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RESUMEN

La combinacion de altas temperaturas y humedad, caracteristicas de nuestra region, afectan
la produccion lechera ya que los rumiantes son homeotermos con escaso margen para
mantener la temperatura corporal dentro del rango fisioldgico normal. Las olas de calor
provocan un agotamiento crénico por la falta de confort y escasas posibilidades de
recuperarse. El indice de temperatura y humedad (ITH) puede ser utilizado como un
indicador de estrés térmico. Los glucocorticoides, liberados en situaciones de estrés
inducen cambios en los mecanismos inmunomoduladores que afectan el bienestar animal.
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar los efectos que tiene el estrés caldrico
sobre los glébulos blancos en respuesta a la liberacion de cortisol plasmatico en bovinos
productores de leche. El estudio se realizé en el M6dulo Tambo de la Facultad de Ciencias
Agrarias, situado en la localidad de Zavalla (33°1'S, 60°53'0O) durante el periodo 2013-
2014. Se utilizaron 30 vacas de la raza Holando Argentino, pertenecientes al grupo de
vacas en ordefie de segunda y tercera lactancia. Las muestras fueron tomadas en primavera
(ausencia de olas de calor) y verano (presencia de olas de calor), durante el ordefio de la
mafiana y de la tarde. Se utiliz6 un método de radioinmunoanalisis para dosar cortisol; un
contador hematoldgico, para determinar la cantidad total de gloébulos blancos, vy la
coloracion de May Grinwald and Giemsa para determinar la cantidad de neutrofilos y
linfocitos. El andlisis de los pardmetros evaluados, arrojé un moderado aumento del ITH
en las tardes de verano, en coincidencia con un aumento significativo de los niveles de
cortisol, una disminucion en el namero de linfocitos y un aumento en el namero de
neutrofilos, visualizdndose un aumento significativo en la relacion Neutrofilos/Linfocitos
en las mafanas y las tardes en ambas estaciones. Se concluye que el estrés calorico,
medido a través del ITH, modifica los glébulos blancos, efecto que podria atribuirse al
aumento del cortisol plasmatico, el cual aumenta por la activacion del Eje Hipotalamo

Hipofisiario Adrenal.



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

Abstract

The combination of high temperature and humidity characteristic of our zone affects dairy
production because of ruminants are homeotherm animals with little margin to keep body
temperature within normal physiological range. Heat waves provoke a chronic exhaustion
due to the lack of comfort and little possibilities to recover. Temperature and humidity
index (ITH) may be used as an indicator of heat stress. Glucocorticoids released under
stress conditions induce changes on immunomodulating mechanisms affecting animal
welfare. The aim of this investigation was to evaluate heat stress effects on white blood
cells in response to the release of plasma cortisol in dairy bovines. The study was carried
out in the Milking Parlor Module of the Facultad de Ciencias Agrarias, located at Zavalla
(33° 1’ S, 60° 53’ O) during 2013-2014. Thirty Holando Argentino dairy cows from second
and third lactation milking group were used. Samples were made during spring (no heat
waves) and summer (presence of heat waves) during morning and afternoon milkings. A
radioimmunoassay method to dose cortisol was used, a blood cell counter was used to
determine white blood cell total count, and May Grinwald Giemsa stain to determine
neutrophil and lymphocyte count. The analysis of parameters evaluated showed an ITH
moderate increase during summer afternoons in coincidence with a significant increase of
cortisol levels, a decrease in lymphocyte count, and an increase in neutrophil count, a
significant increase in neutrophil/lymphocyte rate during mornings and afternoons of both
seasons was seen . It is concluded that heat stress measured by ITH modifies white blood
cells and this could be attributed to plasma cortisol increase which increases by activation
of Adrenal Pituitary Hypothalamic Axis.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

En los ultimos afios, el estudio de la interaccion entre la conducta, la funcion neural
y endocrina, y los procesos inmunes, ha desarrollado un campo de investigacion
interdisciplinario. Cuando en los organismos vivientes se ve perturbado el equilibrio
homeostatico por deficiencia o por exceso de los estimulos a los que el organismo es capaz
de ajustarse, se produce el estrés. Los organismos vivientes tienen la capacidad de ajustarse
a una cantidad, variedad e intensidad de estimulos siempre y cuando estos oscilen dentro
de un rango que no altere la homeostasis del organismo. Si la cantidad y calidad de estos
estimulos est& por debajo o por encima de ese rango, el equilibrio se ve perturbado y esta

deficiencia o exceso puede ser considerado como estrés.

En los sistemas de produccion lechera de nuestro pais los animales estan expuestos
permanentemente a cambios climaticos que los afectan directamente modificando sus

respuestas fisioldgicas y productivas.

Durante los meses cdlidos, la accion combinada de la elevada temperatura y
humedad del aire determinan que el ambiente para el bovino se encuentre fuera de la zona

de confort.

El estrés calorico en el bovino lechero ocasionado por la ocurrencia de olas de calor
en el sur de Santa Fe ha sido investigado por equipos cientificos que demostraron la
ocurrencia de cambios en parametros fisiol6gicos, bioindicadores sanguineos vy
rendimiento productivo. A continuacion se exponen los conceptos y antecedentes que

constituyen el marco teorico referencial para la presente tesis.
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1. OCURRENCIA DE OLAS DE CALOR Y EFECTOS SOBRE LA PRODUCCION
LECHERA

Los factores fisico-ambientales que afectan al ganado comprenden una compleja
interaccion entre la temperatura del aire, la humedad relativa, la velocidad del viento, las

precipitaciones y la presion atmosférica.

La temperatura ambiente es la variable mas utilizada como indicador de estrés y el
promedio de la temperatura ambiente es generalmente considerado como la principal
medida térmica utilizada para estimar el confort animal (Da Silva, 2006). Se ha reconocido
que ésta es alterada por la accion del viento, la humedad y las precipitaciones, entre otros
factores.

Los principales efectos de la humedad relativa estan asociados con una reduccién
de la efectividad en la disipacion del calor por sudoracion y respiracion (Blackshaw y
Blackshaw, 1994; Renaudeau, 2005), reportdndose que a temperaturas superiores a los
30°C, comienza a asumir un importante rol en los procesos evaporativos. En estas
condiciones, el simple gradiente de presion de vapor no es suficiente para asegurar una

adecuada evaporacion.

Por esta razon, fue desarrollado originalmente un indice de temperatura y humedad
(ITH) que da cuenta de ambos factores. EI ITH es un indice que corrige el valor de
temperatura con el grado de humedad, siendo un indicador objetivo del riesgo de padecer
estrés por calor. Dado que el viento ayuda a reducir los efectos del estrés por calor durante
el verano mejorando los procesos de disipacion de calor por vias evaporativas, la velocidad

del mismo resulta ser uno de los factores de ajuste del ITH mas importantes.

Los rangos de ITH indican diferentes niveles de estrés calorico: leve, medio o
grave, y una vez ajustado con relacion a otros factores climaticos (viento, radiacion) resulta
de utilidad para orientar las practicas ganaderas. EI ITH ha llegado a ser un estandar en las
practicas de manejo del ganado, durante las ultimas cuatro décadas (Khalifa, 2003;
Gaughan y col, 2007), existiendo a la fecha tablas y rangos que permiten predecir

eventuales riesgos de estrés.
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Las olas de calor, definidas como un periodo anormalmente calido y usualmente
himedo que en general dura entre dias y semanas, provocan en el animal un agotamiento
cronico por la falta de confort y las escasas posibilidades de recuperarse. Existe numerosa
evidencia cientifica de que el estrés térmico, esto es, el estrés provocado por temperaturas
que superan los umbrales que los animales son capaces de soportar (Maff, 2000),
incrementa la morbilidad y mortalidad del ganado. El desafio permanente es evaluar el
efecto directo de las variables medioambientales en el desempefio productivo y de

comportamiento animal.

Un estudio sobre el régimen agroclimatico de olas de calor -ITH superior a 72
durante 3-5 dias consecutivos- realizado en la provincia de Santa Fe mostr6 que en
Rosario, durante el periodo 1974-2004, el periodo normal con olas de calor abarco 3,6
meses pudiendo prolongarse hasta 3 meses mas, ocurriendo la mayoria entre principios de

noviembre y mediados de marzo (Valtorta, 2008).

En la Cuenca Central de Santa Fe, una de las mas importantes del pais con centro
en Rafaela, se comprobd durante el periodo 2000-2005 un impacto negativo sobre el
volumen de leche entregado a la industria. El estudio utiliz6 como indicador ambiental de
estrés térmico el ITH teniendo en cuenta el periodo de recuperacion nocturno como una
importante variable de los resultados obtenidos (Leva y col, 2008).

Otros autores demostraron que las olas de calor en la region de influencia de la
localidad de Zavalla (Santa Fe) han aumentado su frecuencia en forma significativa, no asi
su intensidad ni su duracion (Montero Bulacio y Coronel, 2012), influyendo directa o

indirectamente sobre los sistemas de produccion lecheros de la zona.

El ITH fue utilizado para estudiar el impacto del estrés calorico sobre la produccién
de leche durante el periodo 2000-2009 en el Mddulo Tambo del Campo Experimental
Villarino de Zavalla (Martinez y col, 2010). Dicho médulo, integrado a un sistema de
produccién mixto donde se siembran pasturas, verdeos y maiz para la alimentacion de los
animales, y soja para la produccion de granos, se caracteriza por ser un tambo mediano de
base pastoril intensificado con 145-165 vacas en ordefio. Los resultados de la
investigacion demostraron que, durante todos los afios analizados, la relacion entre la

produccién de leche y el indice ITH fue siempre negativa, es decir, ante un aumento en la
3
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humedad relativa y la temperatura, disminuyo la produccion de leche. Concretamente,
siempre que hubo valores por encima del rango que determina la ocurrencia de estrés (ITH

> 75) se verificd una disminucion en la produccion lechera.

Otras investigaciones han demostrado que el estrés calorico tiene una influencia
negativa sobre la calidad de la leche. En particular, esto ha sido observado en los
departamentos centrales de la cuenca lechera santafesina, que permiten reconocer la
composicion de la leche como reflejo del sistema de produccion, encontrdndose
importantes variaciones estacionales con menor calidad composicional detectada en verano
(Weidman y col, 2002).

La caracterizacion de la ocurrencia de condiciones meteoroldgicas estivales de
distinta severidad y su impacto sobre respuestas productivas efectuadas en la Estacion
Experimental de la Facultad de Agronomia de Salto (Uruguay), en el periodo diciembre
2005- febrero 2006, permitié comprobar modificaciones tanto en términos de produccion
de leche como en la cantidad de grasa butirosa y proteina, debido a que las vacas no
lograron mantener la temperatura corporal interna dentro del rango de termo neutralidad.
Sin embargo, cuando las altas temperaturas y humedad diurnas se alternaron con noches de
menor ITH -como ocurrid durante olas de calor leve- no observaron diferencias en la
produccion de vacas lecheras sometidas a elevadas temperaturas diurnas (32 a 38 °C) pero
mantenidas a temperaturas nocturnas relativamente bajas (menores a 24 °C). Estas
diferencias explican la posibilidad de recuperacion nocturna de la normo termia que
permitid a los animales afrontar el estrés caldrico durante el dia, minimizando de esta
forma los efectos perjudiciales sobre la productividad (Saravia y col, 2011).

Recientes investigaciones desarrolladas en el Modulo Tambo del Campo
Experimental Villarino de Zavalla durante las estaciones de verano 2011-2012 y 2012-
2013, donde se analizaron algunos componentes de la leche: grasa butirosa, proteinas,
lactosa, solidos no grasos y células somaticas, evidencid el efecto negativo sobre la
glandula mamaria arrojando una alteracion en el recuento de células somaticas. EI mismo
equipo investigd el impacto climéatico sobre el bienestar y la salud de los animales, a
través de la evaluacion de parametros sanguineos: creatinina, urea, proteinas totales y

albumina, hematocrito, recuento de leucocitos y cociente neutrofilos/ linfocitos en bovinos

4



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

de leche durante las olas de calor. Las alteraciones registradas demuestran que las olas de
calor tienen un efecto negativo sobre la salud, lo cual se expresa claramente en la

alteracion de algunos pardmetros sanguineos (Mufioz y col, 2013).

2. VULNERABILIDAD DEL BOVINO AL ESTRES TERMICO

Indudablemente, la relacién entre los animales y el medio ambiente que los rodea es
un pilar basico para el logro de una produccion sustentable. Para el caso particular del
ganado bovino en esta region, resulta de interés revisar algunos de los efectos negativos
que tienen las olas de calor, es decir, la combinacidn de altas temperaturas con elevada
humedad.

En primer lugar, debemos considerar que el bovino es un animal homeotermo, es
decir, que posee la capacidad de mantener constante la temperatura corporal
independientemente de cudl sea la temperatura ambiental. La temperatura normal del
ganado bovino adulto sano fluct(ia entre 37,8 y 40,0° C; a esta temperatura las actividades
celulares y bioquimicas operan con mayor eficiencia y eficacia. Si los tejidos se enfrian
demasiado el metabolismo se reduce, en el caso contrario el metabolismo se acelera
existiendo el riesgo de que ocurra una desnaturalizacién de las proteinas, disrupcion de la
integridad de la membrana celular y posiblemente un dafio permanente de los tejidos,
resultando en morbilidad de largo plazo y bajo desempefio productivo (Guyton y Hall,
1996).

Para mantenerse dentro de esta condicion los animales necesitan ganar o perder
calor del medioambiente circundante. Este fendmeno, denominado balance térmico, se
logra a través de un constante proceso termorregulatorio que involucra el flujo de calor
mediante cuatro vias basicas. Tres de estas vias (conduccion, conveccion y radiacidn) son
conocidas como transferencias sensibles, ya que basan su operacion en el gradiente
térmico, mientras que la cuarta (evaporacion) opera a través de un gradiente de presion de
vapor y se le denomina peérdida insensible de calor o pérdida latente. La perdida latente de
calor resulta ser un mecanismo muy importante en los momentos en que la temperatura
ambiental se acerca a los valores de temperatura corporal del animal, ya que en estas
condiciones se reduce o elimina el gradiente térmico que permite la operacion de las vias

sensibles. Si a la situacion anterior se suman condiciones de alta humedad relativa también
5
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decrece el gradiente de vapor y con ello la posibilidad del animal de disipar el exceso de
calor. Cuando esto ocurre el exceso de calor es acumulado en el cuerpo resultando en un
incremento en la temperatura corporal.

La modificacion de los mecanismos por los cuales el animal gana o produce calor,
asi como los mecanismos por los que lo disipa, son las principales estrategias con las que
el animal cuenta para mantener el balance térmico. La produccion de calor metabélico es
directamente controlada por el sistema nervioso central, por el sistema enddcrino a través
de la modificacion del apetito y procesos digestivos, e indirectamente por alteraciones de la
actividad de enzimas respiratorias y sintesis de proteina (Arias y col 2008).

En segundo lugar, se advierte que el bovino, en comparacidn con otras especies, s
mas vulnerable a sufrir estrés calérico debido al reducido tamafio de los pulmones v,
especialmente en las razas europeas, al escaso desarrollo y diferente distribucion respecto a
razas de clima tropical de las glandulas sudoriparas. Las glandulas sudoriparas apdcrinas
tienen mayor importancia en la regulacion de la temperatura, mientras que las glandulas
sudoriparas écrinas, presentes en regiones lampifias de la piel, como el plano naso labial,
cumplen una funcion de menor importancia (Dyce, 1991).

Los mecanismos de termorregulacion que se ponen en juego en los animales
homeotermos frente a un balance térmico desfavorable implican un menor consumo de
energia que afecta la produccion y las condiciones de salud del ganado.

Las principales alteraciones fisiolégicas que se observan al examinar un bovino
estresado son: aumento de las frecuencias respiratoria y cardiaca, y elevada temperatura
corporal. Estas modificaciones reflejan la puesta en marcha de algunos de los mecanismos
que utiliza el animal para eliminar el excedente de calor, aunque el éxito dependera en gran
parte de la humedad ambiental. Cuanto méas alta es la humedad méas se dificulta la
disipacion del calor a través de la piel y de las vias respiratorias, presentando en casos de
estrés caldrico importantes alteraciones en su medio interno que aumentan
significativamente las posibilidades de enfermedad y muerte.

Estudios realizados en la Cuenca Media del Rio Lujan determinaron los valores de
temperatura del aire umbrales a partir de los cuales las vacas lecheras manifestaban
sintomas de estrés caldrico para las condiciones climaticas y de produccion caracteristicas

de la region. Los resultados demostraron que el valor umbral para la temperatura maxima
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del aire estd en el rango de 28°C a 29 °C ya que a partir de estos valores comenzo a

registrase un estado de disconfort térmico (Goldberg y col 2008).

3. NEUROFISIOLOGIA DEL ESTRES

El término estrés denota el efecto de estimulos aversivos sobre las constantes
fisiologicas que perturban la homeostasis y la conducta de los seres vivientes.

El término estrés deriva del vocablo inglés stresse, usado durante la Edad Media
para denotar el sufrimiento y pobreza de las personas, stresse a su vez, tiene su origen en
los vocablos destresse y estrece del francés antiguo, ambos con significados de opresion,
dolor y sufrimiento.

La raiz més antigua de la cual deriva estrece es del latin stricia, término vulgar para
el vocablo latino strictus, este Ultimo es el pasado participio de stringere que significa
oprimir, apretar o atar (Dictionary of English, 1992).

Seyle (1936) introdujo el término estrés al campo de las ciencias bioldgicas para
denotar un sindrome producido por diversos agentes nocivos, cuya finalidad era promover
la adaptacion del organismo a su medio ambiente.

Dada la complejidad de la neurofisiologia del estrés, para esta tesis en particular, se
abordaran Unicamente los siguientes tépicos: las respuestas bioldgicas ante el estrés, la
activacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal,(HHA) los efectos inmunomoduladores
sobre el sistema inmune, el cortisol plasméatico como indicador neuroendocrino de estrés y

por ultimo, las alteraciones en la cantidad y distribucion de las células sanguineas.

3.1. Respuestas biologicas frente al estrés

Moberg (1985) define el estrés como la respuesta biolégica provocada cuando un
individuo percibe una amenaza a su homeostasis. La amenaza es el "estrés". Es el
conocimiento de estos efectos nocivos del estres lo que sensibiliza frente a la importancia
del mismo en el bienestar de un animal o su estado saludable.

El término diestrés ayuda a diferenciar entre una respuesta de estrés que no pone en
peligro el bienestar (a menudo referido como el "estrés bueno™) y un estado bioldgico en el
cual la respuesta al estrés tiene un efecto perjudicial sobre el bienestar del individuo (o

"estrés malo™).
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La respuesta al estrés esta controlada por los tres sistemas encargados de mantener
la homeostasis: el Sistema Nervioso, el Sistema Endocrino y el Sistema Inmune.

El estrés actia como una sefial de alarma generada en el cerebro, que detecta el
peligro en el medio e indica que se requiere de una accion inmediata. Cuando la respuesta
a esta accion no se da de manera adecuada y con la rapidez necesaria se producen
condiciones fisicas y patoldgicas, como depresion, alteraciones del ritmo cardiaco y
respiratorio, alteraciones en el peso, entre otros, que interfieren con el bienestar y la salud
(Chrousos, 2000; Mufioz-Abellan, y col, 2009).

La primera respuesta e indudablemente la de menor costo bioldgico es la
conductual (Morberg, y col, 2000). El animal puede evitar el estrés sencillamente
suprimiendo la amenaza, es decir, puede tener éxito evitando el factor estresante por
simple eliminacién. Asi, un enemigo puede ser evitado por escapar, 0 un animal puede
buscar la sombra si su temperatura corporal se eleva. Obviamente, las respuestas de
comportamiento no siempre son adecuadas ni suficientes para todos los factores de estrés,
y los animales también pueden encontrarse en situaciones en las que sus opciones de
comportamiento son limitadas o frustradas.

La segunda respuesta o linea de defensa durante el estrés la establece el sistema
nervioso autbnomo que a su vez afecta un numero diverso de sistemas bioldgicos,
incluyendo el sistema cardiovascular, el sistema gastrointestinal, las glandulas exocrinas y
la médula adrenal. Los resultados son cambios en la frecuencia cardiaca, la presion arterial,
la frecuencia respiratoria, la temperatura corporal y la actividad gastrointestinal. Esta
respuesta del sistema nervioso autdbnomo produce efectos sobre los sistemas bioldgicos que
se caracterizan por su corta duracion.

Las respuestas de efecto amplio y duradero estdn a cargo de las hormonas
secretadas por el sistema neuroendocrino del eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal.

Por ultimo, el sistema inmune también se ve involucrado en la respuesta al estrés lo
cual compromete la salud del individuo.

Practicamente todas las funciones biologicas estan afectadas por el estrés,
incluyendo la reproduccion, el metabolismo y la conducta, que a su vez, son regulados por

las hormonas de la glandula hipéfisis (Morberg y col., 2000).
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Conducta

Sistema Nervioso

Sistema Neuroenddcrino 3
Autonomo

Figura 1 Tipo general de respuesta biologica para el enfrentamiento del animal al estrés

(adaptada de Morberg. La biologia de estrés de los animales)

Selye (1936), ya por los afios 30, logré resumir todo un conjunto de sintomas
psicofisioldgicos a los que definié como “estrés o sindrome general de adaptacion”. Ante
una situacion de estrés, el organismo tiene una serie de reacciones fisioldgicas que suponen
la activacion del sistema nervioso auténomo y del eje HHA. Ambos producen la liberacién
de hormonas que, transportadas a través de la sangre, excitan, inhiben o regulan la
actividad de los 6rganos. De este modo, se observa que frente a una situacion de amenaza
el individuo efectla dos tipos de reaccion.

En la primera respuesta, casi inmediata y de corto plazo, se halla involucrado el
sistema nervioso autonomo (SNA), también conocido como vegetativo, visceral o sistema
nervioso involuntario, que esta al servicio de las funciones que mantienen la continua
actividad de los érganos y de las que median la adaptacion a los cambios ambientales. Esta
adaptacion, conocida como homeostasis, se logra a través de programas adaptativos que no
s6lo mantienen la funcionalidad de los 6rganos, sino que también responden frente a
factores estresantes que de algun modo amenazan a la supervivencia del individuo. El SNA
es uno de los componentes que forman parte del extenso sistema motor-integrador-
sensitivo, en el cual se incluyen los sistemas nervioso, endocrino e inmunitario que
aseguran tanto el funcionamiento del organismo en condiciones normales como en aquellas
en que se requieren respuestas adecuadas a factores externos que garanticen la

supervivencia.
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La activacion simpética, componente del SNA, responsable de la respuesta del

organismo frente al estrés, supone la secrecion de:
a) La adrenalina secretada por la médula adrenal.
b) La noradrenalina secretada por las terminaciones nerviosas simpaticas.

Ambas intervienen en los siguientes procesos: dilatacion de las pupilas, dilatacion
bronquial, movilizacion de los acidos grasos pudiendo dar lugar a un incremento de los
lipidos en sangre, aumento de la coagulacion, incremento del rendimiento cardiaco,
vasodilatacion en tejido muscular y vasoconstriccion en tejido cutaneo, reduccion de los
niveles de estrogenos y testosterona, inhibicion de la secrecién de prolactina, incremento
de la produccidn de tiroxina, entre otras.

Vemos, pues, que ante una situacion de estrés, existe un compromiso de todo el
organismo (Seyle, 1936). Sin embargo, debido a que las respuestas autdnomas afectan
sistemas bioldgicos muy especificos y los efectos bioldgicos son relativamente de corta
duracion, se podria argumentar que esa activacion por estrés del sistema nervioso
auténomo no tiene un impacto significativo en el bienestar animal en el largo plazo.

La segunda respuesta, se produce cuando un factor estresante activa el eje HHA que
inicia la secrecién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) provenientes de las
células neurosecretoras del hipotalamo. La activacion del eje HHA, es la respuesta
neuroendocrina mas conocida y consistente al estrés. Esta relacion entre el estrés y la
activacion de la corteza suprarrenal fue uno de los primeros fenémenos reconocidos en el
estudio de la endocrinologia del estrés (Seyle, 1939). Los primeros investigadores
concluyeron que la regulacién de la secrecion de glucocorticoides por la glandula
suprarrenal dependia de una vinculacion entre el hipotalamo y la glandula pituitaria. Harris
(1948) sugirié que las neuronas del hipotalamo regulan la secrecion de hormonas de la
pituitaria anterior. El trabajo de Harris condujo a una mayor investigacion en la relacion
hipotalamo-hipofisis, la que demostré que los factores producidos en las neuronas del
hipotdlamo, efectivamente, regulan la secrecion de ACTH de la pituitaria anterior
(Guillemin y Rosenberg, 1955; Saffran y col, 1955; Porter y Jones, 1956).

10
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3.2. Activacion del Eje Hipotalamo-Hipofisario-Adrenal (HHA)

La funcion principal de la CRH es estimular la secrecion hipofisaria de la hormona
corticotropina (ACTH). La ACTH se produce a partir de una molécula mas grande
conocida como pro-opiomelanocortina (POMC), que también es un precursor de la beta-
endorfina, lipotropina y melanotropina (Matteri,1994). Los péptidos relacionados con
POMC se sintetizan en células especializadas de la pituitaria anterior conocidas como
corticotrofas.

La ACTH estimula la sintesis y liberacion de esteroides de la corteza adrenal
mediante la promocién de la absorcion de colesterol y su conversion enzimatica en
hormonas glucorticoides: cortisol en los bovinos (Morberg, y Mench, 2000) vy en la
mayoria de los mamiferos, y corticosterona en ratas. Los olglucocorticoides también
apoyan esta respuesta por medio de la potenciacion de la sintesis y la accion de la
epinefrina (adrenalina), una catecolamina liberada por la medula adrenal durante la
respuesta al estrés.

El mantenimiento de una concentracién suficiente, aunque no excesiva de
glucocorticoides, es necesario para mantener la homeostasis. En cambio, la elevacion
cronica de los glucocorticoides produce catabolismo de proteinas, hiperglucemia,
inmunosupresion, susceptibilidad a la infeccion y depresion.

Teniendo en cuenta las potentes acciones nocivas de la elevacion cronica de
glucocorticoides, una funcion importante de estos esteroides es limitar la respuesta del
HHA al estrés. Esto ocurre a través de la inhibicion por retroalimentacion negativa, donde
los glucocorticoides inhiben la respuesta HHA a nivel del cerebro y de la pituitaria
(McEwen, 1979; Fink y col, 1991).

La activacion del componente de la hipofisis del eje HHA puede ser mediado por
varias hormonas neuroendocrinas. En varias especies (rata, humano, porcino, bovino), se
ha demostrado que la vasopresina (VP) posee la capacidad de potenciar la secrecion de
ACTH inducida por CRH (Liu y col, 1983; Rivier y Vale, 1983; Watabe y col, 1988;
Carroll y col, 1993; Minton y Parsons, 1993). Existen al menos otros dos factores
reguladores, ademas de CRH y VP que se han publicado que inducen la secrecion de

ACTH de la pituitaria anterior: la adrenalina (Giguere y Labrie, 1983) y la oxitocina (Link

11
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y col, 1993), habiéndose identificado receptores de alta afinidad tanto para la adrenalina
(Petrovic y col, 1983) como para la oxitocina (Antoni, 1986) en la glandula pituitaria de
rata.

En los mamiferos, la gldndula adrenal comprende: la corteza y la médula. La
médula adrenal esta encapsulada por la corteza adrenal y sus principales secreciones son
las catecolaminas: adrenalina, noradrenalina y dopamina. La corteza adrenal se compone
de tres capas: la zona glomerular, la zona fasciculada y la zona reticular las cuales son
responsables de la sintesis y liberacion de tres clases de hormonas esteroides:
mineralocorticoides, glucocorticoides y andrdgenos respectivamente.

El papel de los androgenos adrenales se limita a los efectos sobre el
comportamiento reproductivo y el crecimiento, los mineralocorticoides son esenciales para
el mantenimiento del equilibrio de sodio y el volumen de liquido extracelular, y los
glucocorticoides provocan una variedad de efectos sobre el metabolismo de los hidratos de
carbono y proteinas, y regulan la respuesta al estrés. Mientras que la secrecion de
glucocorticoides por la corteza adrenal estd mediada principalmente por la accién
endocrina de ACTH de la pituitaria anterior, CRH y VP también pueden regular la
produccién y secrecion de glucocorticoides a través de las acciones paracrinas (locales)
dentro de la glandula adrenal. La capacidad de CRH para aumentar el flujo sanguineo
adrenal y la localizacién de CRH y ARNm para CRH en la glandula adrenal sugieren para
esta neurohormona un papel dentro de la adrenal (Minamino y col, 1988; Usui ycol, 1988;
Muglia y col, 1994).

Se ha reportado que la CRH estimula directamente la secrecion de los
glucocorticoides de la glandula adrenal en los seres humanos (Fehm y col, 1988; Parker y
col, 1995), ratas (Mazzocchi y col, 1989) y ganado (Jones y Edwards, 1990; Carroll y col,
1996). Se ha identificado a la CRH en la médula adrenal de los seres humanos y de otras
especies de mamiferos (Suda y col,1984), y se ha informado que es capaz de estimular la
produccion local de ACTH a partir de las células cromafines en presencia o ausencia de
VP (Markowska y col, 1993; Mazzocchi y col, 1994, 1997). Asimismo, se ha sugerido que
VP es capaz de sostener la secrecion de catecolaminas y esteroides actuando directamente
a través de los receptores de VP en la corteza adrenal, o indirectamente actuando sobre los
receptores medulares de VP que estimulan la secrecion local de ACTH (Markowskay col,

1993; Mazzocchi y col, 1994, 1997).
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La eficacia de la retroalimentacion negativa mediada por glucocorticoides sobre el
eje HHA varia con respecto a estresores especificos (Plotsky y col, 1993). Al parecer, el
cerebro tiene la capacidad de distinguir entre los factores de estrés y liberar secretagogos
de ACTH dependiendo de la respuesta fisiologica necesaria para hacer frente al estresante

actual.

La regulacion interpretativa central en el cerebro, acoplada a la intercomunicacion
que existe entre el sistema nervioso simpatico y el HHA, trabajan en forma conjunta para

mantener la homeostasis.

La exposicion del organismo a condiciones adversas genera activacion de las

neuronas simpaticas y liberacion concomitante de noradrenalina al torrente sanguineo.

Ambos tipos de hormonas -glucocorticoides y catecolaminas- liberadas durante la
exposicion del organismo al estrés, ejercen funciones inmunomoduladoras con lo que
contribuyen a regular el funcionamiento del tercer efector de la respuesta al estrés, el

sistema inmunoldgico.
3.3. Efectos inmunomoduladores sobre el sistema inmune

Los principales mediadores de los efectos inmunomoduladores del estrés:
glucocorticoides, adrenalina y noradrenalina, ejercen influencia directa sobre el
funcionamiento de las células inmunes al acoplarse a sus receptores especificos,
localizados en el citoplasma y membrana celular respectivamente y también tienen efectos
indirectos al alterar la produccion de citocinas como el interferon gama y el factor de
necrosis tumoral y las interleucinas 1, 2 y 6 (IL-1, IL-2 e IL-6) todas necesarias para la

maduracion y movilizacion de los linfocitos y otras células inmunitarias.

Los 6rganos linfoides primarios, asi como linfocitos T y B, neutrofilos, monocitos y
macrofagos poseen receptores de glucorticoides tipo Il para las hormonas
corticoesteroideas. Los glucorticoides, al acoplarse a sus receptores citoplasmaticos en las
células del sistema inmune, se traslocan al nudcleo y funcionan como factores de la

transcripcion para numerosas proteinas sintetizadas por linfocitos, macréfagos y otros tipos
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celulares del sistema inmune. Entre las proteinas cuyos genes poseen elementos de
respuesta a los glucocorticoides, se encuentran las citocinas y los receptores y antigenos de

superficie de las células inmunoldgicas.

Las catecolaminas adrenalina y noradrenalina, modulan el funcionamiento del
sistema inmune a través de sus receptores beta localizados en todos los 6rganos inmunes y

en linfocitos T y B, las células asesinas, los monocitos y los macréfagos.

Se ha observado alteracion de los niveles de cortisol circulante y modificaciones en
subconjuntos de leucocitos ante situaciones de estrés en bovino (Myoung-Hoo Ky col,
2011). Se conoce que los neutrofilos responden a niveles elevados de glucocorticoides con
alteracion en la expresién génica (Burton y col, 2005; Chang y col, 2004; Madsen-
Bouterse y col, 2006; Madsen y col, 2004; Weber y col, 2004, 2006). Asimismo, se ha
podido determinar relaciones significativas entre los totales de leucocitos y neutréfilos, y
cambios en toda la expresion de genes (Buckham Sporer y col, 2008).

3.4. El cortisol plasmatico como indicador neuroendocrino de estrés

Los glucocorticoides son los productos finales de la activacion del eje HHA, estas
hormonas ejercen un mecanismo de retroalimentacidn negativa para controlar la actividad
basal del eje HHA y limitar la duracion de la exposicion del organismo a los
glucocorticoides y sus efectos (Sapolsky y col,1992).

Las hormonas corticoadrenales son derivados de los nlcleos de pregnano (21
carbonos con doble enlace entre C4 y C5), que al incorporar hidroxilos o cetonas en C11
adquieren propiedades glucocorticoides.

Su transporte en la sangre depende de su union a proteinas plasmaticas, tales como
la globulina ligante de corticoides o transcortina (75%) y albumina (10%), el 10% restante
se encuentra libre. La vida media de eliminacion del cortisol es de 60 minutos
aproximadamente y se elimina por la orina (75%) y las heces (25%), por lo cual el higado
juega un rol importante en la modificacion de esta hormona, y en menor proporcion los

rifiones (Alvarado, 1999; Cunningham, 1999; Morrow y col 2002; Lagger y col 2004).

14



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

En los bovinos, el glucocorticoide mas importante es el cortisol (hidrocortisona),
seguido por corticosterona y algo de cortisona. Segun otros autores, los rumiantes
segregarian cantidades equivalentes de cortisol y corticosterona (Coppo y col 2001).

Es importante tener presente que el cortisol presenta un ritmo ultradiano vy
circadiano en vacas lecheras, el ritmo ultradiano corresponde a oscilaciones en los niveles
de esta variable cada 120 minutos, en cuanto al ritmo circadiano este indica que los valores
tanto de ACTH y de cortisol son mas bajos a media noche y mas altos a las 6:00 a.m.
(Thuny col 1981; Lefcourt y col 1993; Cunningham, 1999).

Se ha reportado que la secrecion de cortisol es una de las principales respuestas del
animal a condiciones de estrés en animales expuestos a temperaturas de 35 ° C; luego de 20
min la concentracion de cortisol en el plasma sanguineo aument6 de 30 a 37 ug/L para
alcanzar finalmente, después de 2 a 4 horas, un valor estable de 43 pg/L. Sin embargo,
luego de prolongados periodos de exposicion al calor los animales ajustaron la secrecién
de cortisol. Asi, la secrecion de cortisol estimula ajustes fisioldgicos que permiten al
animal tolerar el estrés causado por un calor excesivo (Christison y Johnson 1972).

El cortisol es liberado desde la corteza adrenal, su secrecién es pulsatil, con una
periodicidad de 90 minutos (Mormed y col 2007). Este glucocorticoide aumenta la
disponibilidad de energia y las concentraciones de glucosa en la sangre porque estimula la
protedlisis, la lipdlisis y la gluconeogénesis en el higado aumentando la sintesis de
aminoécidos, glicerol y lactato en glucosa, y la movilizacion de los aminoécidos desde el
musculo (Muchenje y col 2009). También disminuye el transporte de glucosa y su
utilizacion por las células, produciendo una elevacién de la concentracion de glucosa
sanguinea hasta un 50% sobre el nivel normal (Trevisi y Bertoni 2009) (Lay y Wilson
2001).

El cortisol, a pesar de su variabilidad y corta vida, es uno de los biomarcadores mas
utilizados para evaluar el estrés experimentado por animales, aunque el aumento de su
concentracion plasmatica solo seria un indicador neuroendocrino primario (Tadich y col
2005).

Los niveles de cortisol basal en plasma se encuentran por debajo de 10 ng/ml, pero
se ha descrito que fluctda en un rango entre 0 y 20 ng/ml (Mormede, 2007).

La interpretacion de los niveles basales de cortisol se dificulta porque se afecta por

multiples factores, incluyendo los siguientes: el ritmo circadiano (concentraciones
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aumentadas en la mafiana y baja en la tarde), aunque estudios recientes han indicado que el
ritmo circadiano en bovinos es débil; otros factores como el muestreo, la restriccion de
movimiento, la lactancia, el coito, el ordefio, el grado de habituacion, algunas hormonas
(por ejemplo, la vasopresina puede potenciar la secrecion de ACTH) y las infecciones, asi
como las endotoxinas (Trevisi y Bertoni 2009) (Sapolsk y col 2000) (Blanco y col 2009).

La medicion del cortisol es dependiente del tiempo porque requiere entre 10 y 20
minutos para alcanzar valores mé&ximos y tiene una vida media de 60 minutos,
eliminandose principalmente por el higado (Buckham Sporer y col 2008) (Knowles y
Warriss 2006) (Souza, 2006).

También ha sido sugerido que las manifestaciones conductuales de los animales
ante un agente estresor estan intimamente asociadas con el incremento de cortisol, debido a
que sus receptores se encuentran localizados en regiones especificamente involucradas con
la regulacion hormonal (hipotalamo e hipofisis) y particularmente con el sistema limbico,
que juega un papel relevante en las conductas emocionales, por lo tanto, las
concentraciones plasmaticas de cortisol, han sido usadas como un confiable indicador de
estrés fisico agudo (Kannan y col 2003) .

3.5. Alteraciones en la cantidad y distribucion de las células sanguineas

El leucograma es el conjunto de pruebas de laboratorio que informan sobre la
cantidad y calidad de los glébulos blancos circulantes en sangre. Los leucocitos se
agrupan en series mononucleares y granulociticas. La primera, incluye linfocitos y
monocitos, mientras la segunda se refiere a neutréfilos, eosinofilos y basofilos (Ruckebush
y col 1994).

En el bovino, el nimero de leucocitos aumenta continuamente durante la segunda
mitad de la vida intrauterina, alcanzando al nacer 6 a 12 x 10%I de sangre (Rosenberger,
1981). Durante su crecimiento, la concentracion de globulos blancos decrece hasta
alcanzar los niveles normales de la adultez, desde 12 hasta 9,1 x 101 (Benjamin, 1967),
desde 8 hasta 7 x 10%1 (Durr y Kraft, 1980), desde 10,7 hasta 8 x 10% (Jain, 1993) o desde
4 hasta 12 x 10%1 (Meyer y Harvey, 2000). Los leucocitos totales varian escasamente por

el sexo pero varian mucho por la edad.
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Al comparar con la formula leucocitaria diferencial de otras especies, la sangre del
bovino se caracteriza por un elevado componente linfocitario (Kolb, 1987).

Entre las hormonas capaces de modificar el leucograma se encuentran las
catecolaminas (alarma simpatica) y los glucocorticoides (estrés).

En la alarma simpatica, los globulos blancos aumentan su concentracion a expensas
de todos los tipos leucocitarios, mientras que en condiciones de estrés se elevan solamente
los neutrdéfilos, disminuyendo linfocitos y eosinofilos (Best y Taylor, 1986; Coles, 1989;
Kaneko, 1989; Gémez Piquer, 1992).

En las alarmas simpdaticas las modificaciones son pasajeras (“leucocitosis
fisiologicas”) perdurando 30 minutos (Jain, 1993) a una hora. En cambio, durante el estrés
son més prolongadas debido a que, en el intento de resistir a una noxa, las secreciones de
ACTH vy corticosteroides se sostienen en el tiempo perdiéndose el ritmo nictameral (Best y
Taylor, 1986; Garcia Sacristan, 1995; Swenson y Reece, 1999). Estos cambios serian muy
marcados en carnivoros pero poco pronunciados en rumiantes (Jain, 1993).

En bovinos existiria una leucocitosis fisioldgica (pasajera) con elevaciones de hasta
15 a 27 x 10%1 (con neutrofilia) y una leucocitosis del estrés (duradera) con elevaciones de
8 a 18 x 10%1 acompafiadas de neutrofilia, linfopenia, eosinopenia y a veces monocitopenia
(Smith y Thier, 1983; Duncan y Prasse, 1994).

Los glucocorticoides pueden actuar incrementando el nimero y el porcentaje de
neutrofilos (neutrofilia), mientras que decrecen los linfocitos (linfopenia o linfocitopenia).
Esta modificacion se debe a que, como respuesta al incremento de estas hormonas durante
el estrés, los linfocitos circulantes se adhieren a las células endoteliales que cubren las
paredes de los vasos sanguineos y, posteriormente, pasan de la circulacion a otros tejidos
como los ganglios linfaticos, médula ¢sea, bazo y piel, donde son secuestrados,
produciendo una reduccién del namero de linfocitos circulantes (linfopenia) (Dhabar y col,
1995).

Al mismo tiempo, los glucocorticoides estimulan el flujo de neutrdfilos desde la
médula Osea hacia la sangre y atenGan el paso de éstos hacia otros compartimentos,
generando neutrofilia, que consiste en un incremento de los neutrofilos maduros e
inmaduros en la circulacion sanguinea. Estos cambios aseguran que los diferentes tipos de
células sean dirigidas a los tejidos donde se requieren durante el estrés (Romero Pefiuela y

col, 2011).
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Los mecanismos de la neutrofilia inducida por corticoesteroides se explican por la
desmarginacion de los neutrofilos, movimiento acelerado de los neutréfilos de la médula
Osea a la sangre, y la disminucion de la diapédesis de los neutrofilos de la sangre a los
tejidos (Weiss y Wardrop, 2010).

Se ha sugerido que la exposicion a las condiciones hostiles, u otros factores de
estrés psicologicos, inicia la secrecién de varias hormonas incluyendo cortisol (Toft y col,
1994; Van de Kar y Blair, 1999), pudiendo alterar los receptores de adhesion en los
leucocitos circulantes y por lo tanto, contribuir a una distribucién alterada de los mismos
(McLaren y col, 2003).

El hematocrito puede variar aumentando o disminuyendo segun la duracion del
estrés y el grado de hidratacion del animal. Se ha reportado que en episodios de estrés
agudo la contraccion del bazo esplénico por efecto del sistema nervioso autbnomo aumenta

el hematocrito pero en casos de estrés cronico disminuye (Broom, 2006).

Algunas investigaciones realizadas en los ultimos decenios indican que la
cuantificacion de los parametros hematoldgicos tales como neutrofilia/linfopenia, se puede
utilizar como un complemento de la medicion de las hormonas adrenales en el estudio de
las respuestas de estrés de vertebrados. Existen evidencias que demuestran que las
respuestas suprarrenales y los perfiles de leucocitos estan estrechamente vinculados, y son

similares en todos los vertebrados (Davis y col, 2008; Dhabhar y col, 1996).

Estudios sobre el impacto de las olas de calor sobre las vacas en ordefie realizados
en el Modulo Tambo de la Facultad de Ciencias Agrarias de Zavalla durante las
estaciones de verano 2011-2012 y 2012-2013, corroboran que el leucograma vy el
hematocrito pueden ser utilizados como indicadores de estrés calorico ya que se modifican

como consecuencia de la liberacion de los corticoesteroides (Mufioz y col, 2013).
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4- INTERROGANTES

Considerando los antecedentes expuestos sobre los efectos del estrés térmico,
ocasionado por las olas de calor, sobre el ganado lechero surgen algunos interrogantes que

a lo largo de la presente tesis se procuraran responder:

¢Como responde el eje H-H-A frente al estrés térmico?

e ;Como se modifican los niveles de cortisol plasmatico en condiciones de estrés
térmico?

e ;Lamodificacion en los niveles de cortisol plasmatico afecta la cantidad de
glébulos blancos en la sangre?

e ;La modificacion en los niveles de cortisol plasmatico: modifica la distribucién de
los glébulos blancos y la férmula leucocitaria relativa?

e ;CbOmo cambia la relacion neutréfilos/linfocitos ante una modificacion en los

niveles de cortisol plasmatico?
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CAPITULO 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El estrés calorico, medido a través del ITH, modifica la cantidad y distribucion de los
glébulos blancos en la sangre, efecto que podria ser adjudicado al aumento del cortisol

plasmatico.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar en vacas Holando Argentino los efectos que tiene el estrés calérico sobre los

glébulos blancos en respuesta a la liberacion de cortisol plasmatico.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar el efecto del estrés térmico ocasionado por las olas de calor sobre las
concentraciones de cortisol plasmético en vacas Holando Argentino en lactancia.

— ldentificar los cambios que el cortisol plasmético produce sobre la cantidad de
glébulos blancos, porcentajes de neutréfilos y  linfocitos y la relacion
neutrofilos/linfocitos en vacas Holando Argentino ante diferentes niveles de estrés

térmico durante su lactancia.
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el Mddulo Tambo de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de Rosario (FCA-UNR)?, situado en la localidad de
Zavalla (33°1'S, 60°53’0O) durante el periodo 2013-2014. El rodeo completo esta
compuesto por animales de raza Holando Argentino: 100 vacas en ordefie, 20 vacas secas,
2 toros (aunque la mayoria de las veces se utiliza inseminacion artificial) y las hembras de

reposicion (terneras y vaquillonas).

El sistema en su totalidad ocupa 135 has, subdividido en 9 lotes de 15 has promedio
cada uno. ElI Médulo Tambo estd integrado a un Sistema de Produccion Mixto, con

siembra de pasturas, verdeos, maiz y soja.

A lo largo del afio se producen aproximadamente 2500 litros diarios, en promedio,
unos 25 litros diarios por vaca. Las vacas producen méas de 7500 litros por cada lactancia,
alcanzando mas de 35 litros por dia al principio de la lactancia y cerca de 10 litros por dia
cuando se secan, antes del préximo parto. Las vacas paren una vez por afio, estan 10-11
meses produciendo leche y se secan 2 meses antes del parto. Durante el ordefio se
suplementa segun el Sistema de gestion del rodeo (ALPRO®). Se ordefia dos veces por

dia, aproximadamente cada 12 horas, variando el horario segin la estacion del afio.
POBLACION: todas las vacas del tambo.

MUESTRA: 30 vacas en ordefie de segunda y tercera lactancia, por muestreo aleatorio.
Las muestras de sangre se extrajeron en diferentes estaciones bajo condiciones climaticas

distintas:

- Primavera: sin olas de calor en condiciones de termoneutralidad con un ITH (indice
Temperatura Humedad) menor a 72

- Verano: con olas de calor en situaciones de estrés térmico con un ITH mayor a 72.

! Para mayor informacion sobre el Médulo Tambo se puede consultar:
http://www.fcagr.unr.edu.ar/Extension/Agromensajes/34/8AM34.html).
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En cada periodo se tomaron dos muestras: a las 7 am y 7 pm; siempre durante el

ordefio mientras comian la racion en el brete. (Figura 2).

El ITH se calculdo con la ecuaciéon: ITH= 1,8T+32-(0,55-0,55HR)*(1,8T-26) que
relaciona temperatura ambiental (T) y humedad relativa del aire (HR) utilizando los

registros de la Estacion Agrometeoroldgica de Zavalla.

UNIDAD DE ANALISIS: sangre de la mafiana y de la tarde de cada una de las vacas

muestreadas.
VARIABLE INDEPENDIENTE: estrés térmico medido a través del ITH

VARIABLES DEPENDIENTES: cortisol, cantidad de glébulos blancos, cantidad de

neutrdfilos y linfocitos, relacion neutréfilos/ linfocitos.

Ademas de las variables dependientes mencionadas se midi6 la cantidad de
glébulos rojos. En este caso particular, esta medida fue considerada como una VARIABLE
DEPENDIENTE SECUNDARIA, util para cotejar la homogeneidad de las muestras de

este disefio de investigacion.
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Figura 2: Sala de ordefio del Mddulo Tambo de la Facultad de Ciencias Agrarias-UNR

(Zavalla).

PROCEDIMIENTO PARA MEDIR LA VARIABLE INDEPENDIENTE
Indice Temperatura-Humedad

Para definir la ocurrencia de olas de calor se utilizaron los valores de ITH
recabados en los mismos dias considerando los promedios de las 10 horas anteriores a cada
toma de sangre. Posteriormente se establecieron cuatro niveles de correspondencia entre el

valor de ITH y estrés térmico:
Menor a 72 Bajo: No ocasiona desordenes fisiologicos.

Mayor a 72 Leve: Ocasiona un desorden fisiologico que altera los parametros fisiologicos;
se afecta el bienestar animal y la produccion puede verse disminuida si no se toman

medidas para el manejo y la nutricion de los animales.

Mayor a 78 Moderado: Se produce una importante desviacién de la energia que ingresa
con la dieta para controlar la temperatura corporal; hay ocurrencia de mastitis subclinicas y

una importante disminucion de la ingesta.

Mayor a 82 Grave: Los mecanismos adaptativos colapsan y se altera significativamente el
desempefio productivo; los trastornos metabolicos favorecen la ocurrencia de

enfermedades y pueden desencadenar la muerte.

De este modo, cuando el ITH promedio se sostuvo durante 3-5 dias consecutivos

con valores mayores a 72 se considero que los animales estaban sometidos a olas de calor.
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PROCEDIMIENTOS PARA MEDIR LAS VARIABLES DEPENDIENTES
A- TOMA DE MUESTRA
Cortisol

A cada animal, luego del ordefie mientras comia la racion suplementaria en el brete
de la sala de ordefie, se le extrajo un volumen aproximado de 3 ml de sangre de la Vena
Coccigea, usando una jeringa de 5 ml con aguja 25/8, rotulada con el RP (registro
particular) del animal, que contenia 0,5 ml de heparina sédica de 5000 Ul/ ml (Riveparin)
(Figura 3). Antes de realizar la venopuncion, se agito la jeringa para que el anticoagulante
tomase contacto con las paredes de la misma. Luego de la extraccion se invirtio
suavemente la jeringa 2 o 3 veces, se la colocd inmediatamente en una caja de telgopor con
refrigerante y fue trasladada al Laboratorio de Anatomia y Fisiologia Animal de la misma

Facultad.

Cantidad de glébulos blancos, cantidad de neutréfilos y linfocitos, relacion

neutrdfilos/linfocitos y cantidad de glébulos rojos

Inmediatamente después de la extraccion de la muestra de sangre para dosar
cortisol, al mismo animal y en las condiciones ya descriptas, se le extrajo nuevamente 2,5
ml de sangre de la Vena Coccigea, con una jeringa de 5 ml con aguja 40/12. La sangre se
introdujo en un tubo rotulado con el RP del animal, que contenia 25 pl de anticoagulante
comercial GTLab (EDTA), el que fue depositado previamente con  micropipeta
automatica. Antes de verter la sangre al tubo, se descartd la aguja; se tapd y se
homogeneiz6 suavemente. Las muestras fueron refrigeradas y trasladadas al laboratorio

central de la Facultad de Ciencias Veterinarias Casilda.
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Figura 3: Extraccion de la muestra de sangre.
B- TECNICAS DE LABORATORIO
Cortisol

Se descart6 la aguja y se colocd la sangre suavemente, para evitar hemolisis, en un
tubo rotulado con el RP del animal.

Las muestras se centrifugaron durante 15 min a 1500 rpm. Se extrajo el plasma,
con pipeta pasteur, y se colocé una alicuota de 1 ml en un eppendorf, rotulado con fecha
de extraccion y RP animal. El procedimiento se hizo por duplicado.

Se colocaron los eppendorf en bolsa ziploc y se los almacend en un frizer a -70
grados centigrados, en el laboratorio de la FCA-UNR, hasta su traslado al Departamento
de Biologia Molecular de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de Rio Cuarto.

El transporte hasta el laboratorio de UNRC se realizd en caja de telgopor con hielo

seco. Alli se realizaron las determinaciones como a continuacion se describe.
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Se utilizdé un método de cuantificacion, radioinmunoanalisis (RIA), a través de un
Kit comercial: Coat-A-Count Cortisol, que contiene tubos con menos de 5,5 microcuris

(204 kilobequerelios) de cortisol marcado con **I radioactivo.

Principio del Analisis

El procedimiento Coat-A-Count es un radioinmunoanalisis en fase solida en el cual
el cortisol marcado radiactivamente con 2| compite, durante un periodo de tiempo
determinado, con el cortisol de la muestra, por los sitios de unién de los anticuerpos.
Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la pared de un tubo de polipropileno, la
decantacion del sobrenadante es suficiente para terminar la competencia y aislar la

fraccion unida al anticuerpo del cortisol marcado.

El tubo se cuenta en un contador gama y da un nimero, que, mediante una curva de

calibracion, se convierte en una medida de cortisol presente en la muestra.

Procedimiento del Radioinmunoandlisis

Todos los componentes deben llevarse a temperatura ambiente (15-28 C) antes de

Su uso.

1-Tubos de ensayo: marcar cuatro tubos de polipropileno (sin recubrir) 12 x 75 mm. Tubos

T (cuentas totales) y NSB (unién no especifica) por duplicado.

Tubos recubiertos: marcar doce tubos recubiertos de anticuerpo frente a cortisol: A
(maxima unién) y B hasta F por duplicado. Marcar tubos recubiertos de anticuerpo

adicionales, también en duplicado, para controles y muestras.

2-Pipetear 25 microlitros del calibrador cero A en los tubos NSB y A. Pipetear 25

microlitros del resto de los calibradores, controles y muestras.

3-Afadir 1 ml de *?°I cortisol a todos los tubos. Mezclar en el Vortex.

4- Incubar durante 45 minutos a 37 C.
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5- Decantar

6- Contar durante 1 minuto en un contador gamma

Célculo de Resultados

Para obtener resultados en términos de concentracion a partir de una representacion
logit-log de la curva de calibracion, primero hay que calcular para cada pareja de tubos las
cuentas medidas por minuto corregidas con NSB de los tubos A como 100%. Usando papel
grafico logit- log representar el porcentaje de union en el eje vertical frente a la
concentracion en el eje horizontal (logaritmico) para cada calibracién no cero, y dibujar la

linea que pasa por esos puntos aproximadamente.

Los resultados de las muestras pueden ser leidos en la curva por interpolacion.
También se recomienda mantener un registro de los siguientes pardmetros de la reduccion

de datos:

T: cuentas totales (como cuentas por minuto)

% NSB: 100 x (media cuentas NSB/ cuentas totales)

% MB: 100 x (cuentas netas/ cuentas totales)

Y los cortes 20,50 y 80 por ciento, donde 20% = concentracién al 20% de union, etc.

Blancos de Solventes

Esto implica extraer y analizar agua destilada o estéril, para verificar que dé una
concentracion aparente de cortisol esencialmente cero, es decir, por debajo del limite de

deteccidn del analisis.

Caracteristicas Analiticas

Los resultados se expresan en microgramos de cortisol por decilitro (u/dl)

Factor de Conversion: p/dl x 27,59 — nmol/l
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Intervalo de Calibracion: 1-50 p/dl (27,6-1 380 nmol/Il)
Sensibilidad Analitica: 0,2: p/dl (5,5 nmol/l)

Precision intraensayo (dentro de una tanda) las estadisticas se calcularon para las

muestras a partir de los resultados de 20 pares de tubos en una tanda.

Precision entre ensayos (de una tanda a otra) los analisis estadisticos se calcularon para las

muestras a partir de los resultados de 20 pares de tubos.
Efecto Deriva: ninguno, hasta aproximadamente 700 tubos.
Linealidad: las muestras fueron analizadas con varias diluciones.

Recuperacion: se han analizado las muestras cargadas 1 a 19 con tres soluciones (130, 250
y 475 p/dl) de cortisol.

Hemdlisis: la presencia de eritrocitos hasta concentraciones de 30 p/dl no tiene efecto en

los resultados en lo concerniente a la precision del ensayo.

Lipemia: el calibrador de 50 p/dl se diluyd sucesivamente con un pool de suero lipémico.
Esto hace que el grado de lipemia aumente a medida que la concentracién del cortisol
disminuye. Todas las diluciones se analizaron junto con el pool lipémico sin calibrador.

Los resultados muestran una buena recuperacion.

Especificidad: el antisuero Coat-A-Count Cortisol es altamente especifico para el cortisol,

y tiene una reactividad cruzada extremadamente baja para otros esteroides.

Cantidad de Gl6bulos Blancos

Para determinar la cantidad total de glébulos blancos se utilizé el contador
hematologico MINDRAY-BC 2800, del laboratorio central de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de Casilda. Las muestras extraidas en la mafiana, entre las 7 y las 8.30 am,
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fueron procesadas en forma inmediata luego de la extraccion, mientras que las muestras
extraidas a la tarde, entre las 6 y 7.30 pm se mantuvieron refrigeradas y se contaron a la

mafiana del dia siguiente.

Antes de analizar la muestra, se selecciono en el contador la especie bovina. La
muestra se homogenizo varias veces, se colocd debajo de la aguja y el conteo se realizé en

forma automaética segun las indicaciones que sugiere el contador hematoldgico.

Formula Leucocitaria Relativa

Para determinar la cantidad de neutréfilos y linfocitos y la relacion neutrofilos/

linfocitos, se realiz una coloracion de May Grunwald and Giemsa:

[EEN
1

Se realiz6 un extendido con la sangre extraida con EDTA
Se cubrié con 30 gotas de MAY GRUNWALD vy se esperd 3 minutos.

3- Se agreg6 igual nimero de gotas de agua estabilizada (para preparar 50 ml de

N
1

estabilizador se utilizd 1 parte de estabilizador en 49 partes de agua destilada).

4- Se mezcl6 por vaivén y se esper6d 1 minuto.

5- Sin lavar, se agregd 10 ml de solucion de Giemsa de uso (15 gotas de Giemsa
Stock cada 10 ml de agua estabilizada). Se espero entre 15-18 minutos.

6- Se lavo con agua corriente, se dejo secar.

7- Se observo al microscopio 6ptico a 40 x con aceite de inmersién contando un total
de 200 células.

Cantidad de Globulos rojos

Para determinar la cantidad total de glébulos rojos se utilizé el contador
hematoldégico MINDRAY-BC 2800, del laboratorio central de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de Casilda.

Las muestras extraidas en la mafana, entre las 7 y las 8.30 am, fueron procesas en
forma inmediata luego de la extraccién, mientras que las muestras extraidas a la tarde,
entre las 6 y 7.30 pm se mantuvieron refrigeradas y se contaron a la mafiana del dia
siguiente.
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Antes de analizar la muestra, se selecciono en el contador la especie bovina. La
muestra se homogenizo varias veces, se colocd debajo de la aguja y el conteo se realiz6 en

forma automaética segun las indicaciones que sugiere el contador.
PROCESAMIENTO DE DATOS

Luego de haber realizado los procedimientos de laboratorio con el proposito de
evaluar las muestras obtenidas se procedid a procesar los datos por medio del programa
estadistico STATISTICA.

Las comparaciones se realizaron por un Analisis de la Varianza (ANOVA).

Como Test a Posteriori se us6 un Test de Duncan cuando fueron apropiadas las
comparaciones post-hoc. Se consideraron diferencias significativas las que presentaron un
p<0,05.

Los resultados obtenidos se presentaron en Graficos de Barras.

Se realizaron correlaciones entre los valores de cortisol y la relacion

Neutrofilos/Linfocitos.

El coeficiente de correlacion es un valor que oscila entre -1 y 1 y es una evaluacion

cuantitativa de la “fuerza de la relacion lineal” entre las variables.

Valor de rtalque — 1 <r <—=0.500.5 <r <1 le corresponde un nivel de esta fuerza

“Fuerte”

Valor de rtalque —0.5<r < —-0.300.3 <r <0.5 le corresponde un nivel de esta

fuerza “Moderado”

Valor de rtalque — 0.3 <r <—-0.100.1 <r < 0.3 le corresponde un nivel de esta
fuerza “Débil”

Valor de r=1 o r=-1 corresponde a una muy débil o ninguna fuerza en esta relacion.
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CAPITULO 4: RESULTADQOS

Descripcién del comportamiento de las variables

ESTRES TERMICO: ITH

Los valores promedios resultaron ser los siguientes:

ITH = 65,6 corresponde a Bajo para la toma de Primavera de la mafiana.
ITH = 74,3 corresponde a Leve para la toma de Primavera de la tarde.
ITH =71 corresponde a Bajo para la toma de Verano de la mafiana.

ITH = 80,08 corresponde a Moderado para la toma de Verano de la tarde.

Se puede observar que durante las mafianas los valores de ITH fueron bajos
y por periodos de corta duracion; en cambio, por las tardes alcanzaron a superar el
limite que define la ocurrencia de ola de calor (ITH >72) aunque Unicamente en

Verano se sostuvieron durante varios dias consecutivos (3-5 dias).

De este modo, al comparar las variables dependientes de las mafianas entre
si y de las tardes entre si, se advierte que las diferencias significativas se dan
mayormente al comparar estas Gltimas, en coincidencia con la ocurrencia de las
olas de calor. Cabe recordar que todas las variables dependientes, evaluadas en
Primavera (no olas de calor) y Verano (olas de calor), se midieron en horas de la
mafiana (7 am) y de la tarde (7 pm). y en Verano (presencia de olas de calor), en

horas de la mafiana (7 am) y de la tarde (7 pm).
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NIVELES PLASMATICOS DE CORTISOL

En la Figura 4 se advierte que los niveles de cortisol fueron significativamente mayores
en verano cuando los animales estuvieron expuestos a situaciones de estrés térmico debido
a la ocurrencia de olas de calor que alcanzaron valores de ITH=80. EI aumento fue

observado en la mafiana y en la tarde.

7.0
65- (I mafiana
60 |HIM tarde

55 ]
5.0
45
4.0
3.5
3.0 4
2.5
2.0
15
1.0 4
0.5
0.0

Cortisol ug/dl

Primavera Verano

* p<0.05 (Primavera-mafiana vs. Verano-mafiana)
* p<0.05 (Primavera-tarde vs. Verano-tarde)

Figura 4: Valores de Cortisol plasmatico expresado en pg/dl

CANTIDAD DE GLOBULOS BLANCOS

Como se puede observar en la Figura 5, el nimero total de Glébulos Blancos fue

menor en las muestras de sangre cuando los animales estuvieron expuestos a condiciones
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de estrés térmico. Esta diferencia fue significativa al comparar las muestras

correspondientes a la tarde.

[ RERERE
I = e

Globulos Blancos / mm’
R

Primavera Vemno

*pl0 03 (Primavera-tarde vs. Verano-tarde)

Figura 5: NGmero total de Glébulos Blancos expresados en miles en mm?®

CANTIDAD DE NEUTROFILOS

La Figura 6 muestra que los valores obtenidos en el muestreo de la mafiana de verano son
superiores a los obtenidos en la mafana de primavera. De igual forma, al comparar los
valores del muestreo de la tarde de primavera con los obtenidos en la tarde de verano se

observa un aumento significativo de los ultimos.

En particular, se advierte que el porcentaje de Neutréfilos en animales muestreados

en condiciones de termoneutralidad no se vio afectado por la hora de extraccion.
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Neutrofllos %

* p<0.05 (Pomavera-maiiana vs_ Verano-maiiana)
* p<0.05 (Pomavera-tarde vs_ Verano-tande)

Figura 6: Cantidad de Neutrofilos expresados en porcentaje

CANTIDAD DE LINFOCITOS

En la Figura 7 se observa que los valores obtenidos de animales muestreados en la
mafana de verano son menores que los valores obtenidos en los muestreados en la
mafiana de primavera. De igual modo, los animales muestreados en la tarde de verano

muestran una disminucion significativa con respecto a la tarde de primavera.

34



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

] m=fizna
™ - | FERRE

€5
£ ]
55
50 ]
a5
Fr
15
a ]
25
2 ]
15 ]
]
5 ]
a

* *

Linfociton %

Yemano

* p<0.05 (Pomavera maiiana vs_ Verano-maiiana)
* p<0.05 (Primaveratarde vs_ Verano-tarde)

Figura 7: Cantidad de Linfocitos expresados en porcentaje

RELACION NEUTROFILOS-LINFOCITOS

En la Figura 8 se advierte un aumento significativo de la relacién Neutrofilos/Linfocitos al

comparar las muestras de sangre de las mafianas y de las tardes para ambas estaciones.
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* p<0.05 (Primavera-tarde vs. Verano-tarde)
Figura 8: Relacion Neutrofilos/Linfocitos

CANTIDAD DE GLOBULOS ROJOS

En la Figura 9 se puede observar una disminucion en la cantidad de Glébulos Rojos
cuando los animales estuvieron sometidos a condiciones de estrés térmico; esta diferencia

resulta significativa al comparar los valores de la mafana.
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Figura 9: Cantidad de Glébulos Rojos expresados en millones en mm®

1-Correlacion entre variables

Luego de analizar el comportamiento de las variables se procedié a realizar la
correlacion entre cortisol y la relacion Neutréfilos/Linfocitos (N/L). El coeficiente de
correlacion es un valor que oscila entre -1 y 1 y es una evaluaciéon cuantitativa de la
“fuerza de la relacion lineal” entre las variables. Este valor mide el grado de asociacion

entre las variables, no es “causalidad”.

CORRELACION ENTRE CORTISOL PRIMAVERA MANANA Y LA RELACION
NEUTROFILOS-LINFOCITOS PRIMAVERA MANANA
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En la Figura 10 no se observa la existencia de alguna relacion lineal entre estas

variables

Figura 10: Correlacion entre Cortisol vs N/L Maifana de Primavera.
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El coeficiente de correlacién Spearman indica una débil fuerza de la correlacion r=-
0.328, p< 0,05

CORRELACION ENTRE CORTISOL PRIMAVERA TARDE Y LA RELACION

NEUTROFILOS-LINFOCITOS PRIMAVERA TARDE

En la Figura 11 no se observa la existencia de alguna relacion lineal entre estas

variables.
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Figura 11: correlacion entre Cortisol vs N/L Tarde de Primavera.

0.5

relacién N/L_PT
0.1 0.2
|

0.0

T
2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

Corti_PT

El coeficiente de correlacién Spearman indica una moderada fuerza de correlacion, r=-
0.49, p< 0,05

CORRELACION ENTRE CORTISOL VERANO MANANA Y LA RELACION
NEUTROFILOS-LINFOCITOS VERANO MANANA

En la Figura 12 no se observa la existencia de alguna relacion lineal entre estas

variables.
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Figura 12: Correlacion entre Cortisol vs N/L Mafiana de Verano
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El coeficiente de correlacién Spearman indica una débil fuerza de correlacion, r=-0.31,

p< 0,05

CORRELACION ENTRE CORTISOL VERANO TARDE Y LA RELACION

NEUTROFILOS-LINFOCITOS VERANO TARDE

En la Figura 13 no se observa la existencia de alguna relacién lineal entre estas

variables.
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Figura 13: Correlacion entre Cortisol vs N/L Tarde de Verano
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El coeficiente de correlacién Spearman indica que no hay correalcién, r=-0.085, p<0,05
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2-Andlisis comparativo de la relacion Neutréfilos/Linfocitos entre las mananas vy las tardes

de cada estacién

Figura 14: Grafico de dispersion de la relacion N/L en Verano Mafana Vs. Primavera
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En la Figura 14 se observa que mientras en primavera los valores son menores a
0.6, en verano todos superan 0.65. Estas diferencias estacionales observadas en la relacion

N/L, que podrian atribuirse a las olas de calor, son significativas.

Figura 15: Grafico de dispersion de la relacion N/L en Verano Tarde Vs. Primavera Tarde
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La Figura 15 muestra que, al comparar las tardes que es cuando se produce la
diferencia de nivel en ITH para aproximadamente el mismo rango de variacién en

primavera, en verano en su mayoria superan 0.7 (la proporcién es mayor).

Segln los resultados se produjeron aumentos significativos de la cantidad de
Neutrofilos con relacion a la de Linfocitos, y descenso de Linfocitos entre las mafianas y
tardes en ambas estaciones. Esto puede relacionarse con los aumentos significativos

producidos en el Cortisol.
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3- Analisis comparativo de la relacion Neutrofilos/Linfocitos entre la manana y la tarde

en cada estacién

Figura 16: Grafico de dispersion de la relacién N/L Primavera Tarde Vs. Primavera

Mafnana

Primavera

0.4 0.5 0.6
| |

NL_PT
0.3

0.2
|

0.1

-1 Q

0.0

T T T T T T
0.35 0.40 0.45 0.50 0.55 0.60

N.L_PM

Esta Figura 16 muestra que en Primavera al comparar la mafiana con la tarde las

proporciones no presentan diferencias significativas.
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Figura 17: Grafico de dispersion de la relacion N/L Verano Tarde Vs. Verano Mafana
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En cambio, aqui se advierte que las diferencias resultan ser significativas por la tarde,

no asi por la mafana.
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CAPITULO 5: DISCUSION

Como hemos visto, la secrecién de cortisol es una de las principales respuestas del
animal a condiciones de estrés. Los glucocorticoides son el producto final de la activacion
del eje HHA. Esta respuesta, se produce cuando un factor estresante activa el eje HHA que
inicia la secrecién de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). La activacion del eje

HHA es una de las respuestas neuroendocrinas mas conocida y consistente frente al estrés.

La respuesta de los glucocorticoides al estrés es inmediata, las concentraciones de
cortisol aumentan hasta alcanzar valores varias veces superiores a los normales (Ley y col,
1996; Cunningham 1999). Por ello, los valores de cortisol sanguineo han sido reconocidos

como indicadores de estrés.

A partir de los resultados obtenidos se observa que, en términos generales, los
valores de cortisol plasmatico en animales que fueron sometidos a diferentes condiciones
climaticas -muestreados en la mafiana y en la tarde- presentaron un aumento significativo

en condiciones de estrés caldrico.

Lo observado coincide con los resultados reportados por Christison vy
Johnson sobre un estudio realizado con animales expuestos a temperaturas de 35 ° C que
luego de 20 minutos mostraron que la concentracién de cortisol plasmatico aumentd para,
después de 2 a 4 horas, alcanzar un valor estable. Estos autores comprobaron que la
secrecién de cortisol estimula ajustes
fisiolégicos que permiten al animal tolerar el estrés causado por un calor excesivo.
El aumento del cortisol plasmatico es fundamental para desencadenar el
mecanismo de adaptabilidad del animal frente a un factor estresante, disminuyendo la
disponibilidad de hormonas calorigénicas, que le permite al animal reducir el calor

enddgeno y el equilibrio térmico con su entorno ambiental (Christison y Johnson, 1972).

Los valores de cortisol plasmatico encontrados en condiciones de termo neutralidad
resultaron semejantes a las concentraciones plasmaticas promedio, citadas por otros

autores (Termeulen y col, 1981); los valores maximos hallados en animales sometidos a
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estrés térmico fueron mas elevados en horas de la mafiana que en horas de la tarde,

presentando también un ritmo de secrecion circadiano.

Las variaciones en el ritmo de secrecion de cortisol observadas en el trabajo
realizado en el médulo tambo de la Facultad de Ciencias Agrarias (Zavalla) coinciden con
lo reportado por diversos autores (Thun y col 1981; Lefcourt y col 1993; Cunningham,
1999, Ogino y col 2014).

Los numeros totales y las proporciones relativas de los globulos blancos en la
sangre representan el estado de distribucion de los leucocitos en el organismo. Los
cambios en dicha distribucién y la relacién entre los mismos se produce en respuesta a la
liberacion de cortisol, inducidos por el estrés térmico.

Debido a que la sangre es un compartimento accesible y de uso comdn para los
estudios experimentales, el andlisis de las muestras extraidas a animales en diferentes
condiciones climaticas, permitié evaluar detalladamente el leucograma y sus
modificaciones producidas en los animales sometidos a diferentes condiciones climaticas.

En la presente investigacion, el nimero total de glébulos blancos de las muestras
extraidas a animales en condiciones de estrés térmico mostré una disminucion significativa
en el muestreo en horas de la tarde. Estos resultados coinciden con los de otros autores, los
cuales han demostrado que el estrés puede disminuir el niamero total de los leucocitos
sanguineos (Naliboff y col, 1991; Schedlowski y col, 1993; Brosschot y col, 1994; Mills y
col, 1995; Boschy col, 2003).

Esto podria ser producido por los glucocorticoides enddgenos, quienes en respuesta al
estrés, inducen una disminucion rapida y significativa de los leucocitos en sangre. Esta
disminucion en el nimero de leucocitos en sangre podria reflejar una redistribucion de los
leucocitos de la sangre a otros 6rganos en el cuerpo como el pasaje de linfocitos de la
circulacion a los ganglios linfaticos, la médula 0sea, el bazo y la piel, produciendo una
linfopenia, y el flujo de neutrofilos desde la médula 6sea hacia la sangre y la disminucion
del paso de éstos hacia otros compartimentos, generando neutrofilia.

Sobre este aspecto se realizaron experimentos con el propdsito de probar la hipotesis

de que el estrés agudo induce una redistribucion de los leucocitos de la sangre hacia otros
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compartimentos en el cuerpo los cuales permitieron comprobar la redistribucion de
leucocitos inducida por los glucocorticoides (Dhabhar y col, 1995).

Una respuesta a un estrés agudo puede inducir cambios bifasicos en el nimero de
leucocitos en la sangre. Poco después del comienzo de la tension, en minutos, o durante el
estrés agudo leve o ejercicio, las hormonas catecolaminas inducen a los leucocitos a salir
del bazo, pulmon y otros 6rganos para ingresar en los vasos sanguineos y linfaticos. Esto
se traduce en un aumento del nimero de leucocitos en sangre. Como la respuesta al estrés
continda, la activacion del eje HHA produce como resultado la liberacién de hormonas
glucocorticoides que inducen a los leucocitos salir de la sangre y tomar posicion en
distintos érganos, como la piel, las mucosas del tracto gastrointestinal y el urinario-
genital, el pulmdn, el higado y los ganglios, aprestandose para los desafios inmunoldgicos
que pueden ser impuestos por acciones del factor de estrés (Dhabhar y col, 1996). Esta
redistribucion da por resultado una disminucién en la sangre del namero de leucocitos lo

cual coincide con lo obtenido en nuestra experiencia.

En nuestro estudio, hemos observado que el estrés modificé la proporcion relativa de
los neutrdéfilos, que presentaron mayores valores en condiciones de estrés térmico, con un
aumento significativo en el muestreo de la tarde en esas condiciones climaticas. Esta
neutrofilia, caracteristica de un leucograma en bovinos sometidos a condiciones de estrés,
se deberia a un aumento de las concentraciones de cortisol producidas durante el estrés

agudo.

Esto coincide con lo observado por algunos autores que en condiciones de estrés
(Best y Taylor, 1986; Coles, 1989; Kaneko, 1989; Gdmez Piquer, 1992) comprobaron
elevaciones de los neutréfilos, disminucion de los linfocitos y de los eosindfilos. En esta
situacion, los leucocitos pueden aumentar de 8 a 18 x 101 acompafiados de neutrofilia,
linfopenia, eosinopenia y a veces monocitopenia (Smith y Thier, 1983; Duncan y Prasse,
1994).

Los glucocorticoides estimulan el flujo de neutréfilos desde la médula ésea hacia
la sangre. Esto atenda el paso de los neutréfilos hacia otros compartimentos, generando

neutrofilia, que consiste en un incremento de neutrofilos maduros e inmaduros en la

48



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

circulacion sanguinea. Estos cambios aseguran que los diferentes tipos de celulas sean

dirigidas a los tejidos donde se requieren durante el estrés (Romero Pefiuela, 2011).

Los mecanismos de la neutrofilia inducida por los glucocorticoides se explican,
ademas, por la desmarginacion de los neutréfilos, que consiste en el pasaje de los
neutrofilos desde la periferia del vaso al centro del flujo sanguineo, movimiento acelerado
de los neutrofilos de la medula 6sea a la sangre, llevandolos al torrente sanguineo central y
la disminucion de la diapédesis de los neutrofilos de la sangre hacia los tejidos (Weiss y
Wardrop, 2010).

También se observé que el porcentaje de linfocitos obtenidos en las muestras
evaluadas, presentaron valores menores en los muestreos realizados en horas de la tarde
en las diferentes condiciones climaticas, con una disminucion significativa del porcentaje
de los mismos en las muestras extraidas en horas de la tarde, en presencia de estrés

térmico.

Esta linfopenia, caracteristica del leucograma presentado en bovinos sometidos a
condiciones de estrés, es un fendmeno descripto por diversos autores atribuido a un
aumento de las concentraciones de cortisol por la estimulacion del eje HHA durante el

estrés térmico.

La demostracion de que los linfocitos contienen receptores de glucocorticoides que
son regulados en respuesta al estrés (Odore y col 2004) sugiere que las variaciones en los
valores encontrados tendrian relacion con la magnitud del estresor y la concentracion de

glucocorticoides circulantes.

Es probable que los cambios observados en la distribucion de los leucocitos estén
mediados ya sea por los cambios en la expresion, o la afinidad de las moléculas de
adhesidn en los leucocitos y/o las células endoteliales. Se ha sugerido que después de un
estrés agudo las subpoblaciones de leucocitos especificos, transportados por la sangre y la
linfa a los diferentes compartimentos corporales, pueden ser retenidas selectivamente en
aquellos compartimentos en los que se encuentran (Dhabhar y McEwen, 1999). Como

resultado de esta retencion selectiva, la proporcion de subpoblaciones de leucocitos
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especificos disminuirian en la sangre, mientras que aumentaran en el érgano en el que se
conservan (por ejemplo, la piel) (Viswanathan y Dhabhar, 2005).

El apoyo a esta hipotesis proviene de estudios que muestran que las situaciones de
estrés agudo puede inducir cambios significativos en moléculas de adhesién de leucocitos
(Mills y Dimsdale, 1996; Goebel y Mills, 2000; Bauer y col, 2001; Redwine y col, 2003,
2004; Shephard, 2003).?

Por otra parte, los glucocorticoides también influyen en la produccion de
citoquinas (Danes y Araneo, 1989)° que a su vez puede afectar a las propiedades de
adhesion de la superficie de leucocitos y células endoteliales.

Seria necesario, por lo tanto, realizar otras investigaciones sobre los efectos de los
glucocorticoides respecto a cambios en la expresion y actividad de moléculas de
adhesion de superficie celular y sobre la adhesion de leucocitos a las células endoteliales.

Como consecuencia del aumento de los neutréfilos y la disminucion de los
linfocitos, ocasionados por la elevacion del cortisol plasmaético, hubo un aumento
significativo de la relacion Neutrdfilos/Linfocitos en los animales muestreados en horas de
la mafiana y de la tarde en situacion de estrés térmico. Estos hallazgos coinciden
con lo expresado por algunos autores que han sugerido que la exposicion a las condiciones
estresantes, inicia la secrecion de varias hormonas, adrenalina, noradrenalina y
glucocorticoides. (Toft y col, 1994; Van de Kar y Blair, 1999), pudiendo alterar los
receptores de adhesion en los leucocitos circulantes y por lo tanto, contribuir a una

distribucion modificada de leucocitos (McLaren, 2003).

Asimismo, estos resultados concuerdan con los de otros autores (Myung-Hoo y col.
2011) quienes abocados al estudio del estrés en bovinos comprobaron que la secrecion de
cortisol luego de la activacion del eje HHA influyé en las subpoblaciones de los leucocitos,
presentando un aumento significativo en el porcentaje de neutréfilos y una reduccion en el

porcentaje de los linfocitos. Esto se habia derivado de cambios en la expresion de los

? Firdaus S. Dhabar
* Firdaus S. Dhabar
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genes de transcripcion de neutrofilos, en coincidencia con los aumentos de cortisol,
generado por situaciones estresantes como es el transporte, que modifico la relacion

Neutréfilos/Linfocitos en circulacion (Buckam Sporer y col, 2008).

Estudios previos han permitido postular que los cambios en subpoblaciones de
leucocitos pueden ser considerados como los potenciales biomarcadores del estrés
fisiologico. En este sentido, la relacion neutréfilos/linfocitos podria ser admitida ser un
biomarcador efectivo de la respuesta al estrés, ya que esa relacion presentd una
correlacion positiva con la magnitud del estresor y los niveles de glucocorticoides

circulantes, aun en diferentes taxones de vertebrados (Davis Yy col 2008).

En nuestro estudio, al correlacionar el cortisol plasmatico con la relacién
Neutrofilos/ Linfocitos en condiciones de termo neutralidad y estrés térmico menor a ITH
80 se obtuvo una correlacién débil a moderada; por el contrario, no hubo correlacion
cuando el ITH fue superior a 80, es decir, cuando la magnitud del estresor fue suficiente
para ocasionar un estrés térmico severo. Esto coincidiria con lo planteado por algunos
autores sobre como varian las respuestas bioldgicas frente a diferentes niveles de estreés,
donde para el caso particular del estrés severo se postula la aparicién de otros mecanismos
inmunomoduladores que afectarian la relacién Neutrofilos/Linfocitos inducida por el
cortisol.

Como ya vimos, complementariamente se analizd la variacion del nimero total
de glébulos rojos en muestreos efectuados en horas de la mafiana y de la tarde en diferentes
condiciones ambientales observandose que los valores hallados en las muestras obtenidas
en condiciones de estrés térmico fueron menores que los hallados en condiciones de termo
neutralidad. Estos hallazgos coinciden con lo observado por algunos autores, (Beaty y col,
2006) que encontraron valores eritrocitarios menores en bovinos Bous Taurus sometidos a
estrés caldrico, pero difieren de lo citado por otros autores (Ferreira y col, 2009); (Delfino
y col 2012) quienes obtuvieron resultados mas elevados en el nUmero de eritrocitos en

animales en condiciones de estrés térmico.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se corrobora que en situaciones de estrés
caldrico se modifican los niveles de cortisol plasmatico. Este aumento, ocasionado por la
activacion del eje HHA, produce cambios sobre la cantidad de globulos blancos y la

relacion Neutréfilos/Linfocitos.

Estos resultados, corroboran la hipotesis planteada: el estrés calorico, medido a
través del ITH, modifica la cantidad y distribucion de los globulos blancos en la sangre,

efecto que podria ser adjudicado al aumento del cortisol plasmatico.

Estas variaciones en los subconjuntos de leucocitos y el aumento de los
glucocorticoides, ante situaciones de estrés térmico, modificarian las acciones

inmunomoduladoras, pudiendo influir asi en el funcionamiento del sistema inmune.

La disminucion en el nimero de eritrocitos en concordancia con el aumento de
ITH, sugiere la modificacion de otro parametro sanguineo en condiciones de estrés

caldrico.
REFLEXIONES FINALES

Finalmente, considerando la complejidad de la neurofisiologia del estrés térmico, se
prevé ampliar el estudio y profundizar sobre la relacion entre las variables cuando hay
ocurrencia de olas de calor con ITH superior a 80. De este modo, se podria corroborar la
existencia de una asociacion entre ambas y concluir sobre los efectos inmunomoduladores

de los glucocorticoides.

Asimismo, se sugiere realizar nuevos estudios sobre los efectos de los
glucocorticoides en los cambios en la expresion y actividad de las moléculas de

adhesion de superficie celular y la adhesion de leucocitos a las células endoteliales.

Por altimo, se propone desarrollar una propuesta de transferencia de las evidencias
cientificas obtenidas para modular el impacto de las olas de calor en sistemas de

produccién lechera que posean caracteristicas comparables al Mddulo Tambo de la
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Facultad de Ciencias Agrarias-UNR y estén influenciados por condiciones climaticas

similares a las descriptas.
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ANEXO APENDICE A: CALCULO ITH

Noviembre
HR ITH Tmedia HR media
Dia HS. T horaria  horaria horario diaria diaria ITH diario
1 1 19,3 97 66,6
1 2 19,2 97 66,4
1 3 19,1 97 66,2
1 4 19,1 97 66,2
1 5 19,1 97 66,2
1 6 19,0 97 66,1
1 7 18,7 97 65,5
1 8 18,8 97 65,7
1 9 19,7 97 67,3
1 10 19,8 96 67,5
1 11 19,9 96 67,6
1 12 19,9 96 67,6
1 13 20,3 96 68,3
1 14 20,6 95 68,8
1 15 20,7 95 69,0
1 16 19,6 99 67,3
1 17 20,1 95 67,9
1 18 19,7 99 67,5
1 19 18,7 95 65,5
1 20 18,4 95 65,0
1 21 18,0 92 64,2
1 22 17,9 92 64,0
1 23 17,6 95 63,4
1 24 17,2 95 62,7 19,2 96 66,4
2 1 16,7 95 61,9
2 2 16,1 95 60,8
2 3 16,6 97 61,8
2 4 16,4 88 61,2
2 5 15,9 80 60,3
2 6 14,6 80 58,2
2 7 14,8 77 58,6
2 8 16,0 75 60,4
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17,1
19,7
217
22,7
22,4
22,0
21,6
21,8
21,9
21,0
18,4
17,1
16,2
15,8
15,5
14,8
14,7
13,7
13,4
12,6
11,6
11,9
15,1
18,0
20,1
21,7
21,9
23,0
23,3
24,1
24,9
24,5
23,3
22,2
19,9
16,8
17,1
15,0
14,6
13,8

76
71
66
59
65
65
62
56
51
50
53
54
52
53
62
73
100
100
80
82
85
86
89
86
67
50
40
35
36
33
31
30
31
32
35
43
56
64
71
76

71

62,1
66,0
68,6
69,5
69,5
69,0
68,2
68,1
67,8
66,5
63,3
61,6
60,3
59,8
59,5
58,5
58,5
56,7
56,3
55,0
53,3
53,8
59,1
63,9
66,3
67,4
66,9
67,9
68,3
69,0
69,7
69,1
67,9
66,7
64,3
60,9
61,7
58,9
58,2
56,9

18,2

18,2

69

60

63,6

63,3
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13,5
14,0
14,8
12,8
12,5
12,9
17,4
21,2
23,8
25,0
25,5
26,0
26,3
26,5
26,5
26,3
25,5
23,8
20,4
18,4
18,7
17,8
16,9
15,5
14,6
14,1
13,5
13,8
14,0
14,8
17,2
20,0
22,1
23,3
243
25,0
25,6
26,2
26,3
26,4
25,9
24,9

79
82
85
83
81
74
69
60
51
49
50
49
48
49
48
48
50
58
75
84
86
84
86
96
98
98
98
99
97
92
78
69
63
61
58
54
53
51
48
48
48
52

72

56,4
57,2
58,5
55,3
54,8
55,6
62,4
67,5
70,3
71,7
72,3
73,0
73,2
73,6
73,5
73,2
72,4
71,0
67,3
64,5
65,1
63,6
62,0
59,8
58,2
57,3
56,3
56,8
57,2
58,6
62,4
66,3
69,0
70,5
71,6
72,2
72,9
73,5
73,2
73,4
72,7
71,8

20,1

68

66,3
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20,9
20,8
20,4
19,7
18,8
17,6
16,5
15,6
15,5
14,9
14,8
16,1
18,2
20,2
22,1
23,8
25,2
26,4
27,4
28,5
29,3
29,4
29,1
27,6
25,4
24,6
23,7
22,4
22,7
21,9
20,3
20,0
19,7
19,7
19,0
20,5
19,7
17,2
15,9
16,6
19,5
19,8

65
71
70
70
71
73
79
85
87
89
89
89
77
71
65
58
52
51
47
45
43
43
43
47
51
51
46
43
45
46
50
52
53
55
60
66
73
68
86
84
69
68

73

67,3
67,6
66,9
65,8
64,5
62,9
61,3
60,0
59,8
58,8
58,6
60,8
63,9
66,7
69,1
71,0
72,2
73,7
74,6
75,6
76,4
76,5
76,2
74,8
72,5
71,4
69,8
67,9
68,3
67,3
65,6
65,3
65,0
65,1
64,4
66,8
66,0
62,1
60,4
61,5
65,4
66,0

20,4

22,6

70

60

67,0

69,4
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21,2
20,1
21,0
21,4
21,0
19,4
17,8
17,6
17,1
16,6
16,7
16,0
15,9
15,9
15,8
16,1
16,5
16,8
17,2
17,6
18,0
18,9
18,7
18,7
19,1
20,4
20,9
21,1
21,0
20,8
19,9
19,0
18,8
18,6
17,9
17,5
17,7
17,7
17,7
17,7
17,6
17,6

64
64
64
65
68
77
86
90
95
95
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
97
96
97
97
97
87
85
83
84
91
94
94
95
96
97
93
92
90
89
91
92

74

67,8
66,2
67,5
68,1
67,7
65,8
63,6
63,4
62,7
61,8
61,9
60,7
60,5
60,5
60,4
60,9
61,6
62,2
62,9
63,6
64,3
65,9
65,5
65,5
66,2
68,5
68,8
69,0
68,7
68,4
67,3
65,9
65,6
65,3
64,1
63,4
63,6
63,6
63,5
63,5
63,4
63,4

18,9

18,4

73

95

64,8

64,9
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17,9
18,2
19,9
20,6
21,5
22,4
22,5
23,7
24,3
24,4
23,9
22,7
21,7
20,1
19,3
19,5
19,9
19,9
19,7
19,8
19,3
19,3
19,0
19,5
19,8
20,5
20,9
22,9
24,8
24,2
24,6
24,3
22,9
23,2
22,4
20,9
19,7
18,8
17,2
16,8
16,3
16,2

93
93
86
82
80
77
73
68
65
64
67
78
85
94
95
95
98
98
98
90
97
97
98
98
98
97
88
73
72
67
64
67
71
68
73
82
92
87
87
89
86
84

75

64,0
64,5
67,0
68,1
69,3
70,4
70,4
71,7
72,3
72,4
72,0
71,1
70,0
67,9
66,6
66,9
67,6
67,6
67,3
67,1
66,5
66,6
66,1
67,0
67,5
68,7
68,8
70,9
73,6
72,5
72,7
72,5
70,8
71,0
70,2
68,5
67,1
65,3
62,7
62,1
61,0
60,8

20,4

20,5

85

84

67,8

68,0
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16,1
15,9
15,9
15,9
15,6
15,6
16,8
18,0
18,8
20,8
20,6
22,0
24,1
25,7
26,5
26,4
25,5
24,0
21,3
19,4
18,0
16,8
15,9
15,6
151
14,5
13,9
13,4
12,8
14,3
17,9
21,6
24,3
25,8
26,9
27,3
28,0
29,0
29,3
29,3
29,4
26,8

87
87
89
92
90
85
80
80
79
69
69
63
58
50
46
44
44
50
52
54
57
61
70
74
72
74
80
78
80
72
75
64
49
44
40
38
37
36
36
35
37
41

76

60,7
60,4
60,4
60,5
59,9
59,9
61,8
63,7
64,9
67,5
67,2
68,8
71,3
72,7
73,3
72,9
71,8
70,5
67,1
64,7
62,9
61,3
60,2
59,8
59,0
58,1
57,1
56,3
55,4
57,8
63,4
68,3
70,7
72,1
73,0
73,3
74,0
75,0
75,3
75,2
75,6
73,0

19,6

68

65,7
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247
24,1
22,8
19,7
18,9
16,9
16,9
16,2
16,1
15,5
15,6
17,3
19,8
22,3
23,6
24,9
25,0
27,0
29,0
29,2
29,2
28,5
27,8
26,6
24,2
22,3
21,3
19,8
18,6
17,5
16,9
16,8
16,8
16,8
16,9
18,0
20,3
24,8
26,3
28,8
29,6
30,2

47
54
61
62
71
73
73
90
82
75
79
78
70
65
62
62
62
59
46
40
39
38
41
45
49
65
70
73
85
90
90
89
86
87
79
85
73
62
56
51
46
46

77

71,2
71,1
69,9
65,6
64,7
61,7
61,7
60,9
60,6
59,6
59,8
62,5
66,0
69,4
71,0
72,8
73,0
75,6
76,4
75,8
75,6
74,6
74,2
73,2
70,7
69,4
68,3
66,2
64,9
63,2
62,2
62,0
61,9
61,9
61,9
63,9
67,0
72,7
74,1
76,8
77,0
78,0

21,9

22,2

56

64

68,3

69,3
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311
31,5
31,8
31,3
30,8
29,3
27,4
26,6
26,3
25,7
254
25,8
21,6
21,0
20,7
20,1
19,6
19,4
19,1
17,5
19,1
19,5
20,6
21,7
22,7
23,2
23,9
23,7
23,5
22,3
19,9
16,5
151
14,7
13,9
13,1
11,6
10,7

9,6

8,8

8,7
12,5

48
48
49
51
51
56
64
67
70
72
75
72
84
98
98
90
88
86
80
62
57
54
53
49
47
43
44
44
45
48
57
74
80
81
84
85
90
98
98
98
98
97

78

79,5
79,9
80,5
80,2
79,6
78,3
76,6
75,9
75,8
75,1
75,0
75,3
69,8
69,7
69,2
67,6
66,7
66,2
65,5
62,4
64,3
64,8
66,1
67,4
68,5
68,8
69,8
69,5
69,3
68,1
65,5
61,1
59,0
58,3
57,0
55,8
53,2
51,4
49,4
48,0
47,8
54,6

25,2

19,7

66

68

73,7

65,7
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16,6
19,9
21,5
21,6
22,2
23,6
24,2
24,8
25,6
247
24,1
20,9
18,7
17,4
15,5
15,3
15,8
15,5
14,5
12,7
11,7
111
14,2
17,7
20,7
22,8
23,6
24,2
24,8
253
25,7
26,5
26,6
25,2
23,9
22,1
20,9
18,9
19,0
18,1
17,3
16,1

62
44
43
43
41
39
43
42
42
42
46
54
64
78
86
84
84
85
87
96
98
97
97
73
64
53
49
48
48
48
48
48
49
50
55
65
72
80
82
83
86
89

79

61,1
64,8
66,7
66,8
67,4
69,0
70,0
70,7
71,7
70,5
70,2
66,7
64,2
62,7
59,8
59,4
60,2
59,7
58,1
54,9
53,1
52,1
57,6
63,0
67,0
69,2
69,8
70,6
71,2
71,9
72,4
73,5
73,7
72,0
70,8
69,1
67,9
65,2
65,4
64,0
62,7
60,8

17,9

20,1

67

69

63,1

66,5
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15,9
15,8
16,1
17,8
19,6
21,1
22,1
23,4
25,6
27,3
29,3
30,5
31,4
32,5
32,1
31,4
29,9
29,0
25,7
23,6
22,4
217
217
20,3
19,5
18,7
17,7
18,0
16,6
16,3
17,5
19,1
19,9
21,5
24,0
26,8
28,6
29,4
29,4
28,8
28,0
26,8

92
92
94
95
98
84
75
72
64
60
55
48
48
49
53
54
53
52
60
80
89
93
92
94
98
96
97
96
96
96
96
90
87
81
73
66
63
59
57
58
57
67

80

60,5
60,3
60,9
63,9
67,2
68,9
69,9
71,6
74,1
76,0
78,1
78,7
79,8
81,4
81,5
80,7
78,7
77,3
73,8
72,6
71,4
70,5
70,4
68,3
67,0
65,6
63,8
64,3
61,8
61,3
63,4
65,9
67,1
69,4
72,6
76,0
78,3
78,8
78,6
77,9
76,5
76,1

24,4

73

73,3
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23,7
21,5
20,9
20,1
19,4
18,5
17,9
18,0
16,9
15,5
15,5
16,0
17,6
19,8
23,8
251
26,4
26,8
27,1
27,7
28,0
27,8
27,0
27,0
25,9
23,8
20,9
19,9
19,7
18,7
18,1
17,1
16,6
15,1
15,2
18,0
21,1
22,8
247
25,9
27,0
28,8

85
96
97
98
98
95
97
98
99
98
98
98
93
84
79
74
69
65
65
65
62
61
61
61
70
80
90
95
100
100
100
100
100
100
100
100
95
85
75
67
58
49

81

73,3
70,4
69,5
68,1
66,7
65,0
64,1
64,3
62,4
59,9
59,8
60,7
63,4
66,8
72,9
74,4
75,8
76,0
76,4
77,3
77,3
76,9
75,8
75,8
75,3
73,0
69,0
67,6
67,4
65,6
64,5
62,7
61,8
59,1
59,3
64,4
69,6
71,8
73,9
74,9
75,4
76,5

22,1

22,2

83
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70,5

70,6
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30,2
30,6
30,5
29,9
29,6
26,9
24,8
22,5
21,4
19,6
18,1
18,4
17,8
18,2
17,6
17,4
16,7
18,7
21,1
28,6
254
27,3
29,0
29,7
30,0
30,4
30,4
30,3
29,3
28,5
25,8
24,2
23,5
22,7
22,1
22,3
217
20,0
19,4
19,4
18,9
18,8

48
47
51
52
55
61
65
74
79
88
89
90
93
94
99
99
99
95
86
74
69
61
55
49
48
47
47
44
41
39
39
44
56
69
74
75
79
84
87
88
88
87

82

78,3
78,6
79,1
78,4
78,5
75,6
73,0
70,3
69,0
66,6
64,1
64,8
63,9
64,6
63,7
63,3
62,1
65,5
69,1
79,8
74,4
76,2
77,7
77,8
78,0
78,3
78,4
77,8
76,1
74,8
71,6
70,2
70,4
70,4
69,7
70,1
69,5
67,1
66,2
66,3
65,5
65,3

23,0

24,5

76

67

71,4

72,7



23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

NNNNNRRERRERRPRRR R
A WNRPOWO®NOOUNMNWNEO®OOD-N

© 00 NO O WDN P

NNNNNRPRRRERRERRR R
A WNRPOWOOWNO®UMOWNIEO

“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

18,9
20,8
23,7
25,0
26,8
27,7
28,1
28,8
30,1
30,1
30,1
29,2
26,4
251
23,8
23,1
22,5
22,6
21,8
21,4
21,4
20,9
19,8
19,3
21,0
24,8
25,9
28,8
30,7
31,3
32,0
32,7
32,7
33,1
33,6
32,5
30,7
29,9
28,7
27,5
27,2
22,5

89
84
75
69
64
60
55
53
50
47
47
48
51
53
55
63
76
76
79
84
85
87
93
98
94
81
75
69
64
63
61
61
61
61
61
61
61
62
63
66
67
78

83

65,5
68,4
72,4
73,7
75,8
76,7
76,5
77,2
78,4
78,0
78,0
77,0
73,8
72,3
70,7
70,4
70,5
70,7
69,7
69,4
69,5
68,8
67,3
66,6
69,4
74,7
75,7
79,4
81,4
82,2
82,9
83,8
83,8
84,4
85,1
83,6
81,1
80,1
78,5
77,2
76,7
70,6

24,2

27,1

68

72

72,5

77,3



25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
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22,7
21,8
17,8
18,3
18,8
19,5
19,3
19,4
19,0
18,5
18,6
19,5
20,0
22,0
22,5
23,2
23,0
22,9
22,5
21,9
21,7
21,3
21,0
20,0
19,6
19,4
19,0
17,8
16,9
16,6
16,2
15,9
16,5
16,9
17,9
19,6
19,6
19,6
19,8
20,3
20,4
20,1

98
98
98
98
98
97
98
98
95
96
92
91
90
79
75
75
76
78
84
86
87
87
87
90
85
85
85
83
85
89
91
93
93
93
92
87
81
82
82
80
79
81

84

72,6
71,0
63,9
64,8
65,7
66,9
66,6
66,8
66,0
65,1
65,2
66,7
67,4
70,0
70,5
71,6
71,3
71,3
71,2
70,3
70,0
69,4
68,8
67,6
66,6
66,3
65,6
63,5
62,1
61,7
61,0
60,5
61,5
62,2
63,8
66,7
66,3
66,4
66,7
67,4
67,5
67,2

20,6

89

68,5



26
26
26
26
26
26
27
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27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
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19,6
19,0
19,0
18,9
19,0
18,4
18,4
17,5
17,6
16,0
15,2
14,7
14,9
15,0
16,0
17,1
17,7
19,9
20,1
19,7
20,0
19,8
20,1
19,8
17,8
15,7
14,5
13,1
12,6
13,9
14,5
14,4
14,3
13,6
11,6
14,5
17,6
20,5
22,5
24.4
25,9
26,9

83
84
84
84
85
88
88
87
88
88
88
86
84
84
88
85
85
76
74
74
72
69
68
65
66
85
90
98
99
90
85
85
87
90
100
88
81
72
61
54
53
47

85

66,5
65,5
65,6
65,4
65,4
64,6
64,6
63,0
63,2
60,6
59,2
58,4
58,7
58,9
60,5
62,4
63,3
66,5
66,6
66,1
66,5
66,0
66,4
65,8
63,0
60,1
58,2
55,7
54,6
57,0
58,0
57,9
57,7
56,5
52,9
58,1
63,1
67,2
69,3
71,3
73,2
73,9

18,6

17,0

86

82

64,9

62,1



28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
30
30
30
30
30
30
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27,3
28,1
28,5
28,8
28,3
26,9
23,2
21,5
20,0
19,3
19,2
19,9
19,4
16,3
17,5
17,1
16,1
17,4
20,9
23,9
25,7
27,3
28,7
28,7
29,4
30,1
30,2
30,3
30,2
29,5
28,0
26,0
23,0
21,5
20,0
18,9
17,9
16,5
15,8
15,7
16,0
15,7

43
42
41
36
34
43
62
73
75
74
77
73
73
87
76
82
88
78
66
57
53
52
44
40
44
42
41
44
46
44
46
54
64
72
73
76
88
94
95
96
99
99

86

73,8
14,7
75,1
74,8
73,9
73,4
70,5
68,9
66,7
65,6
65,4
66,3
65,5
61,0
62,7
62,3
60,8
62,7
67,4
71,0
73,0
75,1
75,6
75,1
76,5
77,2
77,2
77,7
77,9
76,7
75,1
73,5
70,3
68,7
66,4
65,0
63,9
61,6
60,4
60,2
60,8
60,3

21,3

24,0

66

60

68,0

71,4
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30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

Diciembre

Dia
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HS.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
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17,2
20,7
23,9
26,1
27,4
28,1
29,3
29,6
30,0
29,9
29,8
29,4
27,8
24,3
22,2
20,3
18,9
18,4

T horaria
17,8
17,4
16,7
16,6
16,1
17,3
19,1
22,7
24,8
26,4
28,0
29,2
30,3
30,8
30,7
30,6
30,4
29,7

HR
horaria

99
89
69
59
53
50
43
43
42
37
38
39
44
56
69
78
82
82

83
84
93
93
94
83
85
69
70
67
59
50
47
41
42
38
37
41

87

62,9
68,6
72,1
74,2
75,2
75,8
76,4
76,7
77,0
76,1
76,1
75,9
74,7
71,4
69,6
67,2
65,2
64,4

ITH
horario
63,5
62,9
61,9
61,7
60,9
62,7
65,7
70,3
73,5
75,6
76,8
77,3
78,1
77,9
77,9
77,2
76,8
76,6

23,0

Tmedia
diaria

68

HR media
diaria

70,7

ITH diario
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“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

26,9
23,8
23,2
23,0
22,5
22,5
22,0
21,4
20,9
20,3
20,0
20,6
22,0
25,5
28,1
30,5
32,1
33,2
34,2
34,6
34,6
34,4
32,4
32,5
29,8
26,0
21,0
21,1
20,2
19,5
18,8
17,9
17,3
16,1
14,2
14,1
15,0
16,8
18,8
20,8
22,4
23,6

59
69
78
89
91
87
83
86
92
96
99
99
98
81
71
63
55
49
44
37
42
42
47
49
59
78
95
87
83
94
100
100
77
84
76
71
68
61
53
47
43
39

88

75,3
71,9
71,8
72,4
71,8
71,5
70,4
69,6
69,2
68,2
67,9
69,0
71,4
75,8
78,6
81,0
81,8
82,3
82,5
81,7
82,7
82,5
81,0
81,5
79,4
76,3
69,5
69,2
67,3
66,7
65,8
64,2
62,5
60,7
57,6
57,5
58,8
61,3
63,8
66,1
67,8
69,0

24,0

26,5

69

72

72,3

76,4
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“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

24,0
24,5
25,4
25,5
25,2
24,5
21,4
18,7
17,4
17,7
15,8
15,9
14,0
14,0
15,1
13,9
14,6
16,9
19,9
22,8
25,2
27,7
30,4
31,7
30,8
33,5
34,4
34,6
34,7
31,4
29,0
27,1
26,0
24,5
23,8
22,5
20,7
21,0
18,9
19,1
18,1
18,1

36
33
33
33
33
36
51
63
73
71
80
79
87
89
87
96
88
77
71
65
60
52
45
44
45
46
43
43
43
63
73
81
83
65
56
54
53
60
72
84
85
81

89

69,2
69,4
70,5
70,6
70,3
69,8
67,1
64,1
62,5
62,9
60,2
60,3
57,3
57,2
59,1
57,0
58,3
61,9
66,2
70,1
73,1
75,6
78,0
79,4
78,6
82,1
82,7
83,0
82,9
82,3
80,3
78,4
76,9
72,6
70,7
68,8
66,3
67,2
64,8
65,7
64,0
63,9

19,6

24,9

60

65

65,3

73,2
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20,1
21,8
24,0
25,2
27,3
30,4
31,8
32,7
32,4
32,3
32,3
28,7
26,4
23,3
22,3
20,7
19,4
18,7
17,7
17,4
16,6
15,0
14,7
16,2
18,2
21,0
22,6
22,8
23,4
24,1
24,3
25,7
26,1
27,3
25,8
24,5
23,3
21,8
19,4
18,7
17,9
16,5

70
65
60
55
53
41
37
32
31
34
32
52
58
69
72
78
80
77
74
72
73
87
87
78
68
56
55
55
54
52
53
46
47
48
49
51
56
72
74
82
87
94

90

66,5
68,7
71,3
72,6
75,1
77,4
78,4
78,6
78,0
78,4
78,1
76,9
74,6
71,3
70,0
68,0
65,9
64,6
63,0
62,4
61,3
58,9
58,4
60,8
63,6
66,9
69,0
69,3
70,0
70,8
71,2
72,2
72,9
74,5
72,7
71,3
70,1
69,3
65,7
65,0
63,7
61,5

24,4

20,9

60

65

71,9

67,4
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16,2
15,6
15,5
15,6
14,7
14,1
18,9
21,9
23,8
24,4
25,6
26,5
27,8
28,6
28,1
27,5
27,2
26,7
26,1
25,0
24,3
24,5
23,5
22,5
21,9
20,8
21,6
22,0
20,9
21,6
23,7
27,7
28,7
29,9
31,7
32,7
33,9
34,0
32,7
30,7
29,7
28,4

94
95
95
96
96
98
83
68
58
53
52
49
51
51
52
50
53
58
62
68
71
68
75
77
80
87
83
81
81
79
68
56
57
60
61
59
58
56
55
55
59
64

91

61,0
60,0
59,8
60,0
58,4
57,4
65,3
69,1
70,9
71,4
72,7
73,5
75,6
76,6
76,1
75,0
75,0
74,9
74,6
73,7
72,9
72,9
72,1
70,7
69,9
68,6
69,6
70,2
68,4
69,4
71,7
76,1
77,6
79,7
82,4
83,5
84,9
84,7
82,7
80,1
79,3
78,2

22,7

70

70,4
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19,7
19,6
19,7
19,6
20,6
20,9
20,6
20,5
19,6
19,5
19,4
19,5
20,8
22,7
24,6
25,7
24.8
25,5
26,4
26,8
26,5
27,0
26,7
25,2
247
22,3
20,8
20,0
19,7
18,5
16,9
16,0
14,9
14,2
13,5
14,6
16,4
17,2
19,6
21,8
22,9
24,0

97
97
93
95
80
74
85
84
89
92
94
95
85
78
75
73
74
73
71
71
70
62
60
63
69
83
90
93
88
85
85
89
93
97
98
94
86
82
79
72
62
57

92

67,4
67,2
67,2
67,1
67,8
67,9
68,1
67,9
66,7
66,7
66,6
66,8
68,5
71,1
73,8
75,3
73,9
74,9
76,1
76,7
76,1
75,8
75,2
73,4
73,2
70,7
68,7
67,5
66,7
64,8
62,1
60,7
58,8
57,6
56,3
58,3
61,3
62,5
66,2
69,3
70,0
71,1

25,5

22,8

72

79

74,9

71,3



10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12
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25,0
25,7
26,4
26,1
25,8
247
22,1
19,3
17,9
17,1
17,1
16,2
15,8
15,5
16,0
15,0
14,2
17,2
19,9
21,3
23,6
25,2
26,4
27,2
27,4
27,8
28,6
28,1
28,1
27,5
24.8
22,1
21,1
20,0
19,3
19,0
18,4
17,9
17,8
17,0
16,6
19,4

54
51
49
48
45
57
69
77
87
92
90
94
96
97
96
97
97
94
82
76
73
64
58
59
56
55
54
55
54
56
70
83
86
90
94
92
93
98
97
98
98
91

93

72,2
72,8
73,5
73,0
72,3
72,1
69,5
65,7
63,8
62,6
62,4
61,0
60,3
59,8
60,7
58,9
57,5
62,8
66,8
68,7
72,0
73,5
74,5
75,8
75,6
76,1
77,0
76,5
76,3
75,7
73,5
70,5
69,1
67,5
66,3
65,8
64,8
64,2
64,0
62,6
61,8
66,4

19,8

22,1

75

76

66,4

70,0



12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
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21,6
24,0
26,0
26,4
27,3
27,7
27,6
28,2
27,8
28,5
28,5
28,3
26,8
24,0
20,4
20,5
19,2
18,8
18,2
17,6
19,8
19,1
19,2
19,0
23,2
25,7
27,7
28,5
29,7
30,0
31,2
30,4
31,0
31,1
30,8
30,5
29,2
26,8
24,3
22,2
215
213

74
66
59
58
57
54
49
49
50
50
48
48
52
60
84
78
89
91
93
97
83
90
89
98
74
63
58
56
50
48
49
47
46
44
46
47
52
62
72
77
83
85

94

69,0
72,0
74,1
74,6
75,6
75,7
75,1
75,8
75,4
76,4
76,1
75,8
74,3
71,3
67,7
67,5
66,0
65,5
64,6
63,7
66,8
65,9
66,0
66,1
71,5
74,1
76,4
77,1
77,8
78,1
79,7
78,3
79,0
78,8
78,7
78,5
77,6
75,6
73,1
70,3
69,4
69,2

23,3

25,3

70

67

71,3

74,1



14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
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20,9
20,0
19,0
18,3
18,5
17,9
20,9
254
27,9
29,9
30,9
32,0
32,8
33,8
33,8
32,9
32,3
31,2
29,8
25,8
22,8
22,4
22,0
21,6
20,3
20,2
18,9
18,2
17,9
19,9
23,9
25,7
28,1
30,6
31,9
32,7
33,4
34,1
33,9
33,5
33,4
32,9

86
92
97
97
93
97
87
72
58
53
46
41
44
45
46
48
49
51
58
66
78
73
80
84
89
89
95
98
98
95
79
68
56
51
49
45
43
43
44
46
55
72

95

68,7
67,5
66,0
64,8
65,0
64,1
68,8
14,7
76,5
78,6
78,7
79,4
80,8
82,3
82,5
81,7
81,1
80,0
79,3
74,6
71,2
70,2
70,0
69,7
67,9
67,7
65,8
64,7
64,1
67,5
73,1
74,7
76,6
79,2
80,6
80,9
81,4
82,3
82,2
82,1
83,7
86,1

25,9

68

75,1



15
15
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
16
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
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29,9
26,2
25,6
22,9
21,2
20,6
20,6
20,7
20,3
19,1
18,1
22,0
24,5
26,6
29,0
31,0
32,8
34,6
35,4
35,8
35,7
33,6
33,7
32,6
29,9
26,7
26,3
25,7
24,1
231
22,2
20,9
21,0
19,8
20,3
22,1
25,5
28,4
30,3
32,3
33,8
34,9

79
79
65
74
79
82
86
83
87
93
98
88
73
68
62
56
54
48
45
40
43
49
49
554
63
74
74
75
78
82
82
88
93
93
96
89
68
54
55
53
53
52

96

82,6
76,7
74,2
71,1
68,6
67,9
68,2
68,2
67,8
66,0
64,5
70,7
73,4
76,0
78,7
80,6
82,6
83,8
84,3
83,8
84,3
82,8
82,8
172,0
80,2
76,9
76,3
75,5
73,2
72,0
70,5
68,8
69,3
67,4
68,2
70,9
74,4
76,8
79,4
81,9
83,7
85,1

26,5

27,6

70

88

76,1

80,1



17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
18
18
18
18
18
18
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APENDICE B:

ANALISIS DESCRIPTIVO DE DATOS CORRESPONDIENTES A LAS VARIABLES

LINFOCITOS, NEUTROFILOS, CORTISOL

Para cada variable se consideraron los datos tomados en Primavera, durante la mafiana y la tarde
y en el Verano, también durante la mafiana y la tarde. Se crearon entonces 4 variables por cada
una de ellas y ademas se cred también una variable que muestra la proporcion de Neutrofilos

presentes en la sangre respecto de la cantidad de Linfocitos, como el cociente entre ellas.

En la Tabla 1 se muestra el resumen de medidas descriptivas de cada una.

Tabla 1: resumen de medidas descriptivas de las variables en estudio

Variable N | Media | EEMedia | Desv.Est. Min Q1 Mediana Q3 Max
Linfo PM 20 62,8 0,675 3,019 60 61,25 62 63 72
Linfo PT | 26 | 61,81 0,31 1,58 60 61 61,5 62 66
Linfo VM | 30 55,1 0,4 2,23 50 53 95,5 o7 58
Linfo VT 27 | 54,56 0,44 2,31 50 53 o4 56 58
Neutro PM | 20 | 31,55 0,66 2,93 24 31 32 33 36
Neutro PT | 25 | 32,16 0,34 1,7 30 31 32 33 36
Neutro VM | 30 | 39,07 0,34 1,87 35 38 39 40 44
Neutro VT | 27 | 39,52 0,39 2,045 36 38 40 40 46
Corti_PM 16 4,19 0,2 0,81 3,41 3,44 4,1 4,74 6,42
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Corti_PT 15 3,56 0,17 0,65 2,5 3,1 3,61 4,1 4,62
Corti_VM | 18 6,14 0,26 1,08 3,5 5,95 6,31 6,8 7,3
Corti_VT 17 5,51 0,23 0,94 4,3 4,82 5,4 5,95 7,9
N/L_PM 20 0,51 0,015 0,06 0,33 0,49 0,52 0,53 0,6
N/L_PT 26 0,5 0,02 0,11 0 0,49 0,52 0,54 0,59
N/L_VM 30 0,71 0,01 0,06 0,6 0,67 0,7 0,74 0,88
N/L_VT 27 0,73 0,01 0,07 0,62 0,67 0,74 0,75 0,92

Anélisis del cumplimiento de supuestos: para aplicacion de test paramétricos y no paramétricos

se realizaron los test de Komogorov Smirnof y Anderson Darling a cada variable para el analisis

del cumplimiento de los supuestos de normalidad y el de Fisher para homocedasticidad.

Resultados: Se obtuvo que las variables Linfocitos y Neutrofilos no tienen distribucion normal y

las variables Cortisol y N/L sélo tienen distribucion normal las correspondientes a la tarde.

Conclusion: se van a utilizar test no paramétricos para comparar medianas (Wilcoxon) y también

en las correlaciones (Spearman).

Indice Temperatura Humedad: se utilizaron los valores de ITH recabados en los mismos dias y se

consideraron los promedios de las 10 horas anteriores a cada toma de sangre y se categorizaron

segun el siguiente criterio:

ITH Nivel de estrés Principales efectos fisioldgicos/productivos
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Menor a 72 Bajo: No ocasiona desordenes fisiologicos.

Mayor a 72 Leve: Ocasiona un desorden fisioldgico que altera los parametros fisioldgicos; se
afecta el bienestar animal y la produccion puede verse disminuida si no se toman medidas para el

manejo y la nutricion de los animales.

Mayor a 78 Moderado: Se produce una importante desviacion de la energia que ingresa con la
dieta para controlar la temperatura corporal; hay ocurrencia de mastitis subclinicas y una

importante disminucion de la ingesta.

Mayor a 82 Grave: Los mecanismos adaptativos colapsan y se altera significativamente el
desempefio productivo; los trastornos metabdlicos favorecen la ocurrencia de enfermedades y

pueden desencadenar la muerte.

Los promedios resultaron ser los siguientes:

ITH = 65.6 corresponde a Bajo para la toma de Primavera de la mafiana.

ITH = 74,3 corresponde a Leve para la toma de Primavera de la tarde.

ITH =71 corresponde a Bajo para la toma de Verano de la mafiana.

ITH = 80,08 corresponde a Moderado para la toma de Verano de la tarde.
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En resumen tenemos que por “la mafiana” la categoria de ITH es BAJO (sin diferencias entre
estaciones) y por “la tarde” las categorias de ITH es LEVE en Primavera y MODERADO en

Verano.

Se procede a comparar las variables de la mafiana entre si y de la tarde entre si. Al existir
diferencias significativas sélo por la tarde se piensa en concluir que esa diferencia se debe al

estrés producido sobre el animal por las olas de calor.

Andlisis del efecto de las olas de calor sobre las variables en estudio:

Grafico de Cajas: se observan resumidos en una caja las medias limitadas por el primero y tercer

cuartil correspondientes a la toma realizada para cada variable.

Variable Linfocitos:

109



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

Gréfico 1: Graf.de cajas de resumen: Linfo_PM, Linfo_PT, Linfo_VM, Linfo_VT

Linfocitos

70

65

|
|

55

50

Estaciones mafiana y tarde

Comparacién de medianas:

En el gréafico 1 se observa que hay diferencias entre las medias de los grupos y tb entre las

variancias.

En la tabla 1 con el resumen de las medidas descriptivas tenemos que:

Mediana (Linfo_PM) =62 y Mediana (Linfo_VM) =55,5

sd (Linfo_PM) =3,019  ysd (Linfo_VM) =2,2

Luego de realizar los test correspondientes se concluye que segun los datos esas diferencias entre

las medianas de Linfocitos Primavera Mafiana y Verano Mafiana son significativas.

Para la tarde tenemos Mediana (Linfo_PT) = 61,5 y Mediana (Linfo_VT) =54
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sd (Linfo_PT) =0,31 ysd (Linfo_VT)=0,44

Luego de realizar los test correspondientes se concluye que segun los datos las diferencias entre

las medianas de Linfocitos Primavera tarde y Verano tarde son significativas.

Conclusién: se encontraron diferencias significativas entre Primavera y Verano en coincidencia
con el cambio de categoria para el ITH. Podemos pensar entonces que los valores de Linfocitos

disminuyeron significativamente debido al estrés producido en el animal por las olas de calor.

Variable Neutréfilos:

Gréfico 2: de cajas que resume las medidas descriptivas. 1: Neutro_PM, 2: Neutro_PT, 3:

Neutro_VM, 4: Neutro _VT
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Comparacion de medianas:
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En el gréafico 2 se observa que hay diferencias entre las medianas de los grupos y también entre

las variancias.

En la tabla 1 con el resumen de las medidas descriptivas tenemos que:

Mediana (Neutro_ PM) = 32 y Mediana (Neutro _VVM) =39

sd (Neutro _PM) =293 ysd (Neutro VM) =1,87

Luego de realizar los test correspondientes se concluye que segun los datos esas diferencias entre

las medianas de Neutrdfilos Primavera y Verano por la mafiana son significativas.

Para la tarde tenemos Mediana (Neutro PT) = 32 y Mediana (Neutro VT) =40

sd (Neutro PT)=1,7 ysd (Neutro_VT) =2,045

Luego de realizar los test correspondientes se concluye que segun los datos las diferencias entre

las medianas de Neutrofilos Primavera y Verano por la tarde son significativas.

Conclusién: se encontraron diferencias significativas entre Primavera y Verano en coincidencia
con el cambio de categoria para el ITH. Podemos pensar entonces que los valores de Neutrofilos

aumentaron significativamente debido al estrés producido en el animal por las olas de calor.

Variable Cortisol:

Gréfico 3: de cajas que resume las medidas descriptivas. 1: Corti_PM, 2: Corti _PT, 3: Corti
VM, 4: Corti _VT
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oo

Los gréficos de dispersion de las variables arrojan lo siguiente:
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Graéfico 4: Gréfico de Dispersion

Cortisol Mafianas

Corti_ VM

Corti_PM

Comparacién de medianas:

En el grafico 3 se observa que hay diferencias entre las medianas de los grupos y también entre
las variancias. En el gréafico 4 observamos que mientras en Primavera los valores son bajos y
oscilan aproximadamente entre 3.5 y 5 los del Verano son mas altos, siendo casi en su totalidad

mayores a 6.
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Segun la tabla 1 tenemos que: Mediana (Corti_PM) = 4,1 con un desvio de sd (Corti _PM) =0,81

y Mediana (Corti _VVM) =6,31 con un desvio sd (Corti _VM) = 1,08.

Conclusiéon 1: luego de realizar los test correspondientes a la variable Cortisol para la
comparacion entre las estaciones se obtuvo que las diferencias entre las medianas “de la mafiana”

NO resultaron significativas.

Analogamente analizamos los valores de la tarde. Segun la tabla 1 tenemos Mediana (Corti _PT)
=3,61 con un desvio sd (Corti _PT) = 0,65 y Mediana (Corti _VT) =5,4 con un desvio sd (Corti
_VT) =0,94. El gréafico 5 nos muestra que para valores bajos (menores a 4) en Primavera se

corresponden valores altos (entre 4 y 7) de Verano.

Grafico 5: Gréfico de Dispersion
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Cortisol Tardes
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Conclusién 2: luego de realizar los test correspondientes para la comparacion entre las estaciones

se obtuvo que las diferencias observadas entre las medianas “de la tarde” SI son significativas.

Conclusién variable Cortisol en Primavera y Verano: luego de haber resultado que el aumento

significativo de la mediana se produce en las tardes de Verano y que los valores de ITH
corresponden a Leve en Primavera y Moderado en Verano, podemos decir que segun los datos en
la variable Cortisol se produce un aumento significativo debido a las diferencias producidas por

los diferentes niveles de ITH.

Otro andlisis interesante es la comparacion de esta variable en las distintas estaciones entre

mafiana y tarde.
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Segun el gréfico 6 se observa que en la Primavera los valores de Cortisol oscilan entre 3 y 5.
Segun la tabla 1 tenemos que: Mediana (Corti_PM) = 4,1 con un desvio de sd (Corti _PM) =0,81

y Mediana (Corti _PT) =3,61 con un desvio sd(Corti PT) = 0,65.

Gréfico 6: Gréfico de dispersion de Cortisol
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Luego de realizar el test de comparacion de medianas podemos afirmar que segun los datos NO

se observaron diferencias significativas entre las medianas de Cort PM y Cort_PT.

En el Verano en cambio, se observa en el grafico 7 que los valores de Cortisol son bastante

menores por la tarde (por la mafiana mayores a 6 en su mayoria mientras que por la tarde son

menores a 5.5).

Segun la tabla 1 tenemos que: Mediana (Corti_VM) = 6,31 con un desvio de sd (Corti _VM) =
1,08 y Mediana (Corti _VT) = 5,4 con un desvio sd (Corti _VT) = 0,94 indicando una

117



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

disminucion en los valores de Cortisol. Se aplicaron test de comparacion de medianas para ver si

es significativa.

Gréfico 7: Grafico de dispersion de Cortisol
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Luego de realizar el test de comparacién de medianas podemos afirmar que segun los datos las
disminuciones producidas en el Cortisol en las tardes de Verano resultaron significativas respecto

de las mafianas de la misma estacion.

Conclusion comparacion de la variable Cortisol entre Mafiana y Tarde: la categoria de ITH

cambia de Bajo a Leve en Primavera y de Bajo a Moderado en Verano Yy las diferencias entre la
mafana y la tarde de Primavera no son significativas pero si lo son en Verano. Podemos concluir
que el aumento significativo producido en la variable Cortisol por la tarde del Verano es debido a
la diferencia de ITH.
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VARIABLE N/L:

Esta variable representa la proporcion de Neutrofilos presentes en la sangre respecto de la

cantidad de linfocitos, como el cociente entre ellas.

Gréfico 8: de Cajas de N/L en el momento de las mediciones PM, PT, VM, VT
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En el gréafico 8 se observa que hay diferencias entre las medianas de los grupos y también entre
las variancias. Teniendo en cuenta la tabla 1 tenemos que Mediana (N/L_PM) =0,52 con un

desvio sd (N/L _PM) = 0,06 y Mediana (N/L _VM) =0,7 con un desvio sd (N/L _VM) = 0,06.

Grafico 9: Gréfico de dispersion N/L
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En el grafico 9 se observa que mientras en primavera los valores son menores a 0.6, en verano

todos superan 0.65.

Se analizan entonces si esas diferencias estacionales observadas en la relacion N/L, que podrian

producirse por las olas de calor son realmente significativas.

Luego de realizar los test correspondientes se obtiene que segun los datos esas diferencias Sl

resultan significativas.

120



“Estrés calorico en vacas Holando Argentino”

Por otro lado comparando las tardes (grafico 10) que es cuando se produce la diferencia de nivel
en ITH, para aproximadamente el mismo rango de variacion en primavera, en verano en su

mayoria superan 0.7 (la proporcién es mayor).

Grafico 10: Grafico de dispersion N/L
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Segun la tabla 1 tenemos que Mediana (N/L _PT) = 0,52 con un desvio sd (N/L _PT) =0,11y

Mediana (N/L _VT) = 0,74 con desvio sd (N/L_VT) =0,07, se observa un leve aumento.

Luego de realizar los test correspondientes se obtiene que segun los datos esas diferencias Sl

resultan significativas.
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Conclusion: segun los datos se produjeron aumentos significativos de la cantidad de neutrofilos
en relacion a la de linfocitos entre las mafianas y tardes en ambas estaciones. Esto puede

relacionarse con los aumentos significativos producidos en el cortisol.

Ademéas podemos también analizar la comparacion de N/L en cada estacion, por la mafiana en
primer lugar. Segun la tabla 1 tenemos Mediana (N/L_PM)=0.52 con un sd (N/L_PM)=0.06 vs

Mediana (N/L_PT)=0.52 con un sd (N/L_PT )=0.11, no parece haber grandes diferencias.

El grafico 11 muestra que tanto por la mafiana como por la tarde en primavera las proporciones

no parecen modificarse.

Grafico 11: Grafico de dispersion N/L
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Luego de realizar el test se concluye que no hay diferencias significativas entre ellas.

Ademas, si observamos lo que ocurre en Verano con las mafianas y las tardes vemos en el grafico
8 una leve diferencia. Segun la tabla 1 tenemos que mediana (N/L_VM)=0.7 con un sd

(N/L_VM)=0,06 vs Mediana (N/L_VT)=0.74 con un sd (N/L_VT )=0.07.

El grafico 12 nos muestra que tanto durante la mafiana como por la tarde las proporciones se

encuentran entre 60 y 78%.
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Gréfico 12: Grafico de dispersion N/L
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Al realizar el test correspondiente resultan ser significativas las diferencias por la tarde, no asi por

la mafnana.

Conclusién: segun los datos las diferencias producidas en el verano podemos decir que resultan

significativas y esto puede relacionarse con lo ocurrido con el cortisol.
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