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RESUMEN

MARTINEZ GARCIA ANDREA. Relacion del estrés fisiologico con el estrés
oxidativo en vacas gestantes en pastoreo (bajo la direccion de: Dr. Antonio

Diaz Cruz y Dra. Marcela del Rosario Gonzalez De la Vara).

El objetivo de esta investigacion fue determinar el estrés oxidativo en vacas
Holstein en pastoreo mediante las pruebas de FRAP, TBARS vy actividad de la
GSH-Px y buscar su posible relacion con el estrés fisiol6gico medido por las
concentraciones de cortisol en suero. Se empleé el suero de 10 vacas con 6
meses de gestacion (Grupo 1) y 10 con 2 dias antes del parto (Grupo 2). Los
datos fueron comparados mediante la prueba T de Student y la correlacion del
estrés fisiolégico con el oxidativo se determiné empleando la prueba de
Pearson (P<0.05). Se encontr6 que la capacidad antioxidante (FRAP) del grupo
1 fue mayor que la del grupo 2 (G1=522.944+40.792 Vs G2=354.638%27.673).
La GSH-PX tuvo una mayor actividad en el grupo 1 que en el grupo 2
(G1=14.548+2.429 Vs G2=6.284+1.004). No se encontraron diferencias
significativas en la cantidad de productos finales a la LPO (TBARS). Los niveles
de cortisol (G1=4.022+0.879 Vs G2=1.766%0.165) se encontraron dentro del
rango aun en vacas proximas al parto, debido a que las condiciones de manejo
y alimentacién son Optimas para el bienestar animal. Las concentraciones de
cortisol y la capacidad antioxidante fueron mayores en el grupo 1 que en el
grupo 2, esto probablemente se deba a la demanda fisiologica en la produccion

lactea y el mantenimiento de la prefiez.



1. INTRODUCCION

1.1 Radicales libres, antioxidantes y estrés oxidativo.

El metabolismo animal estd basado en distintas reacciones quimicas, todas
ellas sincronizadas entre si y finamente reguladas por la célula, cuyo objetivo
es mantener la homeostasis de los individuos.* La oxidacion y la reduccién son
reacciones bioquimicas complementarias en las que existe transferencia de
electrones; cuando una especie quimica pierde electrones se oxida, mientras
que otra los acepta y se reduce.! La actividad celular se lleva a cabo gracias a
la oxidacibn de compuestos, como la glucosa y los &cidos grasos
principalmente, quienes liberan a nivel mitocondrial un flujo de electrones que
son transferidos al oxigeno por medio de acarreadores (cadena respiratoria).
Este flujo de electrones propicia la produccion de ATP mediante la fosforilacion
oxidativa." ? Sin embargo, cuando el oxigeno no es reducido completamente, la
transferencia de electrones produce moléculas identificadas como Radicales

Libres de oxigeno.®

Los Radicales Libres (RL) son atomos o moléculas que poseen uno o mas
electrones no apareados en su Uultima Orbita, es decir, se encuentran
dispuestos en numeros impares. Esta caracteristica les genera una
configuracion muy inestable que incrementa su reactividad actuando
principalmente como agentes oxidantes. Ellos, al estar presentes en la célula,
sustraen un electréon o un atomo de hidrégeno de otra molécula. Los acidos
nucleicos, lipidos o proteinas son moléculas altamente sensibles al ataque de

los RL, alterando su estructura, modificando su funcion y provocando su



destruccion. El dafio celular es de tal magnitud que se convierte en un factor

inductor de apoptosis celular.® *> %7

A los RL se les identifica mediante un punto colocado a manera de superindice
en el angulo derecho de la férmula quimica del mismo, lo que significa que el

electrén no tiene pareja.?

Los RL pueden clasificarse segun el atomo que posee el electron desapareado,
asi se tienen RL centrados o vinculados con el oxigeno, con el nitrégeno o con
el carbono. Es importante mencionar que estos ultimos, (los centrados en el
carbono) no tienen tanta importancia pues son el resultado de la reaccion de
los RL derivados del oxigeno y del nitrégeno sobre diversos tipos de

biomoléculas.?

En los sistemas biologicos, los RL derivados del oxigeno son los mas
importantes debido a que participan en distintos fenomenos fisioldgicos. Sin
embargo, se debe hacer mencién de que existen compuestos, no radicales,
que pueden funcionar como agentes oxidantes dado que se convierten con
facilidad en radicales. Estas formas moleculares reciben el nombre de Especies

Reactivas de Oxigeno (ER0O).>*> 7 En el cuadro 1 se observa su clasificacion:

Cuadro 1. Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

Radicales No Radicales
Superoxido (02) Peréxido de hidrogeno (H,05)
Hidroxilo (OH") Acido hipocloroso (HOCL)

Peroxilo (RO") Ozono (O3)
Alkoxil (RO") Singulete de oxigeno (*O-)

Hidroxiperoxil (HO")

Tomado de Halliwell, 1999 y Castrejon, 2009.



De manera constante, los seres vivos producen RL como resultado del
metabolismo de diversas sustancias, pero también el ambiente en que se
desarrollan contribuye a que se expongan a los RL formados fuera del
organismo. Por lo anterior se considera que los RL provienen de fuentes

enddgenas y exdgenas que se describirdn a continuacion:
# Fuentes enddgenas.

1) Metabolismo intermediario. Se trata de procesos metabolicos

normales efectuados en el organismo:

a) Cadena respiratoria. En el metabolismo aerdébico normal, la
mitocondria consume oxigeno, el cual se reduce hasta obtener agua; sin
embargo una pequeiia parte del oxigeno molecular (1-2 % de los atomos
de oxigeno) se metaboliza via reduccion univalente generando como
producto intermedio al radical superéxido (02 "), quien se dismuta o

desproporciona y da origen al peréxido de hidrogeno (H,0,).% & 9

b) Metabolismo de acidos grasos. Los peroxisomas son organelos
de una sola membrana que se observan como vesiculas circulares u
ovoides de aproximadamente 0.1 a 1.0 pum, muy abundantes en el
higado y riidn. La matriz de los peroxisomas contiene mas de 50
enzimas relacionadas con diferentes vias metabdlicas; en ellos se lleva a
cabo del 5-10 % de la oxidacion total de los acidos grasos, empleando
sistemas de oxidasas mixtas (oxidan dos sustratos simultaneamente),
las cuales sustraen electrones de hidrogeno de &acidos grasos y de
equivalentes de oxido-reducciéon en forma de NAD (P) reducido para

generar H,O, en presencia de oxigeno.? *°



c) Metabolismo de purinas. La enzima xantina-oxidasa es el
catalizador de las reacciones finales del metabolismo de las purinas. Se
encarga de oxidar la hipoxantina y la xantina hasta sintetizar acido urico
como desecho final, proceso durante el cual se acopla una reduccion del
oxigeno (O,) a radical superéxido (02" ") y posteriormente a peréxido de

hidrogeno (H,0,).% ’

d) Sintesis de eicosanoides. Los eicosanoides son derivados del
acido araquidonico que fungen como mensajeros intercelulares. Dentro
de este grupo se encuentran las prostaglandinas, los tromboxanos y los
leucotrienos. Muchos de ellos se consideran endoperoxidos ciclicos y
resultan de reacciones que catalizan oxidasas mixtas y generan peroxido
de hidrégeno (H.0;). Se sintetizan en casi todos los tejidos,

especialmente en leucocitos y neuronas.?

e) Catabolismo de neurotransmisores. En ciertas neuronas, la
desaminacion de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina)
llevada a cabo por la monoaminoxidasa produce peréxido de hidrégeno

(H202).?

2) Fagocitosis. Existen células especializadas (macréfagos, neutrofilos,
monocitos) que engloban y destruyen particulas que pueden resultar
peligrosas para el organismo (bacterias, virus) gracias al empleo de un
proceso conocido como “estallido respiratorio”, donde el complejo
enzimatico de la NADPH oxidasa de la membrana celular leucocitaria
cataliza la conversion de oxigeno (O2) en radical superoxido (Oz)

debido a la oxidacion de NADPH+H". La enzima superoxido dismutasa



(SOD) en presencia de H" transforma al radical superoxido (O,'") para
obtener peréxido de hidrégeno (H,0;), quien a su vez es empleado para
producir radicales haluro (acido hipocloroso); este ambiente también se
caracteriza por niveles elevados de Hidroxilo (OH’); asi el “estallido
respiratorio” produce una gran variedad de ERO que contribuyen a la

lisis de las bacterias, evitando de este modo, un proceso infeccioso.” & *

3) Metabolismo de xenobioticos. Se entiende por xenobidticos a las
sustancias producidas fuera del sistema biol6gico que se pueden
procesar metabdlicamente, sin ser un combustible energético o una
coenzima. Dentro de este grupo se encuentran farmacos, colorantes,
conservadores, edulcorantes, saborizantes y téxicos. El organismo debe
ser capaz de excretar estas sustancias con facilidad para evitar que
interfieran con las funciones celulares; los 6rganos encargados de
realizar esta tarea son el higado y el rifion. Dentro de la célula el
organelo que debe metabolizar este tipo de compuestos es el reticulo
endoplasmico liso, dentro del cual se localizan diferentes tipos de
oxidasas, quienes estan organizadas en distintos complejos
multienzimaticos. El complejo mas conocido es el citocromo Pyso,
encargado de metabolizar sustancias, habitualmente de origen vegetal
mediante la catdlisis oxidativa univalente. De manera general, esta
reaccion necesita NADPH y un sustrato organico, sin embargo, algunas
isoenzimas reducen directamente el oxigeno (O;) a radical superoxido
(O2"), por lo anterior es posible que la produccién crénica de O, por
parte del citocromo Paso a la larga resulte dafiina para la célula.? ® *2 Un

ejemplo muy claro del proceso de desintoxicacion es el que se lleva a



cabo con el alcohol (etanol). Se sabe que existen diversas rutas
metabdlicas en las que el etanol se oxida hasta obtener acetaldehido y
acido aceético, quien se incorpora al ciclo de los acidos tricarboxilicos en
forma de acetil-CoA y es procesado como cualquier sustrato oxidable.
En ciertos puntos de esta ruta metabdlica el etanol y los productos
generados de estas reacciones liberan peroxido de hidrégeno (H20,). El
H,O, en presencia de iones metalicos de transicion (hierro, cobre), que
funcionan como cofactores de distintas enzimas, inicia la formacion del
radical hidroxilo (OH®), incrementando la produccion de RL. Debe
recordarse que el proceso antes descrito se lleva a cabo de manera

similar por otro tipo de xenobiéticos.?
Fuentes exdgenas

1) Radiaciones ionizantes. Se entiende por radiacion al proceso de
emisidbn de energia por parte de los cuerpos. Las radiaciones
ionizantes son radiaciones de tipo electromagnético que tienen la
energia suficiente para romper las uniones moleculares pues excitan
electrones ubicados en los orbitales externos de los atomos,
formando iones. La transferencia de dichos electrones a otros
atomos provoca la formacion de RL por ello, una excesiva radiacion
sobre los organismos bioldgicos llega a lesionar células y tejidos. Los
principales tipos de radiacién son la luz solar, los rayos X, y, UV e

infrarrojos.? > 1

2) Pesticidas o plaguicidas. Segun la FAO, un plaguicida es cualquier

producto quimico utilizado para prevenir, destruir o controlar plagas



(animales, vegetales o microorganismos perjudiciales). Actualmente
se cuenta con herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematocidas y
rodenticidas empleados para este fin. Por desgracia, estos productos
tienen importantes consecuencias en la salud animal y humana. El
efecto toxico producido puede ser agudo, provocando la muerte o
cronico en donde puede generar cancer, deficiencias reproductivas,
inhibicién del crecimiento, efectos teratogénicos.'® Existen diversos
estudios que indican que las patologias antes mencionadas se deben
a la generaciéon de ERO, sin embargo, el mecanismo involucrado
todavia no se ha caracterizado. Se propone que la activacion del
citocromo P45 Yy los complejos de la cadena respiratoria en la
mitocondria son las posibles vias empleadas por los organismos

bioldgicos para la produccién de ERO.*® %7

3) Micotoxinas. Existen diversas investigaciones que indican que las

micotoxinas tienen actividad toxica, mutagénica y carcinogénica.®
20, 21 22, 23 yn ejemplo muy claro es la aflatoxina B;, sintetizada
durante el metabolismo secundario de algunas cepas de Aspergillus
flavus, A. parasiticus, A. nomius y A. pseudotamarii.?* ?° Se le vincula
con la incidencia de neoplasias gastrointestinales y hepaticas en
paises de Africa, Filipinas y China; tienen un importante papel en la
etiologia de cancer hepatico, sobre todo en aquellos individuos
portadores del virus de la hepatitis B. También se ha asociado con

desérdenes en el crecimiento.?® 262728

Como se habia mencionado anteriormente, una vez formadas las ERO, son

capaces de reaccionar rapidamente con la molécula vecina. La mayoria de las



macromoléculas biolégicas pueden ser oxidadas, sin embargo, los lipidos
representan el grupo mas susceptible pues constituyen gran parte del organelo
celular mas expuesto, que es la membrana.> 8 La peroxidacién de lipidos o
lipoperoxidacién (LPO) se inicia cuando la molécula reactiva (RL) tiene la
capacidad de atacar un acido graso poliinsaturado (conocido como PUFA, por
sus siglas en inglés) sustrayendo un atomo de hidrogeno al carbono adyacente
al doble enlace, posteriormente esta molécula toma un atomo de oxigeno (O,)
y se transforma en peroxiloacido graso, un radical libre, que busca estabilizar
Su estructura quimica y toma un electron de otro acido graso polinsaturado,
generandose asi una reaccién en cadena.” > ® Ademas de los lipidos
peroxidados que al degradarse originan nuevos RL, la LPO forma una amplia
variedad de compuestos citotoxicos como los aldehidos, donde el 4-
hidroxinonenal (4-HNE) y el malondialdehido (MDA) son los mas importantes.
Se sabe que el MDA es mutagénico en bacterias y células de mamiferos,
también se le considera un producto carcinogénico para las ratas.® *° El dafio
ocasionado por la LPO se hace mas evidente en las membranas celulares o
subcelulares puesto que altera su cohesion, fluidez, permeabilidad y funcién
metabdlica. Debido a lo anterior, es légico asociar la LPO con la etiologia de
diversos padecimientos como la arteroesclerosis, la artritis reumatoide, el

enfisema pulmonar, el cancer y el proceso de envejecimiento.’

Por otro lado, las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un
blanco para las ERO. Se ha observado que la presencia de cantidades
significantes de aminoacidos aromaticos o sulfurados en una estructura
proteinica la tornan mas vulnerable a los RL, como es el caso de las cadenas

laterales de la tirosina, la fenilalanina, el triptofano, la histidina, la metionina y la
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cisteina.> *° Estudios in vitro precisan que las proteinas sufren alteraciones
localizadas en los sitios ligados a metales de transicion (hierro y cobre),
quienes son particularmente susceptibles debido a la facilidad con que los
metales ligados reaccionan con el peroxido de hidrégeno (H.O,) para formar
radicales hidroxilo (OH::) que, posteriormente atacan a los aminoacidos
adyacentes. Los productos del dafio oxidativo de proteinas son la formacion de

peréxidos y carbonilos.®

De igual forma, el ADN sufre alteraciones causadas por RL, principalmente el
ADN mitocondrial, pues se encuentra expuesto a un flujo constante de ERO
provenientes de la cadena respiratoria.* Sin embargo, de manera general, los
principales transtornos que puede sufrir el ADN son la oxidacion de
desoxirribosas, la ruptura y entrecruzamiento de cadenas y la modificacion de
bases nitrogenadas. Estas Ultimas se deben a los metales de transicion,

fundamentalmente al ion ferroso (Fe?"), que se encuentra unido al ADN y que,

modifica las bases del mismo. El hidroxilo puede atacar tanto purinas como
pirimidinas. El dafio sera significativo aunque sea muy limitado en extensiéon y
localizacion, si las alteraciones son capaces de eludir los sistemas de
reparacion antes de que ocurra la replicaciéon; esto conduce a la producciéon de

genes mutados y, por ende, de proteinas disfuncionales.> 3

Es importante mencionar que existen moléculas generadas a partir del 6xido
nitrico (NO<) que poseen propiedades reactivas, por ello se les conoce como

Especies Reactivas al Nitrégeno (ERN).*
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El 6xido nitrico es un gas sintetizado por un gran namero de células y actua
como una importante molécula de sefalizacion biologica en diversos procesos
fisiologicos, incluyendo la neurotransmision, la regulacion de la presion arterial,
la relajacién del masculo liso y la regulacién inmunitaria.®* ** En los sistemas
bioldgicos, el NO:: se forma por la combinacion enzimatica de un atomo de
nitrogeno del grupo guanidino del aminoacido L-arginina con un atomo de

oxigeno. En dicha sintesis ocurren las siguientes reacciones:
1)L-arginina + NADPH+H" + O, — hidroxi-L-arginina + NADP" + H,O
2)Hidroxi-L-arginina + 1/2 (NADPH-H") + O, — citrulina + NO + H,0

Ambas reacciones son catalizadas por la Oxido nitrico sintasa (NOS). Durante

estas reacciones hay una transferencia de cinco electrones.

En los pasos posteriores a la sintesis hay oxidaciones multifuncionales en las
cuales los electrones requeridos para reducir cada O, provienen del NADPH y
del aminoéacido. En el paso niamero uno, el NADPH aporta dos electrones y un
nitrégeno del grupo guanidino de la arginina sufre una oxidacion por dos
electrones. En el paso dos, el NADPH suministra un electron y la
hidroxiarginina sufre una oxidacion de tres electrones para formar citrulina y

NO.

Es importante mencionar que cuando el NO se combina con el radical
superéxido (O,"") se produce el peroxinitrito (ONOQO’), considerado un no

radical:

NO= + Oy ONOO’
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Se debe aclarar que la formacion de peroxinitrito depende de la reaccion que
ocurre entre el radical superéxido y la superoxido dismutasa (SOD) porque

ambas reacciones compiten por el O;"".

En organismos en los que el diéxido de carbono se encuentra de manera
abundante, el peroxinitrito tiende a reaccionar con éste y forma el
nitrosoperoxicarbonato que posteriormente se convierte en anion

nitrocarbonato, lo anterior se explica en la siguiente reaccion:
ONOO™ + CO, ONOOCO; O,NOCO;

Se cree que el nitrocarbonato es el oxidante responsable de las reacciones en
las que participa el peroxinitrito. A este Ultimo se le considera un excelente
microbicida porque tiende a iniciar la peroxidacion de lipidos, el dafio al ADN,

nitrosar y oxidar sustratos.

El peroxinitrito también puede reaccionar con el NO" y el O,"~ en forma de gas
como en el aire o en un medio hidrofébico y producir al radical diéxido de
nitrogeno (*NO;) que a su vez puede generar tetroxido dinitrégeno (N2O,) y

tridxido dinitrégeno (N.O3) considerados no radicales.

Hablando especificamente del didéxido de nitrGgeno, es importante mencionar
que se le considera un radical altamente reactivo capaz de iniciar la
peroxidacion de lipidos, oxidar grupos tiol y nitrosar grupos aromaticos. In vivo,
el *\NO, se genera en las capas hidrofobicas de las membranas celulares pues
todo indica que, en un medio acuoso, la reaccion que se suscita es totalmente

diferente y por lo tanto no existe dicha formacion.
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Como ya se ha descrito, ERO y ERN se producen constantemente y de forma
inevitable durante los procesos metabdlicos, por ello las células han
desarrollado mecanismos que las protegen de sus efectos nocivos, empleando

un sistema de defensa constituido por los agentes antioxidantes.> ®

Un agente antioxidante es cualquier sustancia que al estar presente en baja
concentracion con respecto a un sustrato oxidable, retrasa o inhibe

significativamente la oxidacién del sustrato.>®

Los agentes antioxidantes pueden dividirse en dos grandes grupos debido a los
componentes estructurales de sus moléculas, asi encontramos al sistema

antioxidante enzimatico y al sistema antioxidante no enzimatico.

-Sistema antioxidante enzimatico. Cataliza la transferencia de electrones desde
un sustrato hacia los RL, posteriormente éstos sustratos, también llamados
agentes reductores, utilizados en estas reacciones se regeneran gracias al
NADPH producido en las diferentes vias metabdlicas para estar activos
nuevamente.?” Su funcién es regulada segin los requerimientos celulares ya
que pueden ser inducidos, inhibidos o activados por efectores endégenos.*®

Dentro de este sistema se encuentran:

v'Superoéxido Dismutasa (SOD). Es una metaloenzima que presenta tres
isoformas, dependiendo del metal que contenga, la Cu/Zn-SOD que se localiza
en el citosol, la Mn-SOD que se encuentra en la matriz mitocondrial y la Ec-
SOD que se ubica extracelularmente en el endotelio y el epitelio alveolar.* 3" 3%

40 Su funcién es catalizar la dismutacion del radical superéxido (O»-) a perdxido

de hidrégeno (H,0,).% *

2H"+0," SOP »0,+H20;
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v'Catalasa (CAT)

Se trata de una hemoproteina dividida en cuatro unidades cada una con un
grupo hem; se encuentra principalmente en los peroxisomas y su funcion es
descomponer el exceso de peréxido de hidrégeno (H,O;) en agua (H.O) y
oxigeno (0,).% 3% 4% 42 ge puede decir que trabaja sucesivamente con la SOD,

pues el producto de ésta es el sustrato de la CAT.?

H,O,+ H,0, CAT —» 2H,0+ O,

v'Glutation Reducido (GSH)

Es un tripéptido (glu-cys-gly) que posee un grupo sulfhidrilo reductor, muy
abundante en el citosol, los nucleos y las mitocondrias, siendo el principal
antioxidante soluble en estos compartimentos celulares.? ** %* Participa en
varios eventos fisiolégicos tales como el transporte de aminoacidos,a través de
la membrana plasmaética, es el sustrato de la enzima Glutation peroxidasa
(GSH-Px), neutraliza al radical hidroxilo y al oxigeno singlete, ademas de
regenerar a otros antioxidantes como la vitamina E y la C cuando se

encuentran oxidadas.** *°

v'Glutation Peroxidasa (GSH-Px)

Es una enzima seleniodependiente que cataliza la reduccion de peroxido de
hidrégeno en agua empleando al glutation reducido (GSH) como donador de

electrones.3® 40 42

2GSH+ H20;

GSH-Px —» GSSG+2 H,0
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Se han descrito tres isoformas, la GSH-Px clasica que esta en casi todas las
células y que se emplea como indicador para evaluar el balance metabdlico del
Se en bovinos y ovinos puesto que existe una alta correlacion entre su

actividad sanguinea y la concentracién plasmatica de dicho mineral.*®

La GSH-Px fosfolipido hidroperéxido, encargada de proteger a la célula de la
LPO reduciendo hidroperéxidos de acidos grasos en las membranas celulares

y previniendo la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad.*® *°

La GSH-Px gastrointestinal tiene como tarea reducir los hidroperoxidos

provenientes del colesterol y de la dieta.®
v'Glutation Reductasa (GR)

Convierte al glutatiéon oxidado (GSSG) en glutatién reducido (GSH) empleando

a NADPH con el objetivo de que no se agoten las reservas de GSH.** %2
GSSG+NADPH+H" —— GR ———» 2GSG+NADP”

-Sistema antioxidante no enzimatico. Son moléculas que capturan RL y
generan compuestos quimicos menos dafiinos para la célula.*® ** Segun su
afinidad se dividen en antioxidantes hidrofébicos (vitamina E) o hidrofilicos

(vitamina C).
v'Vitamina E

Posee ocho isomeros estructurales de tocoferol, sin embargo el compuesto
mas activo es el a-tocoferol.” °* Se encuentra en aceites vegetales. Su tarea
es neutralizar radicales superoxido, hidroxil y peroxil donandoles un electron,

entonces se oxida y se convierte en RL tocoferoxilo, el que regresa a su estado
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original gracias a la vitamina C y a la coenzima Q.*” °* Gracias a este

mecanismo, es capaz de detener la reaccidén en cadena generada en la LPO.

Reportes de algunos estudios mencionan que el empleo de vitamina E en la
dieta de rumiantes disminuye la incidencia de enfermedades, mejora el sistema

inmune y por ende la produccion.’
v'Vitamina C o acido ascérbico

Neutraliza a los radicales superoxido, hidroxilo y peréxido de hidrégeno; ayuda
a la vitamina E a regresar a su estado original. Durante este proceso, la
vitamina C se transforma en RL deshidroascorbato, sin embargo puede
reducirse nuevamente gracias a enzimas o sustratos celulares tiélicos.® Se

encuentra en alimentos como citricos, papas y tomates.>?
v'Coenzima Q o Ubiquinona

Es un derivado de la quinona, su estructura es semejante al tocoferol; el 50 %
de la ubiquinona celular se encuentra en la mitocondria.®® *>* Se sabe que el
ubiquinol, que es su forma reducida tiene fuerte actividad antioxidante,
consumiéndose antes que la vitamina E, en exposicion a RL. Impide que las

ERO desencadenen la LPO.>* ®°

En ocasiones, los sistemas de proteccion antioxidante son insuficientes para
neutralizar las ERO generadas, desarrollandose un estado de desequilibrio que

se conoce como Estrés Oxidativo (EO).% 2%

Al EO se le ha relacionado con una infinidad de padecimientos en seres
humanos y animales, de hecho mdltiples estudios sugieren que el EO tiene un

papel importante en la génesis de distintos desérdenes en el ganado lechero
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puesto que la suplementacién con ciertos antioxidantes pueden mejorar la
severidad de enfermedades metabdlicas e infecciosas.’® ** ** Por ello se han
desarrollado diversos métodos para evaluar el grado de estrés oxidativo en los
seres vivos y mediante una dieta balanceada y con la cantidad exacta de
antioxidantes, prevenir este tipo de padecimientos. Dentro de éstas técnicas se

encuentran:

v Cuantificacion en plasma de productos finales de la LPO como las
sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS) o

malondialdehidos (MDA).® 37+ 38. 9. 60. 61, 62,63, 64

v' Anélisis de la reduccién férrica en plasma (FRAP).%° 6. 67. 68,69

v Actividad enzimatica de la glutatién peroxidasa (GSH-Px),’® ™ 2

catalasa (CAT) y superéxido dismutasa (SOD).*®

v' Cuantificacion de antioxidantes como glutatiéon, tocoferoles,

selenio, vitamina C por HPLC.” "

Por otro lado, existe literatura que menciona que el estrés oxidativo puede
incrementarse cuando los organismos entran en un periodo de estrés

fisioldgico.
1.2 Estrés

El término “estrés” proviene del latin stringere que quiere decir oprimir, también
se relaciona con el vocablo inglés strain que significa tensién y en el caso de
los organismos vivos se emplea para describir ciertos cambios fisiolégicos
derivados de estimulos a los que dichos organismos se encuentran

expuestos.’
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En 1920, Walter B. Cannon empled por primera vez el término estrés para
referirse a las condiciones (internas y externas) bajo las cuales el organismo
restaura el equilibrio del medio interno mediante la activacion del sistema
nervioso simpatico.” "® Propuso la existencia de una hormona que preparaba
al individuo para huir o pelear, explicando el incremento en la secrecion de
adrenalina después de la exposicion del organismo a cualquier estrés agudo,
demostrando que esto ocurre como una forma de adaptacion a la situacion de

estrés.”’

Posteriormente en 1936, Hans Selye defini6 al estrés como “el estado del
organismo manifestado por un sindrome inespecifico que consiste en una serie
de cambios dentro del sistema bioldgico que buscan hacer frente a la

emergencia”.’®

El estrés posee tres componentes:

1) El estresor. Se trata de cualquier estimulo, externo o interno (fisico,
quimico, acustico, fisioldgico) que de manera directa o indirecta
propicia un desequilibrio en la homeostasis del organismo. Pueden

ejercer su accién de manera crénica o aguda.’®

2) La respuesta del organismo al estresor. Es el conjunto de reacciones
fisiologicas dirigidas a reestablecer la homeostasis del individuo; se
puede considerar un mecanismo adaptativo pero si el estresor
persiste por periodos prolongados puede ser nocivo ya que el estrés

crénico conlleva a maltiples estados patolégicos.”

3) Los estados fisiologicos intermediarios entre el estresor y la reaccion

corporal.”
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n 79

El “Sindrome General de Adaptacion”,”” es un proceso bajo el cual ocurren

cambios

fisiologicos que dependeran de la duracion de los agentes

estresores.®® ® Dicho sindrome se divide en tres etapas:

1)

2)

3)

Alarma. En esta etapa el organismo advierte la presencia del estresor
y activa su sistema nervioso simpatico, secretando noradrenalina y
liberando adrenalina y glucocorticoides proporcionados por la médula
y la corteza de las glandulas adrenales, respectivamente, con la
finalidad de movilizar los recursos.” ’® Es importante mencionar que
la adrenalina induce, a través del receptor a, la produccion de H,O,
en el higado.®® También aumenta la presién sanguinea y la

frecuencia cardiaca.’® ®

Resistencia o adaptacion. El sistema bioldgico enfrenta al estresor
llevando a cabo ajustes que le permitan utilizar de manera mas
eficiente la energia disponible, algunos de ellos son: secrecion de
prolactina para inhibir la funcién del sistema reproductivo; secrecion
de endorfinas y encefalinas encargadas de suprimir la percepcion del
dolor; transformacion del glucogeno hepatico en glucosa y salida de
proteinas y lipidos de los adipositos; incremento en la entrada de
oxigeno mediante aumento en la tasa respiratoria; secrecion de
arginina-vasopresina que eleva la presion arterial con la finalidad de
obtener un mayor flujo sanguineo y energético a los musculos y
regular el balance de fluidos y electrolitos corporales e incremento en

la actividad del sistema inmune.’* "®

Desgaste o agotamiento. El organismo ha gastado demasiada
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energia en mantener su reaccion defensiva; cuando se le agotan los
recursos, su resistencia ante las enfermedades disminuye porque se
inhiben las funciones de las células de defensa (macrofagos,
monocitos, linfocitos B y T) y es facil que desarrolle diversas
enfermedades. Ademas la eficiencia reproductiva se altera pues la
produccion de hormonas (LH, FSH y testosterona) disminuye. En

algunos casos, el estrés prolongado puede ser fatal,’ 7983

El organismo animal reacciona al estrés a través del sistema nervioso

auténomo (SNA) y el eje hipotalamo-hipofisiario-adrenocortical (HHA).%

El sistema nervioso autbnomo se encarga de mantener el equilibrio fisiologico
(la homeostasis), para ello posee dos ramas: el sistema nervioso simpatico que
permite hacer frente a la situacidbn estresante y el sistema nervioso
parasimpatico que interviene en la recuperacion y relajacion después de una

situacion estresante.®> 8

Cuando se presenta un estimulo estresante, el nucleo paraventricular del
hipotalamo produce al factor liberador de corticotropina (CRH), el cual es
transportado a través de los capilares del sistema circulatorio portahipofisiario
a las células corticotropicas de la adenohipdfisis, quienes a su vez liberan a la
hormona adrenocorticotropica (ACTH), que viaja por el torrente sanguineo
hasta llegar a la zona fascicular de la corteza de las glandulas adrenales, la
cual se encarga de la biosintesis y liberacidon de glucocorticoides al torrente

sanguineo, especialmente del cortisol, y saliva.®

El cortisol es una hormona que produce aumento de la presiébn sanguinea,

glucemia e inmunodepresion;®* ® tiene actividad proteolitica y lipolitica, lo que
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resulta en la secrecion de acidos grasos libres y glicerol. En el higado induce la

gluconeogénesis y la sintesis de proteinas.®®®’

El cortisol ha sido el glucocorticoide mas usado para evaluar estrés.® 8 % ge

91, 92, 93, 94

ha medido en plasma, suero, heces fecales, saliva y Ultimamente en el

pelo de bovinos y bisontes.?* %

En bovinos, los niveles fisioldgicos normales de cortisol son inferiores a 12
ng/ml, sin embargo pueden aumentar drasticamente después de una
exposicion a situaciones dolorosas o adversas.”® Se sabe que los niveles de

cortisol en vacas gestantes oscilan entre 2 y 10 ng/ml.*> %97
1.3 Gestacion

La gestacion es el desarrollo intrauterino de un organismo. Se divide en dos
periodos: el embrionario que abarca desde la fertilizacion del évulo hasta los 45

dias y el fetal que va desde el dia 46 hasta el parto.®® %

En bovinos, la gestacion tiene una duracion de 282 dias, pudiendo variar de

279 hasta 290 dias.'% 1% 12

Conforme avanza la gestacion, la madre sufre cambios y adaptaciones fisicas y

fisiol6gicas, entre las cuales estan:

# La vulva se torna edematosa a partir del quinto mes de gestacion.® %

# El cérvix se encuentra blogueado por un tapén mucoso que se diluye

durante el parto.® %



22

# El utero se expande segun el tamafo del feto y el miometrio se
encuentra inactivado para evitar la pérdida o expulsion prematura de la

cria.% 99

# Se suspenden los ciclos estrales debido a la presencia del cuerpo

lGteo.%® *°

# Conforme avanza la gestacion los ligamentos pélvicos se relajan.*®
# Aumenta la retencion de calcio, fésforo y hierro.*®

# Durante las Ultimas tres semanas de gestacion, la ingesta de alimento se
reduce pues el (tero ocupa una gran parte de la cavidad abdominal y no

permite que el rumen se expanda correctamente.®

Por lo anterior, podemos decir que la gestacion es un periodo critico porque
ocurre la formacion de dos productos, el feto y la placenta, debido a esto hay
una demanda energética elevada y un incremento en los requerimientos de
oxigeno, lo cual resulta en una posible elevacién en la concentracién de las

ERO 56, 104
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1.4 Justificacion

Existen datos en la literatura que sugieren que la vaca durante la gestacion
desarrolla un cuadro de estrés oxidativo y un cuadro de estrés fisiologico; sin
embargo, no se ha reportado evidencia experimental que relacione ambos tipos
de estrés. El presente trabajo explora la posible relacion entre ellos durante el

periodo de gestacion en vacas lecheras en pastoreo,
1.5 Hipotesis

Existe una correlacion positiva entre el estrés fisioldgico y estrés oxidativo en

vacas lecheras en pastoreo durante la gestacion.
1.6 Objetivo General

Identificar la presencia de un cuadro de estrés oxidativo y de estrés fisioldgico
en vacas lecheras en pastoreo a través de indicadores metabdlicos (FRAP,

TBARS, GSH-Px y cortisol) para determinar si existe una relacion entre ellos.
1.7 Objetivos Especificos

1.ldentificar si existe estrés oxidativo en vacas lecheras en pastoreo, midiendo
en suero la capacidad antioxidante total (FRAP), nivel de sustancias reactivas

al oxigeno (TBARS) y la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px).

2.Medir las concentraciones de cortisol en suero mediante Radioinmunoanalisis

(RIA) para evaluar el estrés fisiologico presente en las vacas gestantes.
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2.  Material y Métodos

2.1 Localizacion

Este estudio se realiz6 en San José de Gracia Michoacan ubicado en el
Municipio de Marcos Castellanos Estado de Michoacan, México. Situado entre
los paralelos 19°59’ de latitud Norte y 103°01’ de longitud Oeste, a una altura
de 2,000 msnm. El clima es templado con lluvias en verano; tiene una
precipitacion pluvial anual de 1,000 mm y temperaturas que oscilan de 10.4 a

25.4° C.1%
2.2 Animales, manejo y disefio

Se usaron 20 vacas Holstein (10 en el segundo tercio de la gestacion y 10
proximas al parto), Las vacas se encontraban en pastoreo y contaban con
comederos, bebedero y sombreaderos. Las vacas consumian pasto nativo,
ademas eran recibian un complemento alimenticio elaborado con los siguientes
ingredientes: sorgo, maiz forrajero, salvado de trigo, salvado de maiz, pasta de
soya, harinolina, pasta de coco, canola, mascarrote, harina de alfalfa, gluten de
maiz, germen, girasol, melaza, roca, calcio, carbonato de calcio, cloruro de

sodio, sulfato de cobre y vitaminas.*®

Se formaron dos grupos de vacas, Grupo 1 (n=10) en el segundo tercio de la
gestacion (6 meses) y Grupo 2 (n=10) proximas al parto (menos de 2 dias
antes del parto). Las vacas que presentaron problemas al parto (retencién
placentaria, mastitis o problemas en las patas) no fueron incluidas en este
estudio. Las vacas del grupo 1 eran ordefiadas manualmente 2 veces al dia

con una produccion promedio de 15 litros/dia (vacas 6 meses de gestacion).
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2.3 Toma de muestras

Se obtuvo una muestra de sangre de la vena coccigea de cada vaca (7mL)'"’

con tubos vacutainer sin anticoagulante. Las muestras se centrifugaron 3000
rpom para obtener el suero y se guard6 en tubos Eppendorf a -25 °C para su
analisis en el laboratorio del Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM para la
determinacién de los indicadores de estrés oxidativo y al Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV), Laboratorio a cargo de la Dra Marta Romano Pardo para la

determinacion del cortisol.

2.4 Anadlisis de muestras para identificacion de estrés

oxidativo

La capacidad antioxidante total se midi6 mediante la prueba de poder
antioxidante por reduccion férrica (FRAP) de acuerdo al método de Benzie y
Strain (1999).%° Alicuotas de 50pl se tomaron por duplicado de cada muestra; a
cada una se les agregd 1.5ml de una mezcla formada por wuna solucion
amortiguadora de acetato 300mM a pH 3.6, una solucién acuosa de cloruro
férrico hexahidrato 20mM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina 10mM (disuelto en HCI
40mM), en una relacion 10:1:1. Las muestras se incubaron a 37<C por 10
minutos y se obtuvieron sus absorbancias a 593nm. Las muestras se
protegieron de la luz todo el tiempo. Para los calculos se realizaron curvas
patron con soluciones acuosas de FeSO4 a diferentes concentraciones (0.2-
3.2mM). Los resultados se presentan en nmol de Fe(ll) formado por ml de

suero.
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La lipoperoxidacion fue medida mediante la prueba de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS) de acuerdo al procedimiento descrito por Ohkawa
y colaboradores (1979).%° Alicuotas de 100pl se tomaron por duplicado de cada
muestra y se les afiadio 1ml de una solucién acuosa de &cido tiobarbiturico al
0.8% y 2ml de HCI al 20%. Las muestras se mantuvieron en ebullicion 60
minutos y se enfriaron en hielo durante 5 minutos. Posteriormente se les
agrego 5ml de n-butanol y se agitaron vigorosamente para luego centrifugarse
10 minutos a 4000 rpm. Los sobrenadantes se leyeron a 532nm para obtener
las absorbancias. Los calculos se hicieron con base a curvas patrén usando
soluciones de malondialdehido (MDA) 10-80 pM, obtenido a partir de la
hidrélisis acida de 1,1,3,3-tetraetoxipropano de acuerdo a Gutteridge (1975).%°

Los resultados se reportan en nmol de MDA por ml de suero.

Para la actividad de la glutation peroxidasa se emple0 la técnica de Lawrence y
Burk (1976).”° Alicuotas de 100ul se tomaron por duplicado de cada muestra; a
cada una se les agregd 800ul de una mezcla formada por solucién
amortiguadora de fosfatos 50mM (pH 7.0) con EDTA 1mM y NaH3 1mM, GSH
(reducido) 1mM, glutation reductasa 1U/ml y NADPH 0.2 mM. Cada prueba se
acompafio de un control sin muestra para descartar la oxidacion no enzimatica
del NADPH. Las pruebas y los controles se incubaron a temperatura ambiente
5 minutos y luego se les agregd 100ul de H,O, 2.5mM. La absorbancia se ley6
a 340nm en los 0 y 5 minutos. El coeficiente de absorcion molar del NADPH de
6,3x103 M-1cm-1 se empled para los célculos. Los resultados se presentan en

nmol por ml de suero.
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2.5 Andlisis de muestras para identificacion de estrés
fisiologico

La concentracion de cortisol en suero fue medida directamente sin extraccion,
se hicieron duplicados de cada muestra siguiendo las instrucciones del kit
comercial (CIS *#I, Laboratorios CIS®, Francia). De acuerdo con el fabricante,
el kit emplea anticuerpos monoclonales altamente especificos para cortisol
teniendo una reaccion cruzada con otros esteroides endégenos de menos del
1%. Para cada ensayo se hizo la curva estandar a 0, 10, 50, 100, 200 and 500
ng / mL. Las concentraciones de cortisol presentes en cada una de las
muestras se determinaron calculando el porcentaje de unidn de esta hormona
al anticuerpo especifico para cortisol en fase solida. Las mediciones se
realizaron con un contador gamma (Cobra Il Auto Gamma Counting System,;
Packard Inst. Canberra Company®). El coeficiente de variacion intraensayo fue
menor a 5%. El coeficiente de determinacién (R?) de la regresién lineal

calculada fue >0.98 en el ensayo.

2.6 Andlisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con un programa Stat-View Mcintosh
(1996).1%® Los datos presentaron una distribucién normal mediante las pruebas
de Sesgo y curtosis y Kolgomorov-Smirnof. Los datos obtenidos sobre estrés
oxidativo y concentraciones de cortisol fueron comparados empleando la
prueba T-Student para comparar las medias entre los grupos y probar la
hipotesis con un nivel de significancia del 95%. Posteriormente, se aplicé la
prueba de Correlacion de Pearson para determinar si existia alguna correlacion

entre los indicadores de estrés oxidativo y el estrés fisioldgico.
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3. Resultados

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

En la Figura 1, se muestran los resultados obtenidos de la prueba de FRAP, en
donde observamos que las vacas del grupo 1 (6 meses de gestacion)
presentaron una concentracion mayor de Fell (522.944 nmoles) y las vacas del
grupo 2 (dos dias antes del parto) una disminucién en la concentracién de Fell
(354.638 nmoles), la diferencia de concentracién del grupo 1 contra el grupo 2,

fue estadisticamente significativa (P < 0.005).
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Figura 1. Capacidad antioxidante total en suero de vacas lecheras en pastoreo.

Los datos obtenidos sobre la produccion de MDA en suero de vacas lecheras
en pastoreo se presentan en la Figura 2, en donde no se observan diferencias

significativas (P>0.05) entre los grupos (Grupol: 89.287 y Grupo 2: 42.664).
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Figura 2. Niveles de MDA en suero de vacas lecheras en pastoreo.

Con respecto a la actividad de la Glutation Peroxidasa, la Figura 3 muestra una
diferencia estadisticamente significativa (P < 0.01) en la actividad de la enzima

en el grupo 2 (6.284), comparado con el grupo 1 (14.548).
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Figura 3. Niveles de NADPH oxidado en suero de vacas lecheras en pastoreo.

Las concentraciones de cortisol en suero de vaca a los 6 meses de gestacion

(Grupo 1) y dos dias antes del parto (Grupo 2) se muestran en la Figura 4, en
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donde se observa que existe una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.05) entre los grupos. El promedio obtenido fue de 4.022 ng/ mL y de

1.766 ng / mL de cortisol en suero para el grupol y 2, respectivamente.

M Grupo 1: 6 meses de
gestacion.

H Grupo 2: 2 dias antes del
parto.
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(¥ ]
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Figura 4. Concentraciones de Cortisol en suero de vacas lecheras en pastoreo.

No se observd ninguna correlacion con significancia estadistica (P>0.05) entre
los indicadores de estrés oxidativo (FRAP, TBARS, GSH-Px) y el estrés

fisiolégico, representado por las concentraciones de cortisol en suero.

Se observé una correlacion positiva (P<0.05) de la capacidad antioxidante

(FRAP) y la actividad de la GSH-Px.
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4 Discusion

El estrés oxidativo resulta de un incremento en la produccion de radicales libres
y especies reactivas del oxigeno y una disminucion en la defensa antioxidante,
esta situacion conduce a un dafio en las macromoléculas biologicas y una
alteracion en el metabolismo vy fisiologia del animal. El estrés oxidativo puede
ser monitoreado a través de varios biomarcadores en el plasma.!® En la
actualidad, se tiene en cuenta que la medicidon de la actividad antioxidante total
es mucho mejor indice de la fuerza antioxidante que la medicion de los

antioxidantes individuales.

Para este proposito, el procedimiento de FRAP utilizado en este trabajo esta
considerado como uno de los mejores procedimientos disponibles, puesto que

excluye a los antioxidantes enzimaticos y glutatién reducido, entre otros.®

La capacidad antioxidante de las vacas fue mayor en aquellas que se
encontraban en el segundo tercio de gestacion (Figura 1, grupo 1) porque la
demanda fisiolégica no es tan alta como ocurre al final de ésta y al inicio de la
lactancia, lo anterior debido a que durante las Ultimas 3 semanas de la
gestacion, la demanda de nutrientes ejercida por el feto y la placenta llegan a

dllO

Su maxima capacida y el consumo de materia seca disminuye de un 10 a

30 % debido a que el feto ocupa la mayor parte de la cavidad abdominal,'**
lo cual es importante pues se sabe que la ingesta reducida de materia seca en
el periodo de periparto puede producir una lipidosis hepatica que altera las
funciones normales del higado.** '** También existe un incremento en la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) propias del metabolismo

embrionario,*®* que favorecen la disminucién del estado antioxidante.*** Por su
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parte, Wachter et al (1999) observaron un descenso progresivo en la actividad
antioxidante de vacas conforme avanzaba la lactacion, debido probablemente a
la pérdida de antioxidantes liposolubles en la leche. Por otro lado, Harmon et al
(1997) y Calamari et al (1999) reportaron una disminucion en la actividad
antioxidante y una reduccion en los niveles de antioxidantes lipidicos en plasma
en vacas lecheras a la mitad de la lactacion. Los datos aqui reportados sobre la
capacidad antioxidante en suero de vacas tres dias antes del parto (Fig. 1)
indican que las defensas de tipo antioxidante se encuentran disminuidas
previas al parto, condicion que sugiere un posible cuadro de estrés oxidativo
durante este periodo de transicion pre y post parto, el cual puede contribuir a
desordenes metabdlicos que puedan ser asociados con enfermedades

metabdlicas relacionadas al periodo del parto.

La hidrdlisis de los lipidos hidroperoxidados conduce a la formacion de una
mezcla de compuestos como aldehidos, alcoholes, hidrocarburos.**® Un
ensayo comunmente aplicado para estimar la lipoperoxidacion es la prueba del

acido tiobarbiturico

Con respecto a la peroxidacion de lipidos, segun Perkins( 2006) y Walsh, Wang
(1993a), la placenta humana es una fuente de los productos de
lipoperoxidaciéon durante la gestacion. Sin embargo en este estudio, los niveles
de MDA no muestran diferencias significativas entre los grupos (Fig. 2). Estos
datos coinciden con los reportados por Bernabucci et al, quienes observaron
cambios en los niveles de TBARS, 21 dias antes y 35 después del parto. Una
hipotesis podria ser que los mecanismos de defensa antioxidante fueron

utilizados para evitar la acumulacion de lipidos peroxidados durante la
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gestacion. Este efecto compensatorio puede explicar por qué la capacidad

antioxidante total se vio disminuida en el segundo grupo (Fig. 1).

En cuanto al glutation, se sabe que protege a las células contra las especies
reactivas del oxigeno empleando diversos mecanismos, uno de ellos es la

reaccion de la GSH-Px.'%!

La actividad de la GSH-Px es importante en la defensa celular contra una
amplia variedad de hidroperoxidos, por ejemplo peréxido de hidrogeno e
hidroperéxidos orgénicos.’* Los per6xidos son moléculas generadoras de
especies reactivas del oxigeno y la GSH-Px juega un papel critico en la
proteccién de la célula contra el dafio ocasionado por los radicales libres.*?* El
sistema de la GSH-Px es un constituyente del mecanismo de defensa celular
contra el estrés oxidativo'*® y en rumiantes la actividad de la GSH-Px es
considerablemente alta.®* La GSH-Px es una enzima que requiere, para su
actividad, de selenio. Es probable que la disminucién de la actividad de la GSH-
Px observada en este trabajo (Fig. 3) se deba a una menor capacidad
antioxidante total (Fig. 1), lo que facilitara el desarrollo de un cuadro de estrés

oxidativo en la vaca lechera y posiblemente la manifestacion de alteraciones

metabdlicas post parto.

Aunque los niveles de cortisol pueden variar por diversas razones como son el
tipo de alimentacion, ritmos circadianos, temperatura ambiental, época del afio,
asi como la etapa de lactacion o del ciclo estral,*®* ** 1?® |as concentraciones
observadas en este trabajo se encuentran dentro de los rangos basales
reportados por Gonzalez de la Vara et al (2010), Guazdauskas (1986) y Lay y

col (1992).
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Previo al parto, las concentraciones de cortisol en sangre aumentan®® % 2/

debido a la demanda de nutrientes y a que el feto y la vaca producen cortisol
para iniciar el trabajo de parto.'®®'* Sin embargo, en este trabajo se
observaron concentraciones de cortisol mas bajas dos dias antes del parto que
en el segundo tercio de la gestacion; esto puede deberse primero a que las
vacas usadas en este estudio son multiparas con experiencia previa y
segundo, al sistema de manejo y las condiciones climaticas y ambientales en
las que se desarrollé esta investigacion. En el manejo rutinario de estas vacas
no se realizan actividades causantes de estrés como separar a la vaca de su

130, 131

grupo antes del parto 0 separar a la cria pocos dias después del

parto 107,132

entre otros. Hopster et al., (2002) y Raussi, (2005) encontraron que
los niveles de cortisol se pueden incrementar como respuesta a un manejo
adverso o si los animales no se encuentran habitados al mismo lo que puede

tener influencia en su bienestar y vida productiva a futuro.*3% 33

Es sabido que el cortisol es una hormona metabdlica que media los efectos del
desgaste fisioldgico que representa la prefiez y la produccion de leche y que
estos niveles en condiciones normales se incrementan en tanto aumenta la
produccién lactea.’®> 32 Probablemente, a esto se deba que las vacas de 6
meses de gestacidn en este estudio presentaron niveles de cortisol mas

elevados que las vacas de 2 dias antes del parto.

En este trabajo, no se encontr6 una correlacion significativa entre el estrés
oxidativo y el estrés fisiologico, al parecer el estrés oxidativo es independiente
del estrés fisiolégico. Existen distintos estudios® 12 33 56. 57,58, 109, 119. 135 g e

se observa que el estrés oxidativo y el estrés fisiologico excesivo influyen de

manera negativa sobre todo en los animales con una demanda energética y
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metabdlica alta. De hecho en algunos se ha buscado una alternativa para
evitarlo como el empleo de tratamientos a base de vitamina E, selenio,
melatonina, vitamina C entre otros, sin embargo es necesario determinar en
qué etapa fisiologica y/o productiva seria necesario incluirlos para aumentar la

salud y el bienestar de nuestros animales.
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5. Conclusiones

En esta investigacidon no se encontro relacion entre la presentacion del estrés
oxidativo y estrés fisiolégico. Aunque este sistema de pastoreo y manejo
parece ser el Ooptimo para el bienestar de las vacas lecheras, es necesario
hacer mas estudios sobre estrés oxidativo y estrés fisiologico en otros sistemas
de produccion y en varias etapas de la gestacion para saber en qué momento
de la misma se encuentra la mayor demanda fisiologica y de antioxidantes para

la vaca.
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