
K, Cu, Zn y Mg de animales estresados por calor a comparaciéon de animales
mantenidos en condiciones termoneutrales (Salles et al., 2010). Ante esto, los
autores mencionaron que el NRC (2001) solo menciona que deben ajustarse los
niveles de Na y K en la dieta del ganado, principalmente en vacas lactantes
expuestas a TA por encima de 30 °C, sin embargo, no hay recomendaciones con
respecto a otros minerales, desconociéndose en general su implicacidon en las
diversas respuestas fisiologicas ante el EC y, por ende, la manera en la que deben

ajustarse en la dieta.

Por otra parte, minerales como el selenio (Se), podrian relacionarse con
variables fisiolégicas como FR al formar parte del sistema antioxidante pulmonar
(Reddy et al., 1998). Lo anterior se fundamenta en que el incremento en FR del
ganado a consecuencia del EC, suele generar que las vacas hiperventilen, lo cual, a
su vez, genera condiciones de hiperoxia celular en los pulmones (Coppock et al.,
1982; Pusta et al., 2018). La hiperoxia incrementa considerablemente la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) dentro
de los pulmones y, por ende, aumenta también el riesgo de dafio celular por estrés
oxidativo a estos 6rganos (Jamieson et al., 1986). El Se es un componente esencial
de la enzima glutation peroxidasa (Se-GSH-px), una de las principales enzimas

involucradas en la neutralizacion de los ROS (peroxidos de hidrogeno e
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hidroperoxidos lipidicos) producidos bajo condiciones de hiperoxia (Kamada e

Ikumo,1997; Mustacich y Powis, 2000; Pusta et al., 2018).

2.6.2 Efectos en el metabolismo del ganado bovino

Las reacciones metabdlicas generan radicales libres que son controlados
mediante la accibn de mecanismos antioxidantes del organismo animal (Liochev,
2013). Por otra parte, minerales como Se también se encuentran relacionados con el
metabolismo de hormonas tiroideas, ya que una deficiencia del mismo puede
producir desbalances en la proporcion de niveles de T3 (triyodotironina) y T4
(tetrayodotironina) en sangre, induciendo reducciones en T3 y amentos en Ty
(Thompson et al., 1995). Lo anterior afecta la tasa de crecimiento en los animales ya
que la T3 (que es una forma activa de la T,4), se encuentra directamente involucrada

en los mecanismos de crecimiento del organismo animal (Mehdi y Dufrasne, 2016).

Por su parte, el cobre (Cu) también se relaciona con el sistema antioxidante,
ya que forma parte de la enzima superéxido dismutasa (Cu-Zn SOD), responsable de
transformar el radical superéxido en perdxido de hidrégeno y agua, reaccién que
previene efectos dafiinos del estrés oxidativo dentro del citoplasma celular
(Cromwell, 1997; Liochev, 2013; Halliwell y Gutteridge, 2015). Asimismo, Cu se
encuentra involucrado en el metabolismo del hierro al formar parte de la enzima
ceruloplasmina, un potente agente antioxidante del plasma sanguineo (Smith y
Cipriano, 1987; Martinez-Subiela et al., 2002). Deficiencias de Cu se han vinculado
también con despigmentacion de pelaje, pobres tasas de crecimiento, alteraciones
en la funcion cardiaca, anemias, huesos fragiles y deterioradas funciones inmunes y

reproductivas en el ganado (Radostis et al., 2006; Hussein y Staufenbiel, 2011).
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El P es otro mineral que se encuentra fuertemente relacionado con funciones
metabdlicas, ya que forma parte del ATP, el cual es la fuente de energia para la
mayoria de los procesos metabdlicos (Ahuja y Parmar, 2017). Este mineral forma
parte de la integridad de la membrana celular (en forma de fosfolipidos) y es
requerido en procesos como crecimiento, produccion de leche y uso eficiente del
alimento, ya que los microorganismos ruminales lo utilizan en la digestién de celulosa
y sintesis de proteinas microbianas (Ndlovu et al., 2007; Ahuja y Parmar, 2017).
Algunos autores han mencionado que las concentraciones plasmaticas de P en la
vaca son bajas durante la lactancia temprana y que varian de acuerdo con el estado
fisiolégico del animal (Hewett, 1974; Peterson y Waldern, 1981). Sin embargo,
existen reportes que discrepan con lo anterior (Rowlands et al., 1975; Oregui et al.,

1988).

2.6.3 Efectos en el desempefio reproductivo

El balance energético negativo que se produce en el periodo de transicién de
vacas lecheras con alto potencial productivo cominmente las conduce a un bajo
desempefio reproductivo (Wathes et al., 2007). Ahuja y Parmar (2017) sefialaron
qgue, entre otros nutrientes, los minerales juegan un papel muy valioso en el
mantenimiento de la salud reproductiva de un rebafio lechero. EI NRC (2001)
clasifica a los minerales dependiendo de la cantidad de los mismos que necesita ser
ingerida a través de la dieta. Dicha clasificacion denomina como “macroelementos” a
los minerales que requieren ser consumidos en grandes cantidades (Ca, P, K, Na, Cl
y Mg), y como “oligoelementos” a los que se requieren en pequefia cantidad (Cu, Co,

Se, Mn, |, Zn, Fe, Mo y Cr). Kumar et al. (2011) sefialaron que dentro de los
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oligoelementos mas importantes para el optimo desempefio reproductivo del ganado
se encuentran Cu, Co, Se, Zn, Fe, Cr y Mo. Varios de estos minerales son
componentes de hormonas y, por lo tanto, contribuyen a regular actividades
enddcrinas. De tal manera que algun cambio en sus niveles, puede alterar el ciclo
estral, el desarrollo embrionario, la involucion uterina y, en general, la fertilidad del

ganado (Parnekar, 2003; Hackbart et al., 2010; Kumar et al., 2011).

Entre los macroelementos, P es uno de los minerales mas asociados a la
diminucion del rendimiento reproductivo en vacas lecheras (Yasothai, 2014). Kumar
(2003) sefialé que se requieren adecuadas concentraciones plasmaticas este mineral
para un adecuado comportamiento sexual del ganado. Similarmente, se ha sefalado
gue niveles bajos o deficientes de P en sangre (<1.4 mmol/L) conllevan a un inicio
tardio de la pubertad, presentacion de estros silenciosos o irregulares, disminucion
de actividad ovarica, partos distécicos e incluso muertes durante el parto por falta de
tono muscular uterino (Sheela y Ajay, 2004; Grinberg et al., 2005). Yasothai (2014)
también reportd que en el ganado lechero las deficiencias de P provocan un aumento
en numero de servicios por concepcion derivado de bajas tasas de concepcion. Por
su parte, Na y K se encuentran indirectamente relacionados con la reproducciéon en
el ganado, puesto que, deficiencias de sodio evitan la utilizacion de proteinas y
energia por parte del animal, afectando la fisiologia reproductiva normal (Yasothai,
2014). El mismo autor, sefiala que una deficiencia de K es capaz de causar debilidad
muscular en el aparato reproductor de la hembra, causando deterioro en procesos
reproductivos. Por el contrario, niveles toxicos de K en la dieta (>3 ppm), se han

asociado con retrasos del inicio de la pubertad y la ovulacion, asi como también a la
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mala calidad del CL y aumento en la duracion del anestro, lo que conlleva a una

reduccion general de la fertilidad (Ward y Lardy, 2005; Ahuja y Parmar, 2017).

Por su parte, Cu y Mg también se encuentran relacionados con el desempefio
reproductivo del ganado lechero, puesto que sus deficiencias han sido vinculadas
con retrasos en el crecimiento, anorexia, inmunodepresion y anemias (Ingraham et
al., 1987; Graham, 1991; Matsui, 2007). La deficiencia sérica de Mg (<4 umol/L)
puede ocasionar infecciones uterinas postparto relacionadas con celos repetidos v,
en casos extremos, con hipocalcemia puerperal (Ingraham et al., 1987; Schonewille,
2013). Por otra parte, anemias derivadas de la deficiencia de Cu (<4 umol/L), han
sido relacionadas con depresiones de la funcién ovarica e infertilidad después del
parto en vacas lecheras (Wagner y Hansel, 1969; Kappel et al., 1984; Suttle, 1993).
Mudgal et al. (2014) sefalaron que deficiencias de Cu también se asocian a
problemas de retencion placentaria, muerte embrionaria y reduccién de la tasa de
concepcion. Desde el punto de vista endocrinologico, los niveles de Cu en sangre
presentan una correlacion positiva con las concentraciones de hormonas
reproductivas como P,y E, (Prasad et al., 1989). Inclusive, hay reportes que indican
gue vacas con altos niveles de Cu en sangre, muestran menos dias al primer

servicio, menos servicios por concepcion y menos dias abiertos (Hutjens, 2000).

Deficiencias de P (<1.4 mmol/L de suero) producen celos irregulares e
infertilidad, ademéas de bajas en consumo de alimento, produccion de leche y
actividad ovarica (Cromwell, 1997; Griinberg et al., 2005). Por ultimo, Se es uno de
los minerales que también se encuentran relacionados con una adecuada

reproduccion. Deficiencias séricas de Se (<85 nmol/L) pueden causar irregularidades
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en la presentacion del estro y retencibn de membranas fetales tras el parto
(Randhawa y Randhawa, 1994; Thompson et al., 1998). Otros reportes han indicado
gue deficiencias de este mineral también se vinculan con la presentacion de ovarios
quisticos, mayores incidencias de abortos, mastitis, metritis y, en general,

reducciones de fertilidad (Puls, 1994; Patterson et al., 2003; Yasothai, 2014).

2.6.4 Efectos en la produccién y composicion quimica de la leche

La leche de vaca contiene Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe, Co, Cu, P, fluoruros y
yoduros, entre otros minerales contenidos en menores cantidades. Dentro de la
membrana de los globulos grasos, se encuentran en mayor concentracion Ca, Co,
Fe, Mg, Mn, P y Zn. Al principio de la lactancia, desciende el contenido de Cay P,
mientras que, al final de la misma, aumentan ligeramente. Por su parte, el K también
disminuye, mientras que Na tiende a aumentar y Mg permanece estable. El Ca se
encuentra influenciado por la época del afio, y el Cu depende en gran medida de la
dieta de la vaca oscilando entre 0 y 80 mg/L (Agudelo-Gémez y Bedoya-Mejia,

2005).

Diversos estudios, han sefalado que la administracion de Se a vacas lecheras
parece no tener un efecto significativo sobre la produccién y caracteristicas quimicas
de la leche (particularmente para grasa, proteina y lactosa) (Ran et al., 2010; Meyer
et al., 2014; Horky, 2015). Sin embargo, la aplicacion de suplementos dietéticos de
Se adicionado con vitamina E en vacas lecheras puede tener efectos significativos,
ya que se han registrado aumentos del porcentaje de proteina, sélidos no grasos y

lactosa (Guerra-Liera et al., 2012).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de estudio

El presente estudio se llevé a cabo del 11 de junio al 24 de julio del 2018 en la
Unidad Académica de Investigacion en Produccion Lechera, del Instituto Tecnoldgico
de Sonora (ITSON), localizada en el Block 910 del Valle del Yaqui, Sonora. Las
coordenadas geograficas son 27°21" Latitud Norte y 109°54" Longitud Oeste. El sitio
tiene una altitud de 46 msnm y condiciones climaticas varian de seco a semi-
hamedo, con lluvias en verano (julio - septiembre), precipitaciéon promedio anual de
371.6 mm y una temperatura promedio anual de 23 °C. En esta zona se pueden
registrar temperaturas de hasta 48 °C e ITH de hasta 85 unidades en el verano

(Leyva-Corona et al., 2015).

3.2 Animales, disefio experimental y manejo reproductivo

Se utilizaron 16 vacas Holstein, de 1 a 8 lactancias, con un promedio de 167 *
45 dias en leche y una condicion corporal (CC) entre 2.5 - 3.0, donde 1 es emaciada
y 5 es obesa (Lowman et al., 1976). Las unidades experimentales fueron asignadas
bajo un disefio de bloques completos al azar a uno de dos tratamientos. EI nimero
de lactancias (una o mas de una) fue considerado como factor de bloqueo y los
tratamientos fueron: 1) Testigo (TES; n = 8), las vacas no recibieron ningun
suplemento mineral, y 2) Suplementado con minerales (SUP; n = 8), cada vaca
recibid 3 aplicaciones intramusculares (10 mL c/u) de Fosfosan® (Laboratorio Virbac
Santa Elena, Montevideo, Uruguay). ElI Cuadro 1, muestra la composicion quimica de
este producto comercial. La primera aplicacion se dio al inicio del experimento, y

ocho dias mas tarde se realizé la segunda aplicacién, misma que coincidié con el
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inicio del protocolo de sincronizacion de la ovulacion “CIDR-Synch”; finalmente, la

tercera aplicacion se llevé a cabo al momento de la IA.

Cuadro 1. Composicion quimica de Fosfosan®

Componente Cantidad en 100 mL Cantidad en 10 mL
Glicerofosfato de sodio 5.5H,0 (Q) 14.00 1.400
Fosfato monosaddico 2H,0 (g) 20.10 2.010
Cloruro de cobre 2H,0 (g) 0.40 0.040
Cloruro de potasio (Q) 0.60 0.060
Cloruro de magnesio (g) 2.50 0.250
Selenato de sodio (g) 0.25 0.025
Vehiculo idéneo c.s.p.* (mL) 100.00 10.000

Ic.s.p. = cantidad suficiente para.

Previo al inicio del experimento, las vacas fueron revisadas por ultrasonografia
transrectal para evaluar la integridad de su aparato reproductor. El protocolo de
sincronizacion se muestra en la Figura 1. Dicho protocolo consistio en la aplicacion
intramuscular (i.m.) de 100 ug de GnRH (Fertagyl®, Intervet, México) en conjunto con
la colocacion de un dispositivo intravaginal de liberacién lenta de progesterona
(CIDR®, Pfizer, México) al dia -10. El CIDR se retir6 7 dias después (dia -3) y se
aplicaron 25 mg i.m. de PGF2a (Lutalyse®, Pfizer, México). Dos dias después se
aplicé una segunda dosis de 100 pg de GnRH (dia -1). Al paso de 24 h de la dltima

aplicacién de GnRH (dia 0), todas las vacas se inseminaron a tiempo fijo (IATF).
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GnRH PGF2a GnRH [ IATF ]

CIDR

Dia -10 Dia -3 Dia -1 Dia 0

Figura 1. Protocolo de Sincronizacion de la ovulacién CIDR-Synch (Fuente:
Adaptado de Cartmill, 2001).

3.3 Sistema de enfriamiento y alimentacion

Las vacas fueron alojadas en corrales (34 m por 22 m) con aproximadamente
8.5 m? de sombra por vaca. El material de las sombras fue lamina galvanizada con
orientacion de norte a sur. Las dimensiones de las sombras fueron 15.00 x 5.40 m
con 4.0 m de altura. Los dos tratamientos recibieron 3 ciclos de enfriamiento artificial
por medio de una combinacion de aspersores y abanicos. El sistema de enfriamiento
consistié en 3 abanicos con motor de %2 HP que producian un flujo de aire de 11,000
CFU, ademas de 16 aspersores que tuvieron un gasto de agua de 15 L por vaca/ciclo
de enfriamiento. El ciclo de enfriamiento consisti6 en 3 min de aspersion de agua,
seguidos de 3 min de ventilacion forzada. Las vacas fueron alimentadas con una
racion integral formulada con 85 % de forraje (60% silo de maiz, 25% heno de alfalfa)
y 15 % de concentrado comercial adicionado con vitaminas y minerales (Hi-Bran y
Milk Choice). La dieta fue formulada para cumplir con los requerimientos
nutricionales de vacas Holstein lactantes con un peso de 600 kg y produciendo 28 kg
de leche corregida por grasa al 3.5% (NRC, 2001). La composicién quimica de la
dieta fue de 15.3% de proteina cruda, 30.3% de fibra detergente neutra y 1.2 Mcal/kg
de energia neta de lactancia. El agua se ofrecio a libre acceso.
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3.4 Variables climéticas

Los datos de TA y HR fueron registrados por una estacidon meteoroldgica
(Telemetery Gateway A840®, Adcon Telemetry Inc., Santa Rosa, CA, USA) que
contaba con el paquete computacional addVANTAGE 3.45® y sensores ubicados a 2
m del suelo) localizada a ~0.5 km del sitio experimental. La estacidon meteoroldgica
pertenece a la Red de Estaciones Meteorologicas Automaticas de Sonora (REMAS)
y su informaciébn puede ser consultada a través del sitio web

http://www.siafeson.com/remas. El ITH fue calculado utilizando los registros de TA 'y

HR, siguiendo la férmula descrita por Hahn (1999):

ITH=081TA+HR(TA-14.4)+46.4

3.5 Variables fisiolégicas

En todas las unidades experimentales se midié FR (rpm) y las temperaturas
superficiales del pelo (TSP, °C) de regiones del cuerpo como cabeza (TCA), paleta
(TPA), anca (TAN), pierna (TPIE), flanco derecho (TFD) y ubre (TUB). EIl sitio
anatomico de medicién de cada TSP se indica en la Figura 2. Estas variables fueron
medidas a las 5:00 y 17:00 h, dos veces por semana durante 6 semanas. Para medir
FR, se contaron visualmente el nimero de movimientos intercostales por 60 s
(Avendafio-Reyes et al., 2006). Las TSP se midieron con una pistola de laser
infrarrojo (modelo 568 Fluke®; precision £ 1.0 °C), colocada a una distancia
aproximada de 3.0 m del animal (Dos Santos et al., 2017). Todas las mediciones se
tomaron antes de trasladar las vacas a la sala de ordefio y se tratd de evitar la

movilizacion del ganado.
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Figura 2. Regiones del cuerpo donde se tomaron las temperaturas de la superficie
del pelo. A = cabeza, B = paleta, C = anca, D = pierna, E = flanco derechoy F =

ubre.

La temperatura vaginal (TV, °C) se registré mediante sensores de temperatura
(HOBO U-12, Onset, MA, USA), los cuales se colocaron en CIDR libres de
progesterona para ser insertados en la vagina. Los sensores fueron programados
para registrar la temperatura cada 15 min durante 24 h. Dichos sensores se usaron
dos veces por semana Yy fueron colocados en 3 vacas multiparas de cada

tratamiento.

3.6 Actividad ovarica y tasa de concepcion

La actividad ovéarica se evalud realizando mediciones de las siguientes
estructuras ovaricas: poblacion folicular (PF), tamafio del foliculo dominante (FLD),
tamafo del CL (CL) y tamafio de la cavidad del CL (CAVCL). Estas mediciones se
realizaron mediante un equipo de ultrasonografia equipado con un transductor

transrectal de 7.5 MHz (Sonosite MicroMaxx TM®, Bothell, WA, USA). Considerando
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como dia 0 cuando se realiz6 la IATF, PF fue determinada el dia -5 del protocolo;
posteriormente se efectud un seguimiento al tamafio del FLD los dias -3, -2 y 0 del
protocolo. Por otra parte, las mediciones de CL y CAVCL se realizaron los dias -3 del
protocolo, asi como al 4, 9 y 19 del ciclo estral. Por ultimo, la tasa de concepcion se
determind realizando un diagnoéstico de gestacion al dia 35 post-IATF utilizando el

mismo equipo ultrasonografico antes descrito.

3.7 Medicion de progesterona y estradiol

Se colectaron muestras de sangre mediante puncién de la vena coccigea con
la ayuda de un kit de muestreo sanguineo BD vacutainer® (aguja para toma y
recoleccion de sangre con medidas 0.8x38 mm, camisa para sostener tubos y tubos
de 10 mL sin anticoagulante y gel separador). Las muestras fueron transportadas al
laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion del ITSON, donde fueron
centrifugadas a 3500 g durante 20 min (centrifuga Beckman coulter®, modelo
AllegraTM X-22), para separar el suero, mismo que fue almacenado en tubos

eppendorf (2 mL) a -20 °C hasta su uso para la determinacion de las hormonas.

Las muestras sanguineas para P, se colectaron los dias -3 del protocolo y 4, 9
y 19 del ciclo estral, mientras que para E; los dias -3 y -2 del protocolo solamente. Se
emplearon kits comerciales de ELISA para determinar ambas hormonas (Bovine
Progesterone (PROG) ELISA Kit y Bovine Estrogen (ES) ELISA kit, MyBioSource
LLC, San Diego, CA, EUA). El kit para P4 tenia una sensibilidad de 0.2 ng/ml y el
coeficiente de variacion del ensayo fue de 11.3%. Por su parte, el kit para E, poseia

una sensibilidad de 0.1 ng/ml y su coeficiente de variacion intraensayo fue de 8.9%.
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3.8 Produccion y composicion quimica de la leche.

La produccién de leche diaria (PLD) se obtuvo mediante la suma del volumen
producido por cada vaca en los dos ordefios del dia (06:00 y 18:00 h), utilizando el
software Dairy Plan® y mediante un sistema de medicidén electrénica automatizado
integrado al sistema de ordefio del establo (Metatron 21, Westfalia Surge®,
Aguascalientes, México). La composicion quimica de la leche se determiné con un
analizador de leche ultrasonico (Milko-tester, modelo Master Pro, Belovo, Bulgaria).
Las variables de estudio fueron: grasa (GRAS, %), sélidos no grasos (SNG, %),
densidad (DEN, kg/m?), proteina (PROT, %), lactosa (LACT, %), sales (SAL, %) y
punto de congelacién (PC, °C). Las muestras de leche se tomaron directamente de la
ubre durante cada ordefio. Adicionalmente, la temperatura de la leche (TL, °C)
también se registr6 usando un termometro digital (Delta Trak®, Pleasanton, CA,
USA). Todas las variables fueron medidas dos veces por semana durante todo el

periodo experimental.

3.9 Andlisis estadistico

Las estadisticas descriptivas de las variables climaticas fueron estimadas
utilizando PROC MEANS del paquete estadistico SAS 9.3 (SAS Institute Inc., 2011).
Por su parte, variables fisiolégicas (05:00 y 17:00 h), productivas y reproductivas
fueron sometidas a un analisis de varianza bajo un disefio de blogues completos al
azar con mediciones repetidas en el tiempo usando PROC MIXED de SAS. En todos
los modelos, se consideré al nimero de lactancias (dos categorias: una o0 mas de
una) como factor de blogueo. Todos los modelos incluyeron los efectos de bloque,

tratamiento (SUP/TES), tiempo (dia de medicién) y la interaccién tratamiento x
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tiempo. Adicionalmente, dias en leche y CC fueron incluidas en todos los modelos
como covariables lineales. El animal fue anidado dentro de cada tratamiento como un
efecto aleatorio. Se verificaron varias estructuras de varianza-covarianza para
ajustarse al modelo, y la estructura de componentes de varianza (VC) mostro el
mejor ajuste segun los criterios AIC y BIC. Las medias fueron separadas con la
opcién PDIFF/LSMEANS, considerando diferencias significativas cuando P < 0.05 y

como tendencias cuando 0.05 > P < 0.10.

Debido a que los termometros utilizados para medir TV fueron colocados
Ganicamente en vacas multiparas, esta variable se analiz6 utilizando el mismo modelo
antes descrito, pero bajo un disefio completamente al azar con mediciones repetidas
en el tiempo. Por otra parte, el efecto del tratamiento sobre la tasa de concepcion fue
analizado por medio de las pruebas de “Ji-cuadrada” y Exacta de Fisher,
considerando un nivel de significancia declarado al 5% usando PROC FREQ de

SAS.
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IV. RESULTADOS
4.1 Variables climaticas
En el Cuadro 2 se presentan los estadisticos descriptivos de las variables
climaticas registradas durante el periodo experimental. Los valores promedio para

TA, HR e ITH fueron 29.8 °C, 62.6 % y 79.4 unidades, respectivamente.

Cuadro 2. Estadisticos descriptivos de las variables climaticas registradas durante el

desarrollo experimental

Variable N Media DE Minimo Maximo
Temperatura Ambiental (°C) 1056 29.8 47 19.0 40.4
Humedad relativa (%) 1056 62.6 19.0 195 99.6

indice temperatura-humedad (unidades) 1056 794 655 655 88.9

En la Figura 3 se presentan los resultados (+ error estandar) de la variacion
circadiana para cada variable climatica por hora del dia. La TA mantuvo valores
cercanos a los 25 °C durante la noche (00:00 a 05:00 h), sin embargo, a partir de las
06:00 h sus valores aumentaron hasta llegar al pico maximo de 35 °C entre las 12:00
y las 14:00 h. En el caso de HR, su comportamiento fue opuesto al observado en TA,
declinando entre 06:00 y 11:00 h. La HR se mantuvo a 45 % entre las 11:00 y 17:00

h. El ITH se mantuvo por arriba de las 80 unidades entre las 08:00 y 18:00 h.
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Figura 3. Condiciones climaticas promedio durante las 24 h del dia (TA = temperatura ambiental, HR = humedad
relativa, ITH = indice de temperatura-humedad).
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4.2 Variables fisiolégicas

Los resultados de FR y TSP por efecto del suplemento mineral se muestran en

el Cuadro 3. El tratamiento con minerales redujo FR (P = 0.0163), TPIE (P = 0.0095)

y TUB (P = 0.0007) solamente por las mafanas.

Cuadro 3. Efecto del suplemento mineral inyectable sobre variables fisiolégicas de

vacas Holstein estresadas por calor

Tratamientos

Valor de P para

(Tx) efectos fijos
SUP TES EE TX Tiempo TX x

Tiempo
05:00 h
Frecuencia respiratoria (rpm) 59.10 63.23 1.12 0.0163 <0.0001 0.9462
Temperatura cabeza (°C) 28.98 29.34 0.18 0.0627 <0.0001 0.6907
Temperatura paleta (°C) 3264 3295 0.15 0.0552 <0.0001 o0.8121
Temperatura anca (°C) 30.90 31.27 0.22 0.1148 <0.0001 0.9719
Temperatura pierna (°C) 31.26 31.76 0.16 0.0095 <0.0001 0.6992
Temperatura flanco derecho (°C) 32.19 3246 0.27 0.0567 <0.0001 0.2089
Temperatura ubre (°C) 32.73 3354 0.18 0.0007 <0.0001 0.8674
17:00 h
Frecuencia respiratoria (rpm) 68.30 67.48 1.18 0.4965 <0.0001 0.9235
Temperatura cabeza (°C) 35,80 3565 0.34 0.6609 <0.0001 0.7714
Temperatura paleta (°C) 36.16 36.32 0.22 0.4555 <0.0001 0.9226
Temperatura anca (°C) 36.16 36.18 0.27 0.9424 <0.0001 0.8174
Temperatura pierna (°C) 35.66 3573 0.24 0.7535 <0.0001 0.6805
Temperatura flanco derecho (°C) 3591 35.74 0.26 0.5338 <0.0001 0.9732
Temperatura ubre (°C) 36.56 36.57 0.22 0.9594 <0.0001 0.2857
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Similarmente, tendié a reducir TPA (P = 0.0552) y TFD (P = 0.0567) por las
mafianas, mientras que mostré una tendencia a causar lo opuesto para TCA (P =
0.0627) en el mismo horario. El efecto individual de tratamientos no mostro
significancia para ninguna variable durante las tardes (P > 0.05). Por su parte, el
efecto de tiempo fue significativo (P < 0.0001) para todas las variables en ambos

horarios de muestreo.

Los promedios de TV durante las 24 h del dia para cada grupo experimental
se muestran en la Figura 4. No existio diferencia significativa (P > 0.05) entre vacas
suplementadas y no suplementadas con minerales durante las 24 h del dia.
Unicamente se registr6 una tendencia por efecto de tratamiento (P = 0.0946) a las
12:00 h, mostrando una TV menor el grupo suplementado (39.4 °C) que el testigo

(39.7 °C).
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Figura 4. Temperatura vaginal durante las 24 h del dia en vacas suplementadas y no suplementadas con minerales.
Tendencia (1 = 0.05 > P < 0.10) solo a las 12:00 h.
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4.3 Actividad ovaricay concentracion de hormonas esteroidales

Los resultados de las mediciones de estructuras ovaricas y concentraciones
hormonales de E, y P, se muestran en el Cuadro 4. El efecto de la interaccion de
tratamientos y tiempo (dia de muestreo), mostro significancia sobre la concentracion
de P4 (P = 0.0459). Por su parte, el efecto individual de tiempo, mostré significancia
para PF (P = 0.0040) y CAVCL (P = 0.0216). El efecto de tratamientos fue
significativo para la concentracion de E, (P < 0.0001) y tendencia para CL (P =

0.0760).

Cuadro 4. Efecto del suplemento mineral inyectable y tiempo sobre la actividad

ovarica y concentracién de hormonas esteroidales

Tratamientos Valor de P para
(Tx) efectos fijos
Variable SUP TES EE TX Tiempo TX x
Tiempo

Poblacién folicular (nmero)  10.98 942 222 0.4969 0.0040 0.4212

Foliculo dominante (mm) 1146 1169 1.26 0.8583 0.6887 0.9462
Cuerpo luteo (cm) 3.51 1.58 0.99 0.0760 0.3997 0.7400
Cavidad cuerpo lateo (cm) 0.46 0.58 0.12 0.3551 0.0216 0.3936
Progesterona (ng/mL) 1.46 0.96 0.11 0.0006 <0.0001 0.0459
Estradiol (pg/mL) 621 491 0.22 <0.0001 0.1516 0.3401
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El efecto individual de tratamientos y dia de muestreo sobre concentraciones
de P4 se observa en la Figura 5. Se aprecia que la concentracion de P, para el dia -3
del protocolo no fue diferente entre el grupo suplementado y el testigo (P = 0.6244;
1.57 vs 1.47 ng/mL, respectivamente). Del mismo modo, en el dia 4 del ciclo estral
las concentraciones de P, en ambos grupos experimentales no fueron

estadisticamente distintas (P = 0.1022; 0.90 vs 0. 56 ng/mL).

2.50 ~

NS

NS %

1.00 -

P, (ng/ml)

0.50

1
{1

OOO T T T T 1
Dia -3 Dia 0 Dia 4 Dia 9 Dia 19

=A-Suplementado ~@-Testigo

Figura 5. Concentraciones de P, de acuerdo al tratamiento en cada dia de medicion
(* = P < 0.05; NS = diferencia no significativa).

En el dia 9 del ciclo, las concentraciones de P, aumentaron en ambos grupos,
sin embargo, existié una diferencia significativa (P = 0.0021; 1.93 vs 1.26 ng/mL) a
favor del grupo suplementado con minerales. Finalmente, el dia 19 del ciclo se

registr0 una disminucion de concentraciones de P4, para ambos grupos
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experimentales, no obstante, continud existiendo una diferencia significativa (P <

0.0001; 1.44 vs 0.55 ng/mL, respectivamente) a favor del grupo suplementado.

4.4 Tasa de concepcion

El grupo suplementado mostré un mayor porcentaje de concepcion con
respecto al testigo (50 vs 0%, P < 0.05). Sin embargo, al analizar esta variable
mediante la prueba Exacta de Fisher el efecto de tratamientos resulta en una

tendencia (P = 0.0769).

Cuadro 5. Tasa de concepcion de acuerdo a los tratamientos

Tratamiento N Tasa de concepcion (%)
Suplementado 8 4/8 (50%)®
Testigo 8 0/8 (0%)"

“®Literales distintas indican diferencia significativa (P < 0.05) en prueba de X“; N = Unidades

experimentales por tratamiento; El nimero dentro de los paréntesis indica el porcentaje de animales
gestantes por tratamiento.

4.5 Produccion y composicién quimica de la leche

Los resultados correspondientes a PLD, TL y caracteristicas quimicas de la
leche se muestran en el Cuadro 6. No se registr6 ninguna interaccién entre
tratamientos y tiempo para ninguna variable (P > 0.05). Particularmente, se observo
gue para caracteristicas como SNG, DENS, PROT, LACT y PC, existi6 diferencia
entre tratamientos (P < 0.05), presentando valores superiores para todas las

variables el grupo suplementado sobre el testigo, a excepcion del PC, donde los
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resultados fueron opuestos. Por otra parte, el suplemento mineral tendioé a disminuir

TL (P = 0.0832). En el resto de variables, no se observaron diferencias significativas

entre tratamientos. Por su parte, el efecto individual de tiempo, mostro significancia

para las variables PLD (P = <0.0001) y TL (P = <0.0001).

Cuadro 6. Promedios y errores estandar

de produccion,

temperatura vy

caracteristicas quimicas de la leche en vacas con y sin suplemento mineral

inyectable
Tratamientos Valor de P para
(Tx) efectos fijos
Variable SUP TES EE TX Tiempo TX «
Tiempo
Produccion de leche diaria (L) 15.94 16.54 0.64 0.3675 <0.0001 0.8855
Temperatura de leche (°C) 36.27 36.40 0.07 0.0832 <0.0001 0.7529
Grasa (%) 2.55 244 0.10 0.2843 0.3076 0.9737
Soélidos no grasos (%) 9.31 9.12 0.07 0.0209 0.3102 0.9935
Densidad (kg/m?) 26.60 26.06 0.20 0.0193 0.2955 0.9909
Proteina (%) 3.35 3.28 0.03 0.0267 0.4299 0.9516
Lactosa (%) 5.04 494 0.04 0.0112 0.2552 0.9796
Sales (%) 0.72 0.71 0.01 0.1830 0.3818 0.9426
Punto de congelacion (°C) -0.59 -0.58 0.01 0.0190 0.3817 0.9889
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V. DISCUSION
5.1 Variables climéaticas

Las condiciones climaticas durante el periodo experimental fueron de EC que
vario de moderado a severo para las vacas, segun los rangos de ITH indicados por
Armstrong (1994). Similares condiciones ambientales de verano fueron reportadas en

estudios previos en esta misma region (Leyva-Corona et al., 2008a; 2008b; 2015).

5.2 Variables fisioldgicas

La intensidad del EC disminuye por las noches, esto pudo haber favorecido la
reduccion de FR de todas las vacas durante las mafianas a diferencia de las tardes
(Kabuga, 1992). No obstante, aun y cuando las condiciones climaticas fueron las
mismas para ambos grupos experimentales durante las noches, se registr6 una
ligera pero significativa reducciéon en FR para el grupo suplementado en las
mafianas. Resultados similares fueron expuestos por Oltramari et al. (2014), quienes
compararon los efectos de suplementar con diferentes fuentes de Se (orgénico vs
inorganico) en ganado lechero estresado por calor, encontrando que la FR del grupo
tratado con Se inorganico fue menor que la del grupo tratado con se organico. Sejian
et al. (2014) reportaron que un grupo de ovejas Malpura manejadas bajo condiciones
de EC y suplementadas con una combinacion de minerales (Zn, Cr, Co y Se) y
antioxidantes (vitamina E), presentdé una menor FR en comparacion a un grupo no
suplementado. Recientemente, Sun et al. (2019) también reportaron que suplementar

Se a vacas Holstein estresadas por calor redujo su FR.

Una posible explicacion al mecanismo fisiologico mediante el cual el Se podria

influir sobre FR, es que bajo condiciones de EC, los incrementos en FR pueden
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provocar una hiperventilacion en las vacas, misma que a su vez, tiene la capacidad
de generar hiperoxia a nivel celular (Pusta et al., 2018). Durante periodos de
hiperoxia, ocurren incrementos en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, del inglés reactive oxygen species) dentro de los pulmones, lo cual aumenta el
riesgo de dafo celular por estrés oxidativo (Jamieson et al., 1986). El Se podria
contribuir a disminuir FR ya que forma parte de la enzima glutation peroxidasa (GSH-
pX), una de las principales enzimas involucradas en la neutralizacion de ROS
(Kamada e |kumo,1997). Por lo que, este mineral podria favorecer la defensa
antioxidante pulmonar y reducir la necesidad de incrementos excesivos de FR como

parte de una reaccion preventiva a la hiperventilacion.

Con respecto a los resultados obtenidos para TSP, se observé que el
suplemento mineral redujo TPIE y TUB por las mafianas. Este resultado concuerda
parcialmente con Oltramari et al. (2014), quienes reportaron que un grupo
experimental de vacas Holstein tratado con Se organico, tuvo una media ponderada
de TSP mas baja que la mostrada por otro grupo experimental tratado con Se
inorganico. Es necesario enfatizar que los resultados concuerdan parcialmente, ya
que, en primer lugar, las mediciones de TPIE y TUB en esta investigacién no son
exactamente equivalentes a la media ponderada de TSP reportada por Oltramari et
al. (2014). En su caso, los autores siguieron las indicaciones de Pinheiro et al. (2005)
y crearon un promedio ponderado final de TSP, dicho promedio fue estimado a
través de la combinacion de mediciones de temperatura en distintas regiones del
cuerpo, mismas a las que les fue asignando un diferente “peso” o “grado de

ponderacion”, de tal manera que, algunas regiones del cuerpo tuvieron mas
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influencia que otras sobre el promedio ponderado final. De acuerdo a Oltramari et al.
(2014), las regiones del cuerpo y sus respectivos pesos o grados de ponderacion
incluidos en la estimacion del promedio final fueron los siguientes: 10% para la
temperatura de la cabeza, 70% para la temperatura de espalda, 12% para la
temperatura de la parte inferior de la pierna y 8% para la temperatura de la ubre.
Notablemente, TPIE y TUB tuvieron los menores grados de ponderacion y
contribuyeron conjuntamente en un 20% al calculo de Oltramari et al. (2014); sin
embargo, ambas regiones han sido reconocidas como sitios anatomicos importantes
para la termorregulacion. Por ejemplo, se ha reportado que las piernas contribuyen
significativamente a la disipacibn de calor en rumiantes (Marai et al.,, 2007;
Montanholi et al., 2007; Yadav et al., 2016). Lo anterior se debe al incremento de
flujo sanguineo hacia las extremidades corporales con el objetivo de disipar calor por
medios no evaporativos (Nienaber y Hahn, 2007). Por su parte, la ubre ha sido
incluida como una region importante en la busqueda de animales con mayor
capacidad termoregulatoria, debido a que sostiene una relacion de moderada a
fuerte con la temperatura corporal central (Garner et al., 2016; Daltro et al., 2017,

Kaufman et al., 2018).

Por otra parte, Oltramari et al. (2014) reportaron que la media ponderada de
TSP fue menor en el grupo tratado con Se organico en vez de inorganico. Esto
dificulta la comparacién directa de ese resultado con el nuestro, ya que, el producto
comercial de la presente investigacion solo contiene Se de tipo inorganico. No
obstante, debido a la falta de un grupo testigo en Oltramari et al. (2014), asi como a

la falta de algun grupo experimental tratado con Se organico en nuestro experimento;
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aun es posible concluir que la version inorganica de este mineral utilizada en este
estudio pudo influir en la reduccion de TPIE y TUB del grupo suplementado.
Probablemente, mejores resultados podrian observarse si se incluyera alguna fuente
de Se organico en futuras investigaciones. Con respecto a los resultados de las
tendencias observadas para TCA, TPA y TFD, posiblemente puedan explicarse del
mismo modo que para TPIE y TUB, dado que estas regiones también fueron
incluidas en la media ponderada de Oltramari et al. (2014). Finalmente, considerando
que las diferencias en TSP ocurrieron Unicamente por las mafianas, Zahner et al.
(2004) indicaron que las TSP mimetizan el comportamiento del ITH, de tal modo que
suelen ser mas bajas durante las horas mas frescas del dia. Particularmente en los
casos de TPIE y TUB, los mismos autores sefialaron que TPIE es mas sensible a las
variaciones del ITH a comparacién de TUB. Similarmente, Collier et al. (2006) y
Salles et al. (2016), indicaron que TSP se correlacionan positivamente con los
valores de TA durante el dia, siendo menores en las mafianas a comparaciéon de las

tardes.

5.3 Actividad ovéaricay concentracion de hormonas esteroidales

El grupo de vacas suplementadas con minerales tendié a tener un mayor
tamafio de CL que el mostrado por vacas no suplementadas. Este resultado
concuerda con el expuesto por Senosy et al. (2018), quienes reportaron un
incremento en el tamafio del CL de ovejas Farafra estresadas por calor que fueron
suplementadas con P, a comparacion de un grupo testigo. Probablemente, los
efectos de este mineral sobre el CL se deban a su funcién estructural en los

fosfolipidos presentes en las membranas plasmaticas de las células luteales y a su
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participacion en la sintesis de AMP ciclico dentro de las mismas (Azhar et al., 1976;
Hurley y Doane, 1989). Por su parte, Se podria estar involucrado en el desarrollo del
CL debido a que importantes acumulaciones de este mineral han sido localizadas en
las células de la granulosa ubicadas alrededor de grandes foliculos preovulatorios
(Ceko et al., 2015a, 2015b). Ademas, se ha comprobado que este mineral contribuye
positivamente a la proliferacion y la funcionalidad de las células de la granulosa, las
cuales, se transforman en las células luteales grandes (CLG) tras la ovulacién y
conforman alrededor del 40% del volumen total del CL (Fields y Fields, 1996; Basini y
Tamanini, 2000; Sangha et al., 2002). En este sentido, Senger (2012) explicoé que las
CLG raramente se multiplican después de la ovulacién, por lo tanto, el nUmero total
de células de la granulosa que se acumula en el foliculo preovulatorio determina el
namero de CLG en el CL recién formado, y a su vez, el niumero de CLG se vincula

con la funcionalidad del CL.

El efecto del suplemento mineral no fue significativo para CAVCL, sin
embargo, el efecto principal del tiempo si lo fue. Al respecto, se ha reportado que es
comun encontrar cavidades dentro del CL de hembras Holstein en distintos dias del
ciclo estral (Kastelic et al., 1990). De acuerdo con Kito et al. (1986), CAVCL depende
de la maduracién del CL, ya que, dichos autores encontraron que 5 d después de la
IA, CAVCL se distinguia en el ultrasonido como un pequefio espacio libre de ecoy en
cuyo alrededor, el contorno del CL no podia verse claramente. Posteriormente, 10 d
post-lA, las CAVCL observadas 5 d antes aumentaron de tamano,
correspondiéndose con CL que presentaban un completo desarrollo. No obstante, 16

d post-l1A las CAVCL disminuyeron considerablemente en muchas vacas, e incluso,
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en algunas desaparecieron. Lo anterior concuerda con nuestros resultados y ayuda a

explicar las variaciones observadas en CAVCL de acuerdo al dia de medicion.

De manera similar, no hubo diferencias significativas entre tratamientos para
PF, pero se presentaron diferencias significativas en base al tiempo. Dicho resultado
concuerda con el proceso normal del desarrollo folicular de vacas post puberes. En
dicho proceso, la actividad y desarrollo de los foliculos ovaricos son regulados por
gonadotropinas secretadas por el eje hipotalamo-hipofisiario (Shimizu, 2016). En los
bovinos, suelen ocurrir de dos a tres ondas foliculares en cada ciclo estral y dentro
de cada onda, se presentan foliculos primarios, secundarios y terciarios, que se
diferencian entre si de acuerdo a su crecimiento y desarrollo (Kulick et al., 2001;
Senger, 2012; Shimizu, 2016). El inicio de cada onda folicular es conocido como
reclutamiento o emergencia, en esta etapa, ocurre un crecimiento conjunto de varios
foliculos antrales (tamafio promedio de ~4 mm) que se reclutan de manera
sincronizada en respuesta a un aumento de niveles de hormona foliculo estimulante
(FSH). A medida que los foliculos crecen, éstos comienzan a secretar cantidades
crecientes de estradiol hasta el momento en el que uno de ellos es seleccionado y el
resto se atresian (etapa de seleccién). Posteriormente, el foliculo seleccionado se
vuelve dominante y continda su desarrollo de tal manera que, si su crecimiento
coincide con la lutedlisis, dicho foliculo continuara creciendo hasta que ocurra la
ovulacion. Por el contrario, si su crecimiento no coincide con la caida drastica de
niveles de Py, dicho foliculo se atresiara y una nueva onda folicular volvera a emerger
(Senger, 2012). En vacas, se ha reportado que ocurre un surgimiento de ondas

foliculares los dias 0, 9, y 16 después de la ovulacion (Ginther et al., 1989; Moore y
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Thatcher, 2006). Por lo tanto, la variacion en PF en base al tiempo se considera

como un resultado normal y esperado.

Con respecto a las concentraciones de P, se observdO que fueron
influenciadas por los efectos de tratamiento y dia de muestreo. A pesar de que
ambos grupos experimentales estuvieron sujetos a condiciones de EC (ITH > 72
unidades), el grupo suplementado con minerales presentd mayores concentraciones
de P, en dos de los cuatro dias de muestreo a comparacion del testigo. Estos
resultados coinciden con los reportados por Qureshi et al. (2017), quienes reportaron
qgue las concentraciones de P, de un grupo de ovejas Damani y Balkhi estresadas
por calor que fueron suplementadas con vitamina E y Se, fueron superiores a las
mostradas por un grupo testigo. Por su parte, Kamada y Hodate (1998), demostraron
gue administrar Se en la dieta incrementd en 22% las concentraciones plasmaticas
de P, en vacas Holstein no gestantes. Un estudio realizado en vaquillas Holstein
gestantes en el que se probd el efecto del incremento en la dosis de Se administrada
en la dieta, reporté que un aumento de 0.300 ppm de este mineral, logré incrementar
las concentraciones plasmaticas de P, desde la semana 29 hasta la 39 de la
gestacion (Kamada et al., 2014). Los autores indicaron que Se podria contribuir a la
funcionalidad del CL y contribuir a mantener un adecuado nivel de P, durante el
altimo periodo de la prefiez. Por otra parte, un suplemento mineral con Ca, P, Cu, Zn
y Mn, también mostré tener un impacto positivo sobre concentraciones de P4, ya que,
los niveles de esta hormona fueron mayores en un grupo de vacas mestizas tratado
con dichos minerales a comparacion de un grupo testigo (Devasenat et al., 2010).

Similarmente, un incremento significativo en las concentraciones de P, fue reportado
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para un grupo de ovejas Farafra estresadas por calor suplementadas con P (Senosy

et al., 2018).

Minerales como Se y Cu, ademas de implicarse en procesos como la
estereidogénesis, son algunos de los minerales que han mostrado mayores
beneficios como contribuyentes a la prevencion del estrés oxidativo. En este sentido,
en un estudio in vitro donde se adicionaron diferentes dosis de Se a un cultivo de
células luteales bovinas, se reportd6 que dicho mineral contrarrestdé los efectos
adversos del estrés oxidativo al intervenir directamente en la sintesis y funcionalidad
de enzimas como glutation peroxidasa Yy fosfolipido-hidroperoxido-glutation-
peroxidasa. Estas enzimas tienen como funcién primordial la neutralizacion de
radicales libres como hidroperéxidos y peroxidos lipidicos (Kamada e Ikumo, 1997).
Los autores de dicha investigacion sugirieron que Se posee efectos antioxidantes y
protectores sobre células luteales, ya que, al adicionarlo en mayor cantidad al cultivo
celular, se registr6 una mayor proliferacién las mismas y un aumento en la sintesis
de P4. Por su parte, Yao et al. (2018) realizaron un estudio in vitro en células de la
granulosa luteinizadas de origen caprino y reportaron que la adicion de Se promovié
su proliferacion. Con respecto al Cu, este también forma parte del sistema
antioxidante de la vaca, ya es componente de la enzima superéxido dismutasa
(SOD), que cataliza la conversion de superdxido a peroxido de hidrégeno y agua
(Wallace y Melov, 1998; Smith y Akinbamijo, 2000; Gressley, 2009). Rapoport et al.
(1998) sefalé que SOD se vincula con la capacidad esteroidogénica del CL bovino,
ya gque su actividad aumenta de 6 a 8 veces desde el dia 6 al 16 del ciclo estral (fase

litea) y luego disminuye durante la regresién del CL. Existe un total de tres SOD que
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se diferencian en el mineral que utilizan como cofactor: Mg-SOD, Fe-SOD y CuZn-
SOD (Przybylska et al., 2007). Okado-Matsumoto y Fridovich (2001), reportaron que
CuzZn-SOD se localiza en el citosol, el nucleo y el espacio intermembranal de las
mitocondrias y, en un estudio realizado en roedores, se demostré que la deficiencia
de esta enzima redujo la luteinizacion y la concentracion plasmatica de P4 (Noda et
al., 2012). Los efectos antes descritos se asociaron al incremento de ROS en los
ovarios que tuvo como consecuencia la apoptosis del CL y una reduccion de la
vascularizacion en el mismo. En conjunto, estos reportes indican que CuZn-SOD en
el ovario desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la funcion del CL
y la secrecion de P4 Con respecto a los efectos que tuvo el tiempo sobre las
concentraciones seéricas de P4, este resultado se considera normal y esperado,
puesto que, naturalmente existen variaciones en las concentraciones de esta
hormona asociadas al grado de madurez del CL (Senger, 2012). Inclusive, en un
estudio realizado en dos épocas distintas del afio (verano vs invierno) con vacas
Holstein, se comprobd que aparte de que la época afecta las concentraciones de Py,
el dia de la medicion de dicha hormona tras la IA también es un factor de significativo

de variacién que debe tomarse en cuenta (Ghanem y Nishibori, 2015).

Finalmente, nuestros resultados indicaron que las concentraciones de E, del
grupo suplementado con minerales fueron mayores que las mostradas por el grupo
testigo. Al respecto, Devasenat et al. (2010) suplementaron Ca, P, Cu, Zn y Mn y
observaron que el nivel de E, en sangre fue mayor en un grupo de vacas
suplementado a comparacion del grupo testigo. Otro estudio realizado en cabras

Black Bengal suplementadas con Ca, P, Zn, Co y Mn, reportd6 mayores
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concentraciones plasmaticas de E; en el grupo tratado que en el no tratado (Godara
et al., 2016). Los resultados anteriores respaldan la utilidad de minerales como P y
Cu, sin embargo, también se ha reportado que Se puede tener influencia en sobre
E,, ya que este mineral desempefié un papel clave en la proliferacion de células de la
granulosa bovinas cultivadas in vitro y su capacidad para sintetizar E,; (Mason y
Franks 1997; Basini y Tamanini 2000). Aunado a lo anterior, un estudio in vitro
realizado con células de la granulosa luteinizadas provenientes de cabras
suplementadas con 5 ng/mL de Se en combinacion con 10 ng/mL de FSH, reporto
que el tratamiento con este mineral estimula la produccion de E; en presencia o
ausencia de FSH (Yao et al., 2018). Por su parte, Pessoa et al. (2017) probd los
efectos del mismo tratamiento experimental utilizado en esta investigacion
(Fosfosal®), reportando que el grupo de vacas tratadas con minerales tuvo una
mayor incidencia de estro que el grupo testigo (67.4 vs 51.5%, respectivamente), lo

cual se relaciona con la concentracion de E; en sangre (Glencross et al., 1981).

Con respecto a minerales como K y Mg, se ha reportado que ambos se
encuentran involucrados en el desarrollo folicular y el incremento de concentraciones
de E;, ligado al mismo (Tabatabaei et al., 2011). En el caso del K, sus
concentraciones dentro del liquido folicular son mayores al principio de la onda
folicular (foliculos pequefios, entre 4 y 5 mm), sin embargo, dichas concentraciones
disminuyen a medida que la onda progresa debido al aumento en el uso de glucosa
por los foliculos en desarrollo, proceso que conduce a la transferencia de iones de K
desde el liquido folicular hacia sitios intracelulares (Chang et al., 1976). Finalmente,

las concentraciones de Mg siguen las mismas tendencias que las descritas para el K,
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no obstante, la disminucion de sus concentraciones se relaciona con su participacion
en la formacion de trombina, un potente agente mitético que contribuye al

crecimiento folicular (Tabatabaei et al., 2011).

5.4 Tasa de concepcion

Varios autores han sefialado que la aplicacion de minerales podria ser util
para aminorar los efectos negativos del EC sobre la tasa de concepcion en rumiantes
(Alamer, 2011; Khorsandi et al., 2016; Krishnan et al., 2017). Ingraham et al. (1987)
reporté que suplementar Cu y Mg conjuntamente, mejord la tasa de concepcion de
vacas Yy vaquillas Holstein al compararla con grupos suplementados con cada mineral
de manera individual y con un grupo control. En otro estudio, la administracion de
vitamina E junto con Se mostré un impacto positivo sobre la tasa de concepciéon de
vacas Holstein estresadas por calor (Aréchiga et al., 1998). Pessoa et al. (2017)
probaron el mismo suplemento mineral utilizado en esta investigacion (Fosfosan®)
en vacas Angus, Hereford y sus respectivas cruzas, reportando que el grupo tratado
tuvo una tasa de concepcion superior al grupo testigo (53.5 vs 46.5%;
respectivamente). Por su parte, Penteado et al. (2017) también evaluo el efecto del
mismo producto comercial sobre la tasa de concepcion de vacas Nelore que se
encontraban amamantando, reportando que el suplemento mineral mejoré en un 7%
la tasa de concepcion del grupo tratado a comparacion del no tratado (52 vs 45%,
respectivamente). Finalmente, Pereira (2018) también usé el mismo producto y

reporté resultados similares en también vacas Nelore.
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5.5 Produccion y composicion quimica de la leche

El suplemento mineral afecté significativamente algunas caracteristicas
quimicas de la leche. Las vacas suplementadas presentaron mejorias en SNG,
DENS, PROT, LACT y PC. En el caso de SNG, el grupo suplementado tuvo un
mayor porcentaje que el testigo. Magarifios (2000), mencion6 que dentro de los SNG
de la leche se encuentran PROT, LACT, vitaminas y minerales. Los incrementos de
PROT y LACT, asi como el aumento en las concentraciones de minerales a raiz de
su aplicacion parenteral, deben haber influido en el aumento de SNG. Similarmente,
Khorsandi et al. (2016), demostraron que suplementar vitaminas (A, D y E) y
minerales como Co, Na, Co, K, Mn y Zn, incrementd significativamente SNG en la
leche de vacas estresadas por calor. Por su parte, Kincaid y Socha (2004), también
sefalaron que suplementar Co, Cu, Co-lisina, Zn, Zn-metionina, Mn y Mn-metionina,
incrementd SNG en leche de vacas Holstein. Guerra-Liera et al. (2012) reportd un

aumento de SNG en la leche de vacas Ayrshire suplementadas con vitamina E y Se.

Con respecto a DENS, se observo que el grupo suplementado tuvo una leche
mas densa que la del grupo testigo. DENS mide la relacion existente entre masa y
volumen en una sustancia, para el caso de la leche, esta variable se relaciona con el
contenido de sdlidos totales (GRAS y SNG) dentro de la misma (Magarifios, 2000;
Agudelo-Gémez y Bedoya-Mejia, 2005). En el presente estudio, el suplemento
mineral caus6 un aumento de SNG, pero no provoco variaciones en el porcentaje de
GRAS. En este sentido, Quiles y Hevia (1988) explican que la DENS lactea varia de
manera proporcional con el porcentaje de SNG y de manera inversa con el de GRAS.

Lo anterior se debe a que solutos como PROT, LACT y el resto de SNG, tienen una
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DENS mayor a la del agua, por lo tanto, sus variaciones se correlacionan
positivamente con la DENS de la leche (Quiles y Hevia, 1988; Chen et al., 2014). Por
otra parte, GRAS tiene una DENS menor a la del agua, por lo que variaciones en el
contenido graso de la leche se correlacionan de manera negativa con DENS

(Guignon et al., 2012).

En lo referente a PROT, el porcentaje de este componente fue mayor en el
grupo suplementado a diferencia del testigo. Esto concuerda con reportes que
sefalaron que el porcentaje de PROT en leche aumentdé de manera lineal con los
aumentos graduales en los porcentajes de adicion de minerales como P, Cu, Mn y
Zn en la dieta (De Boer et al. 1981). Khorsandi et al. (2016), también reportaron
incrementos en PROT al administrar un bolo intraruminal con vitaminas (A, Dy E) y
minerales (Cu, Na, Co, K, Mn y Zn) a vacas Holstein estresadas por calor. Los
autores atribuyeron el resultado a que el bolo ruminal tuvo un efecto positivo sobre la
salud y la funcionalidad de glandula mamaria, permitiendo que los animales
suplementados fueran capaces de aumentar PROT depositada en leche. Guerra-
Liera et al. (2012) también reporté un aumento en PROT de leche de vacas Ayrshire
suplementadas con vitamina E y Se. Por su parte, Knowels et al. (1999) sefalaron
gue, aunque suplementar Se organico en vacas es mucho mas efectivo que
suplementar Se inorganico, ambas formas del mineral tienen la capacidad de

incrementar el contenido de PROT en leche.

En este estudio las vacas suplementadas con minerales depositaron mas
LACT en leche que vacas no suplementadas. Al respecto, Guerra-Liera et al. (2012)

reportaron un mayor contenido de LACT en leche de vacas suplementadas con
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vitamina E y Se. Por su parte, Mutoni et al. (2012) reportaron un incremento en LACT
de vacas Sahiwal suplementadas con vitamina E, Cu y Zn. Similarmente, Brzoska y
Sala (2001) reportaron incrementos en LACT en leche de vacas Holstein
suplementadas con Cu. ElI PC también resultd influenciado por el suplemento
mineral. Concretamente, el grupo suplementado presentd un menor PC que el no
suplementado. Este resultado coincide con reportes que indican que PC de la leche
depende casi exclusivamente del contenido de LACT y sales disueltas (Agudelo-
Gbomez y Bedoya-Mejia, 2005; Zagorska y Ciprovica, 2013). Al respecto, se ha
reportado que aumentos de LACT, sales de cloruro y otros componentes solubles en
agua (como Ca, K y Mg) contribuyen a la depresion del PC lacteo en
aproximadamente un 55, 25 y 20%, respectivamente (Jennes y Patton, 1959). El
suplemento mineral aplicado en este estudio incrementdé LACT en la leche de las
vacas tratadas con respecto a las no tratadas, lo cual puede haber impactado en la
reduccion del PC. Gonzalez-Cuascota (2013) explicd que la correlacion negativa
existente entre LACT y PC se debe a que LACT es el componente mas labil frente a
la accién microbiana y que la leche es presa facil de distintos tipos de bacterias que
transforman LACT en acido lactico, reduciendo su pH. Dicha acidificacién provoca un
descenso en el PC de la leche debido a la formacion de un mayor numero de
moléculas de soluto derivadas del proceso fermentativo. Ademas, el aumento en la
concentracion de minerales en la leche causa el mismo efecto, por lo tanto, es
posible que hayan ocurrido incrementos en el contenido de K y Mg tras la aplicacion
del tratamiento al grupo suplementado y esto también haya contribuido a la reduccién
del PC. Finalmente, la tendencia observada en la reduccion de TL a raiz de la

aplicacion del suplemento mineral probablemente se relacione con la disminucion de
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TUB, dado que ambas temperaturas presentan una correlacion positiva y fuerte
(Perano et al., 2015). El efecto significativo del tiempo (dia de medicion) sobre
variables como PLD y TL, se considera como normal y esperado, ya que ambas
variables dependen de factores como dias en leche y condiciones climaticas

particulares de cada dia de medicion.

VI. CONCLUSION

La aplicacion de un suplemento mineral inyectable basado en P, Se, K, Mg y
Cu a vacas Holstein estresadas por calor, impact6 positivamente algunas variables
fisiolégicas relacionadas con la respuesta al mismo, concretamente reduciendo FR,
TPIE y TUB. En el aspecto reproductivo, el suplemento mineral incrementd las
concentraciones séricas de P, y E;. De igual manera, la tasa de concepcion de vacas
suplementadas con minerales resultdé mas alta que la mostrada por vacas no
suplementadas. Finalmente, el tratamiento mineral también influyd significativamente
sobre caracteristicas quimicas de la leche, aumentando SNG, DENS, PROT y LACT,

mientras que redujo PC.

Los resultados de este experimento sugieren que la aplicacibn de un
suplemento mineral a vacas manejadas durante una época calida, puede
considerarse como una estrategia nutricional util para contrarrestar algunos efectos
negativos del EC sobre la fisiologia y la habilidad reproductiva del ganado, al mismo
tiempo que aumenta el valor agregado de la leche al impactar positivamente en su
composicion quimica. No obstante, debido al limitado nUmero de muestra en nuestra
investigacion, seria prematuro generalizar estos resultados a mayores poblaciones

de ganado. Por lo tanto, se recomienda ampliamente realizar mas investigaciones
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utilizando el mismo producto comercial, pero con un mayor nimero de animales, con

el proposito de validar los resultados de esta investigacion.
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