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Resumen

El transporte es considerado como uno de los eventos méas estresantes en la vida del
ganado afectando enormemente el bienestar de los animales, ocasionando considerables pérdidas
econdmicas. Se obtuvieron muestras de sangre de 16 vaquillas transportadas durante 40 horas, 8
de ellas de O dias post-arribo (DPA) y 8 de 25 DPA. Las muestras fueron analizadas por
biometria hematica, quimica sanguinea, cortisol y RT-PCR para expresion de genes de las
citocinas FNT-a, IFN-y e IL-2, con el fin de obtener evidencia cientifica del efecto del transporte
prolongado en vaquillas. En el grupo de animales del tratamiento 0 DPA se encontraron elevadas
concentraciones de albumina (P = 0.013), amilasa (P = 0.027), alanina-aminotransferasa (P =
0.003), bilirrubina (P = 0.001) y colesterol (P = 0.013).. En las biometrias hematicas se observd
que los valores de hematocrito y hemoglobina fueron menores en vaquillas a los 25 DPA. En el
grupo de 0 DPA, la concentracion de cortisol fue mayor (P= 0.001). En el analisis de expresion
de genes de citocinas, en la amplificacion de FNT-o, se encontraron, ademas de la banda
producto amplificado, dos bandas inespecificas unicamente en los animales de ODPA, éstas
bandas fueron secuenciadas, y el analisis por BLAST sugiere que corresponden a la linfotoxina
bovina (LT). En el analisis cuantitativo de expresion, se observo que la expresion de FNT-a se
incremento en los animales del grupo de 25 DPA. Un desequilibrio homeostéatico y altos niveles
de estrés fueron evidentes en los animales recién transportados. Se sugiere llevar a cabo estudios
posteriores para determinar el mecanismo que promueve la expresion de LT en animales
sometidos a estrés por transporte. También, se sugiere el posible uso de LT como biomarcador de

estrés por el transporte de ganado.



1. Introduccién

En la actualidad casi todos los bovinos son transportados por lo menos una vez en su vida.
El transporte es posiblemente el evento mas estresante al que el ganado es sometido, debido a la
acumulacion de estimulos adversos. Esta actividad afecta enormemente el bienestar de los
animales, causa efectos negativos en su salud y considerables pérdidas econdmicas. Aunque el
estrés por transporte no siempre produce una enfermedad per se, aumenta la susceptibilidad de
los animales a ciertas enfermedades, asi que aunque la mortalidad por transporte en bovinos (1-
3%) es mas baja que en otras especies de produccion, la mortalidad aumenta si se suman las
muertes por el incremento de susceptibilidad a enfermedades, siendo la mas importante la fiebre
de embarque. Se ha demostrado que el estrés por transporte disminuye la ganancia diaria de peso
en corral de engorda, la calidad y vida de anaquel de la carne, y las malas condiciones de

transporte aumentan las pérdidas por cortes con hematomas.

Se ha dado énfasis a la necesidad de profundizar en el conocimiento cientifico de las
condiciones en que se transporta al ganado en América del Norte. Este conocimiento permitira
decisiones informadas para mejorar la normativa y la formulacion de recomendaciones a los
ganaderos y transportistas, ya que la mayoria de las directrices y recomendaciones para el
bienestar de los animales se han desarrollado y se basan en estudios realizados en otros paises,
incluso en otros continentes, con diferentes condiciones de transporte. Estas condiciones incluyen
la distancia y el tiempo en que el ganado es transportado, la infraestructura de caminos, la base

genética del ganado, el clima extremo presente en nuestro subcontinente, entre otras.



El objetivo de este estudio fue medir y comparar las principales variables fisioldgicas y
bioquimicas asociadas con el estrés por transporte asi como la expresion de los genes de factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, el interferon (IFN)-y, y la interleucina (IL)-2, en vaquillas
muestreadas recién llegadas al corral de engorda de un viaje por carretera de 40 horas, y a los 25

dias post-arribo cuando han recuperado la merma.



1.1. Objetivo general

Medir el efecto de 40 horas de transporte realizado en pobres condiciones de bienestar en
vaquillas a los 0 y 25 dias después de su arribo al corral de engorda, mediante el analisis de
quimica sanguinea, biometria hematica, cortisol en suero sanguineo y la expresioén de genes de

citocinas.

1.2. Objetivos especificos

1. Medir el efecto del estrés por transporte en las concentraciones de glucosa,
nitrégeno ureico en sangre, creatinina, fosforo, calcio, proteina total, albdmina,
globina, alanino aminotransferasa, fostatasa alcalina, bilirrubina total, colesterol y
amilasa mediante el analisis de quimica sanguinea.

2. Medir el efecto del estrés por transporte hematocrito, hemoglobina, plaquetas,
neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinodfilos y la relacion neutrofilo-linfocito, por
medio del analisis de biometria hematica.

3. Medir el efecto del estrés por transporte en la concentracion de cortisol en suero
sanguineo mediante inmuno-ensayo.

4. Medir el efecto del estrés por transporte en la expresion de los genes de las
citocinas, factor de necrosis tumoral alfa, interleucina-2 e interferon gama,
mediante la técnica de RT-PCR, electroforesis en gel de agarosa y cuantificacion

in silico de bandas.



1.3. Hipdtesis
El transporte de larga distancia realizado en pobres condiciones de bienestar animal, tiene
efectos sobre las principales variables fisioldgicas y bioquimicas asociadas al estrés, asi como en

la expresion de genes de citocinas.



1.4Justificacion

Conocer los efectos del estrés por transporte en pobres condiciones de bienestar animal es
importante para entender y eventualmente resolver la problematica que deriva de esta actividad.
Tener dicha informacidn, nos permitira revisar la normatividad vigente en cuanto a este tema, asi
como también hacer recomendaciones de manejo y pre-acondicionamiento del ganado a las
personas involucradas, con el fin de mejorar las condiciones de transporte para los bovinos y

reducir las pérdidas econémicas inherentes.



2. Revisién de literatura

2.1 Transporte de ganado

La necesidad de transportar el ganado puede haber existido desde el inicio de la
ganaderia. Hay evidencia cientifica de que el ganado se transportaba y era una parte importante
de la economia regional, al menos desde el neolitico (Viner et al, 2010.; Sjogren y Price, 2013),
en este mismo periodo segln los datos arqueoldgicos, es cuando se observa un aumento en la

actividad agricola y el pastoreo del ganado (Lubbock, 1865).

Las razones mas comunes por las cuales se transporta al ganado son: por cambio de
potreros, porque serdn enviados a corral de engorda o al matadero. El ganado se transportan a
grandes distancias hacia los centros de engorda y consumo, principalmente por la diferencia de
precios o la escasez de ganado en un determinado lugar, o cuando la diferencia de precios es
considerable. Debido a los costos de transportacion y para superar las pérdidas econdmicas que
esto conlleva, esta actividad no seria posible sin los factores antes mencionados (Swanson et al.,
2001). Las pérdidas econdmicas directas del transporte a larga distancia son: la mortalidad, la
pérdida de peso corporal, el costo de los fletes, moretones, heridas, etc (Speer et al., 2001). Las
pérdidas indirectas son: la mortalidad en el corral debido al aumento de la susceptibilidad a
enfermedades (ej. fiebre de embarque), el aumento de los costos de tratamiento sanitario o
metafilaxis, disminucion de la ganancia de peso diaria, disminucién en la calidad de la carne, etc.

(Marques et al., 2012).

En algunas referencias, se considera como transporte a larga distancia cuando este es mayor a
500 km o cuando tiene una duracion superior a las 8 horas. Segun la FAO (por sus siglas en

inglés, Food and Agriculture Organization), los bovinos no deben viajar por mas de 36 horas, y



después de 24 horas, se les debe bajar a descansar, tomar agua y comer. Sin embargo las
iniciativas recientes en paises desarrollados buscan limitar la duracion del transporte a 8 horas o
menos. En la Norma Oficial Mexicana NOM-051-Z00-1995, que lleva como titulo “Trato
humanitario en la movilizacion de animales”, dice que el transporte en el caso del ganado bovino,
no debe exceder las 18 horas sin descanso y sin agua de bebida, y que en el caso de
movilizaciones mayores de 24 horas, ademéas de los descansos cada 18 horas, se les debe de
ofrecer alimento a los animales. En nuestro pais es comin que los becerros para engorda que
proceden del sur sean transportados desde una distancia mayor a los 1500km, en periodos de
tiempo superiores a las 50 horas, hasta las engordas en el Norte de México, ocasionandoles un

estrés severo.

Actualmente, en nuestro pais el ganado es transportado grandes distancias, y el considerar
las normas de bienestar animal que aplican a esta actividad, no es un tema que produzca un gran
impacto en la industria de la carne, sin embargo, serd un tema importante en el mediano plazo
debido a las barreras comerciales de otros paises, que exigiran cumplir con estas normas. Ademas
de que existe una tendencia entre los consumidores de preferir la carne de animales que sufran lo
menos posible, de los que se obtiene carne de mejor calidad y con la cual los productores podrian

obtener un mejor precio de venta.

2.2 Estreés

El estrés es un disturbio fisioldgico que ha sido provocado por un estimulo adverso para el
animal; dicho estimulo puede ser interno o externo. Los estimulos adversos externos son, por
ejemplo, una situacion que el animal perciba como peligro, algo fisicamente demandante, o algo

molesto. Algunos ejemplos de estimulos adversos internos son deshidratacién, inanicién vy



malestar. La acumulacion de factores anteriores, puede producir estrés severo. Cuando el estrés
es severo, los mecanismos de regulacion homeostética son sometidos a una enorme presion, el
comportamiento del animal se vuelve desorganizado y puede haber efectos patoldgicos. La ultima
consecuencia del estrés severo es la muerte.

La respuesta fisioldgica de los animales al estrés puede llegar a tener varios niveles. El
primer nivel es la respuesta inmediata por medio de la adrenalina. Cuando el animal percibe una
amenaza, se estimula la liberacion de adrenalina por la médula adrenal, la cual induce la
produccion de glucosa a partir del glucogeno del higado para proveer una fuente de energia
rauda. Cannon (1914) quien describi6 ésta primera respuesta, le dio el conocido nombre de ‘fight
or flight response’. EI menciona que se “ocasiona un cese de la actividad del canal alimentario,
un notable cambio de la circulacion desde los grandes vasos abdominales hacia los pulmones,
corazon, extremidades y sistema nervioso central”.

La segunda respuesta al estrés es llamada respuesta aguda al estrés. Este es un mecanismo
mediado por la hormona cortisol. La principal funcion de este mecanismo es proveer glucosa
desde el alimento o desde la proteina muscular, para proporcionarle al animal la energia
suficiente para sobrevivir o hacer frente a una situacion dificil. Si el estresor cesa en un periodo
corto de tiempo, no se genera ningun efecto patoldgico, sélo el uso de las reservas de energia. Si
el estresor continla, la respuesta sube a un tercer nivel: el estrés cronico. Este tercer nivel de
estrés también es mediado por el cortisol, pero, mientras que en la fase aguda sus efectos son
potencialmente beneficiosos, en la fase cronica se afecta negativamente el crecimiento, la
reproduccion y la salud en general, debido al incremento del catabolismo de las proteinas, al
agotamiento de las reservas de energia y al efecto inmunodepresor (Moberg y Mench, 2000).

La clave para determinar cuanto afecta el estrés, es el costo bioldgico para el animal

(Moberg y Mench, 2000). Cuando el costo bioldgico necesario para adaptarse ante un estresor
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desvia recursos de otras funciones bioldgicas, tales como el sistema inmune, la reproduccion o el
crecimiento, el resultado es el agotamiento fisioldgico; esto es lo que se denomina como estrés
severo. Durante el estrés severo, el deterioro de las funciones sitta al animal en un estado pre-
patoldgico, que lo hace vulnerable a diversas enfermedades. En el transporte la mas importante es

la fiebre de embarque (Duff, 2006).



Agotamiento

Reservas Reservas
Funcion Funciéon
1 1
Funcion Estrés Funcion
2 2
Funcion Funcion
3 3
F1l
Funcion B2 Funcion
n F3 n
Fn
Funcidn Funcién Funcién
basal basal basal

Figura 1. Con el costo bioldgico del estrés, en general, se utilizan las reservas del

animal y las funciones basicas se ven afectadas (Mobergy Mench, 2000).

10



2.2.1 Cortisol

En la literatura que trata sobre el estrés, el cortisol es una hormona omnipresente debido a
que se relaciona directamente con la respuesta al estrés por parte de los animales. Las mediciones
de cortisol se usan en todo el mundo para determinar cuanto afecta cierto estimulo adverso a un
animal o humano. El cortisol en bovinos se puede medir en sangre, leche, saliva, orina, heces,
semen e incluso pelo, dependiendo del disefio del experimento, cada tipo de muestra puede
darnos informacion diferente sobre el estrés al que estad sometido el animal (Laudat et al., 1988;

Van Uum et al., 2008; Whitten et al., 1998; Graves y Eiler, 1979).

La biosintesis del cortisol empieza con el colesterol. Las enzimas necesarias para su
formacidn se encuentran en la mitocondria y el reticulo endopléasmico liso (Pineda et al., 2003).
El cortisol es entonces secretado al torrente sanguineo, y sus efectos en los tejidos diana pueden
ser detectados en aproximadamente una hora después de que se inicio la respuesta al estrés (Hill,

2004).

En el cerebro existen varias areas que participan en la organizacion de respuestas a
estimulos adversos o amenazadores. Las neuronas en el hipotalamo, la principal area del cerebro
relacionada con la respuesta al estrés, son sensibles a estimulos internos y externos. El
hipotalamo responde secretando la hormona liberadora de corticotropina 0 CRH (corticotropin
releasing hormone; por sus siglas en inglés) hacia la hipofisis anterior y produce la liberacion de
ACTH u hormona corticotropica, que a su vez viaja por el torrente sanguineo hasta la corteza

adrenal, donde estimula la produccion de cortisol (Appleby et al., 2008).

11



Estimulos adversos durante el
transporte

Miedo a la novedad

Sonidos

Privacion de alimento
Privacion de agua
Temperatura ambiental

Fatiga

Nueva jerarquia de grupo
Disefio del remolque

Elevada densidad de carga
Caminos en malas condiciones

Conductores sin experiencia

/// \\
Cerebro ‘,/ \.‘.‘
“ Hipotilamo |
—_— \ ‘,‘
Portal
g hipofisial
e
/ N\
Cerebro ““ Hipofisis
\ Anterior
\ /
\\\, s _ Sangre Cortisol
ACTH & Sangre
Riiién / / \
‘, Corteza '\‘
| Adrenal /,/‘
\
\ //

Figura 2. Estimulos adversos durante el transporte y la activacion de la cascada del

cortisol.

anterior-Corteza adrenal.

Las flechas indican la direccion de la cascada del axis Hipotalamo-Hipofisis
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La hormona liberadora de corticotropina (CRH) es un péptido sintetizado por neuronas
parvocelulares en el nucleo paraventricular del hipotadlamo (Pineda et al., 2003). Estas neuronas
parvocelulares acumulan la CRH en granulos secretores y la liberan cuando reciben un estimulo.
La regulacion de la transcripcion de CRH depende de AMPc/Proteina-kinasa A, provocando el
reclutamiento del elemento de respuesta AMPc-fosforilado-proteina de union (pCREB) a un
elemento de respuesta de corticoesteroides (CRE) localizado en la posicion -230 en el promotor
de CRH. Estudios recientes han demostrado que un factor denominado Transductor de la
Actividad Regulada de CREB (TORC) es esencial para la activacion de la transcripcion del CRH

(Liu et al., 2011).

La CRH es enviada hacia la adenohipoéfisis através del portal hipofisial, donde se une a
receptores en la membrana celular de las corticotropas hipofisiales en la pars distalis. El
complejo receptor de CRH activa la adenil ciclasa en las células corticotropas, y en cuestion de
segundos, se produce un incremento en el AMPc, el cual estimula la liberacion de la hormona

adrenocorticotropina (ACTH) en la sangre (Pineda et al., 2003).

La ACTH es un péptido de 39 aminoacidos derivado de un precursor llamado
propiomelanocortina. Esta viaja por el torrente sanguineo hasta los corticocitos de la glandula
adrenal, donde provoca un incremento en la talla de las mitocondrias, el reticulo endoplasmico
liso y el nucleo (Pineda et al., 2003). La adquisicion de lipoproteinas por las células adrenales, y
su conversion a colesterol es estimulado por la ACTH. Estas acciones son mediadas por
receptores de alta afinidad en la membrana plasmatica de éstas células, por medio de la
activacion de adenilato ciclasa, acumulacion de AMPc, incremento de la actividad de la proteina

kinasa y la fosforilacion de proteinas reguladoras (Pineda et al., 2003).

13



2.2.1.1. Principales efectos del cortisol

El cortisol tiene un efecto gluconeogénico utilizando el receptor de glucocorticoides (GR)
incrementando la traduccién del gen de la tirosin aminotransferasa (TAT) y el gen de la
fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (PEPCK), esto en los hepatocitos (Newton, 2000). También
como parte de su efecto proteolitico, aumenta la concentracion de aminoacidos en plasma que

podrian entrar a la ruta gluconeogénica (Simmons, 1984).

El cortisol, ademas induce la proliferacion de eritroblastos, promoviendo la eritropoyesis
(Zager, 1986). Se ha demostrado que el cortisol tiene una funcion en el metabolismo del hueso,
disminuyendo la produccion de osteocalcina por los osteoblastos (Kaspersen, 1991). Tambiéen se
conoce que esta hormona tiene un efecto proteolitico en casi todas las células excepto en las
hepaticas). En la administracion experimental se ha observado un incremento del nitrogeno
uréico en plasma, un aumento en los aminoacidos libres en plasma y un incremento de la
actividad de la di-peptidasa muscular, asimismo un incremento en la concentracion plasmatica de

alanina como resultado de la proteo6lisis (Simmons, 1984).

2.2.1.2. Efectos del cortisol en el sistema inmune

La actividad inmunodepresora del cortisol esta bien estudiada (Stites, 1983). El cortisol es
usado por su actividad de supresion de la inflamacion en enfermedades inflamatorias crénicas
como el asma, la artritis reumatoide, etc. El cortisol se une a los receptores de glucocorticoide de
las células diana, el cual se dimeriza y se transloca hacia el ntcleo, donde se une a los elementos

de respuesta de glucocorticoides (GRE, por sus siglas en inglés) a genes sensibles a

14



glucocorticoides resultando en un incremento en la transcripcion de algunas proteinas
antiinflamatorias. Pero el efecto méas relevante del cortisol es la inhibicion de la expresion de
genes relacionados con el proceso inflamatorio (citocinas, enzimas, receptores y moléculas de
adhesion). Esto se debe a la interaccion inhibitoria directa entre los receptores activados para
glucocorticoides y los factores de transcripcion activados tales como el factor nuclear KB y el

activador de proteina-1, los cuales regulan la expresion de genes inflamatorios (Barnes, 1998).

2.2.1.3. Accion del cortisol en los genes

Es reconocido que el cortisol cambia la estructura de la cromatina interactuando con la
proteina de union CREB, la cual actia como co-activador de la transcripcion, uniendo otros
factores de transcripcion que compiten por los sitios de unién en esta molécula. El incremento en
la transcripcidn esta asociado con el desarrollo de una apertura en el ADN alrededor de la histona
y la acetilacion de los residuos de la histona por la accion enzimatica del CBP. Ademas, el
cortisol puede provocar la des-acetilacion de la histona, resultando en un ADN méas compacto y
reduciendo el acceso a los factores de transcripcion a sus sitios de union, por lo tanto,

suprimiendo la expresion de los genes (Barnes, 1998).
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Disminucion de
transcripcidn

Incremento de transcripcion

Figura 3. Efecto de los glucocorticoides en la transcripcion de los genes adaptado de Barnes,

1998.
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3. Materiales y métodos

3.1. Lugar de realizacion del estudio

La toma de muestras para este estudio se llevd a cabo en una engorda de ganado ubicada
al sur del Estado de Nuevo Ledn, México. Las muestras para quimica sanguinea y biometria
hematica fueron procesadas en el laboratorio del Hospital de Pequefias Especies de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), de la Universidad Autébnoma de Nuevo Leon. Las
muestras para expresion de genes de citocinas fueron procesadas en el Laboratorio de Genética
de la FMVZ. Las muestras para cuantificacion de cortisol en suero sanguineo fueron procesadas
en el laboratorio privado Data Médica de Laboratorio (Monterrey, N.L.). La secuenciacion de
bandas inespecificas fue hecha en el CIDICS (Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias

de la Salud) de la UANL, en el laboratorio de Novogen.

3.2 Animales muestreados

Para el presente estudio se obtuvieron muestras de sangre de 16 vaquillas cruza de Bos
taurus x Bos indicus, con un peso aproximado de 300 kg, divididas en dos grupos. EI primer
grupo de 8 vaquillas eran recién llegadas (O dias post-arribo [DPA]) al corral de engorda de un
viaje terrestre de 40 horas desde Palenque, Chiapas, México. Las muestras fueron tomadas
durante la revisién de rutina que reciben al llegar a la engorda, en una prensa hidraulica. El
segundo grupo de 8 vaquillas tenian 25 dias (25DPA) en la engorda después de haber llegado de
un viaje del mismo origen y duracion. Las muestras fueron tomadas durante el pesaje y manejo

rutinario en una prensa hidraulica. Las muestras de ambos grupos fueron tomadas el mismo dia.
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El viaje del grupo de ODPA fue de 1594 km a una temperatura ambiente promedio de
32.9°C. Los animales tuvieron agua y comida a libre acceso hasta el momento de ser embarcados.
La densidad de carga fue de 0.90 m? por cabeza. Un solo chofer condujo durante todo el viaje. En
la hora 28 del viaje, los animales fueron descargados en un punto de revision zoosanitaria, donde
se les ofrecié agua, y fueron cargados nuevamente, todo esto en un periodo de 2 horas. EI grupo

de 25DPA provenia del mismo origen y viajo en condiciones similares.

Todas las muestras fueron tomadas el mismo dia utilizando tubos Vacutainer® (BD &
Company, Franklin Lakes, NJ, USA) Se tomaron tres muestras de cada animal, dos en tubos con
EDTA y una en un tubo sin aditivo. De uno de los tubos con el anticoagulante, se tomaron 500 pl
de sangre para mezclarse en un tubo eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Alemania) de 2 mL con
1.3 mL de solucion RNAlater® (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) para estabilizar el ARN que

seria usado en el analisis de expresion de genes de citocinas.

3.3. Quimica sanguinea, biometria hematica y frotis.

Para la biometria hematica, se utilizo un equipo VetAutoread™ (Idexx Laboratories,
Westbrook, ME, USA) en el cual se midid6 hematocrito, hemoglobina y plaquetas. Se hicieron
frotis sanguineos en portaobjetos con tincion de Wright para conteo de células blancas
(neutrdfilos, linfocitos, monocitos y eosinofilos), y ademas, se calculd la relacion neutrofilo-

linfocito (N:L).

Para el analisis de quimica sanguinea, se utilizd el VetTest® Analyzer (ldexx

Laboratories) para medir glucosa, nitrégeno ureico en sangre, creatinina, fosforo, calcio, proteina
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total, albimina, globina, alanino aminotransferasa, fostatasa alcalina, bilirrubina total, colesterol

y amilasa.

3.4. Extraccion de ARN

La extraccion del ARN se realizé utilizando el kit RiboPure Blood (Ambion®, Carlsbad,
CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN extraido se cuantific utilizando el

espectrofotometro de micro volumen EPOCH (Biotek Instruments, Inc., Winoosky, VT).

3.5. Reaccion de RT-PCR

La reaccion de RT-PCR se proceso en un solo paso mediante el kit SuperScript® 111 One-
Step RT-PCR System with Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen), de acuerdo a las
condiciones del fabricante, utilizando los iniciadores para FNT-a, IFN-, IL-2 y GAPDH, (gen
control), publicados por Zaros, et al (2007) (Tabla 1). Se utiliz6 un termociclador Maxygen Il de
la marca Axygen (Corning Life Sciences, Union City, CA, USA). Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. Los geles fueron foto-
documentados utilizando un equipo PhotoDoc-it ™ (UltraViolet Products, Ltd., Upland, CA), el
cual cuenta con una cdAmara Canon con un sensor de 14.1 megapixeles. Las fotografias obtenidas
fueron analizadas mediante un software de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA), el cual
asigna valores cuantitativos a las bandas de acuerdo a la intensidad promedio por pixel de cada

una.
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Tabla 1. Iniciadores usados en la reaccion de RT-PCR (adaptado de Zaros et al., 2000).

Gen Secuencia 5*-3" Amplicon (pb)  Alineamiento (°C) Fusion (°C)  Extension (°C)
TNF-o F- TAACAAGCCGGTAGCCCACG 279 57 88.5 72
R- TCTTGATGGCAGACAGGATG
IFN-y F- GCCAAATTGTCTCCTTCTACTTC 484 61 85 72
R- GGGTCAAGTGAAATAGTCACAGG
IL-2 F- TCCAAGCAAAAACCTGAACC 198 57 825 72
R- CAGCGTTTACTGTTGCATCATC
GAPDH F- GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 194 59 86 72

R- CCCTCCACGATGCCAAAGT
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3.6. Secuenciacion

Se realiz6 la secuenciacion de dos bandas inespecificas observadas en el gel de FNT-a,
Unicamente en los animales de ODPA.. La extraccion de ADN del gel se llevo a cabo utilizando el
kit comercial PureLink® (Invitrogen™). Se cuantifico el producto de la extraccion utilizando un
espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Scientific™). Para la secuenciacion, se utilizd un

secuenciador lonTorrent™ (Life Technologies, Carlsbad, CA).
3.7. Analisis estadistico

Las variables hematologicas, de bioguimica sanguinea, de cortisol en suero sanguineo y
de expresion de genes de citocinas, fueron analizadas in silico, con un disefio completamente al

azar, usando el software Statistix 9° (Tallahassee, FL, USA).
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4. Resultados

4.1. Resultados del andlisis de quimica sanguinea

Para el analisis de quimica sanguinea se compararon los valores de ambos grupos de vaquillas
muestreadas a los 0 y 25 dias post-arribo. En la Tabla 2, ademas de los resultados, se incluyen
valores de referencia, obtenidos del Manual Merck de Veterinaria (The Merck Veterinary
Manual, 2010). Se cuantificaron 11 parametros, seleccionados en base a la literatura revisada, en
los cuéles se encontraron elevadas concentraciones de albumina (P = 0.013), amilasa (P =
0.027), alanino-aminotransferasa (P = 0.003), bilirrubina (P = 0.001) y colesterol (P = 0.013) en
el grupo de animales muestreados a los 0 DPA, en comparacion con los animales que recuperaron

la merma a 25 DPA (Tabla 2).

4.2. Resultados del analisis de biometria hematica.

En la Tabla 3, se muestra el analisis de biometria hematica, y los valores de referencia
para vaquillas. Ademas, se calculd la relacion neutrofilo-linfocito. Al realizar el andlisis de
resultados, se observo que los valores de hematocrito (P = 0.022) y hemoglobina (P = 0.001)
fueron menores en vaquillas a los 25 DPA (Tabla 4) en comparacién con el grupo de animales
muestreados a los 0 DPA. Los valores de hematocrito y hemoglobina estuvieron por encima de
los valores de referencia solamente en el grupo de 0 DPA. Se observd un aumento en la relacién
neutrofilolinfocito (N:L) en los animales recién transportados (0 DPA) en comparacién con el

valor de referencia. No se encontré diferencia significativa en cuanto a la concentracion de
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plaquetas entre ambos tratamientos, sin embargo los valores de ambos grupos estuvieron por

encima del valor maximo de referencia.

4.3. Resultados del analisis de cortisol sérico

En animales recién llegados a la engorda, la concentracion de cortisol fue mayor (P= 0.05)
en comparacion con los animales a los 25 dias post-arribo. La media en los animales del grupo de
0 DPA fue de 68.3 ng/dL y en los animales de 25 DPA fue de 44.02 tal como se muestra en la

Figura 4.

4.4 Resultados de la extraccion de ARN, RT-PCR y secuenciacion.

En la extraccion se obtuvo ARN en buena cantidad y calidad, tal como lo muestran los
resultados de la cuantificacion en el espectrofotometro. El rango 260/280 indica la pureza de la
extraccion, de acuerdo a las especificaciones del kit que se utilizd para la reaccion de RT-PCR,
una pureza superior a 1.8, es suficiente para realizar la reaccion. La cantidad obtenida también

fue suficiente de acuerdo a las especificaciones del fabricante del kit de RT-PCR.

En el analisis de la expresion de genes de citocinas por RT-PCR, en la amplificacion de
FNT-a, se encontraron, ademas de la banda producto amplificado, dos bandas inespecificas
Unicamente en los animales de 0-dias post-arribo (Figura 5), éstas bandas fueron secuenciadas.
Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando BLAST sugiere que corresponden a la
linfotoxina bovina (LT). En el andlisis cuantitativo de expresion, se observd que la expresion de

FNT-a se incremento en los animales del grupo de 25 dias post-arribo (Figura 6).
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Tabla 2. Valores de la quimica sanguinea de vaquillas a los 0 y 25 dias post-arribo.

Valores de Dias post-arribo

Andlisis referencia ® 0 25 EE Probabilidad
Glucosa (mg/dL) 40-100 68.4 80.0 5.79 0.180
BUN (mg/dL) 10-25 12.0 9.25 1.059 0.087
Creatinina (mg/dL) 0.5-2.2 0.95 0.07 0.052 0.866
Fosforo (mg/dL) 5.6-8.0 7.93 9.23 0.516 0.097
Calcio (mg/dL) 8.0-11.4 11.0 10.8 0.285 0.670
Proteina total (g/dL) 6.7-7.5 7.29 7.26 0.207 0.933
AlbUmina (g/dL) 2.5-3.8 291 2.56 0.088 0.013
Globulina (g/dL) 3.0-3.5 4.63 4.71 0.108 0.570
Bilirrubina (mg/dL) 0.0-0.7 1.1 0.49 0.1039 0.001
Colesterol (mg/dL) 62-193 100.3 66.6 8.464 0.013
ALT (U/L) 6.9-35 74.4 40.1 6.959 0.003
ALP 18-153 153 136 26.148 0.650
Amilasa (U/L) 41-98 35.5 6.3 8.413 0.027

*The Merk Veterinary Manual, 2010.

EE, error estandar; BUN, nitrégeno uréico en sangre; ALT, alanina aminotransferasa; ALP,

fosfatasa alcalina.
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Tabla 3. Valores hematoldgicos de vaquillas a los 0 y 25 dias DPA.

Valores de DPA
Analisis EE Probabilidad
referencia 0 25
Hematocrito (%) 25.0-42.0 48.4 40.6 2.14 0.022
Hemoglobina (g/dL) 8.0-14.0 15.7 13.0 0.48 0.001
Neutrofilos (%) 15-61 32.9 28.8 3.46 0.414
Linfocitos (%) 26 - 68 54.0 61.0 3.91 0.226
Monocitos (%) 0-12 7.6 8.5 141 0.666
Eosindfilos (%) 0-28 5.25 1.75 1.29 0.074
N:L? 0.5 0.69 0.49 0.129 0.297
Plaquetas (K/pL) 175-500 571.9 687.8 125.1 0.510

N:L, relacion neutréfilo-linfocito, EE, error estandar



Figura 4. Resultados del andlisis de cortisol sérico de vaquillas a los 0 y 25 dias post-arribo.
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Tabla 4. Resultados de la cuantificacion del ARN extraido en el espectrofotometro.

Las muestras 1-8 son del grupo de 0 DPA y del 9-16 pertenecen al grupo de 25 DPA.

- Rango

Extraccion ARN ng/uL 260/2980
1 31.188 2.1
2 55.331 2
3 54.075 2.1
4 41.943 2.1
5 5.85 18
7 43.831 2.1
8 57.149 2
9 42.39 2.1
10 102.874 2.1
11 44.466 2
12 29.166 19
13 42.136 2.1
14 55.904 2.1
15 37.433 19
16 30.883 2.1
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Figura 5. Gel de agarosa (1.5%) de FNT-a, IFN-y, IL-2, and GAPDH (como gen control). Las primeras 8 columnas
corresponden al grupo 0 DPA, las siguientes 8 corresponden al grupo de 25 DPA. Las amplificaciones inespecificas se observan
solo en los animales del grupo de 0 DPA. La flecha indica las bandas inespecificas en el gel de TNF-a.
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Figura 6. Analisis de la intensidad promedio por pixel de los productos amplificados de las
citocinas FNT-a, IFN-y e IL-2 en relacion a su gen control GAPDH, con el software de

ThermoScientific, en vaquillas a los 0 y 25 dias post-arribo.
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5. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio ofrecen informacion necesaria para
determinar algunos de los efectos adversos del estrés por transporte en vaquillas, e inferir
medidas para contrarrestarlos. Los hallazgos encontrados concuerdan con lo esperado segln la
literatura y otros experimentos similares que tratan sobre el transporte de larga distancia en
ganado, aungue algunos de los resultados contrastan, no son contradictorios y refuerzan la
hipotesis de que esta actividad produce niveles de estrés elevados y un desequilibrio

homeostatico en los animales.

En el caso de las concentraciones de glucosa en sangre, no se encontré diferencia
significativa entre grupos; la privacion de alimento en los animales del grupo de 0 DPA debio
provocar una disminucion en las concentraciones de esta variable en algin momento del viaje.
Sin embargo, la alta concentracion de cortisol en dicho grupo debié haber favorecido la
liberacion de glucosa desde las reservas o producirla a partir de aminoacidos liberados mediante
el catabolismo de proteinas. Otros estudios tampoco han encontrado diferencias significativas en
glucosa sérica entre sus grupos control y transportados en ovinos ; transportados por 31 horas
(Parrot et al., 1998) o novillos transportados durante 48 horas (Parker et al., 2007).En ninguno
de los dos grupos se encontrd el nivel de colesterol por encima del valor maximo de referencia.
Sin embargo, se encontrd una diferencia significativa entre ambos grupos, encontrandose el valor
mas alto en los animales del grupo de 0 DPA. En este grupo también se encontraron los niveles
mas altos de cortisol En varios estudios se ha encontrado una relacién positiva entre el cortisol y
el colesterol. Por ejemplo, en un estudio hecho con hamsteres sirios expuestos a cortisol, se

observé un aumento significativo en el colesterol (Solomon et al., 2011).
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La elevada concentracion de albimina encontrada en los animales de O dias post-arribo
podria sugerir deshidratacion, y en este caso, podria atribuirse al estrés por transporte (Romero et

al., 2011).

Se observé una marcada diferencia (P = 0.01) en cuanto a la enzima hepética alanino
aminotransferasa entre ambos grupos muestreados a los 0 y 25 DPA, obteniéndose un valor
(74.4 U/L) muy superior al maximo de referencia (35 U/L) en los animales del grupo de 0 DPA.
Segun The Merck Veterinary Manual (2010), el aumento de dicha enzima se asocia a dafio
hepatocelular o dafio muscular. No se ha encontrado ninguna referencia que asocie los niveles
elevados de esta enzima con el estrés por transporte, pero es posible que el mantener la postura en

un vehiculo en movimiento sea la causa del dafio muscular.

El hematocrito es un indicador confiable de deshidratacion, probablemente debido a la
privacion de agua y al estrés por transporte (Tadich et al., 2003). En el grupo de animales
transportados se observo un aumento significativo en el hematocrito , indicando un nivel alto
deshidratacion, lo cual se ha asociado a la privacion de agua durante las 40 horas del viaje. Sin
embargo, Parker et al. (2004) no encontraron cambios en los valores de hematocrito en novillos
Bos indicus privados de agua por 90 horas. Esta diferencia puede atribuirse a las condiciones
climaticas o a la variacion genética en cada experimento, asi como el transporte, dado que en
este estudio, los animales no fueron transportados. En varios estudios se ha reportado un
incremento en la relacion neutrofilo-linfocito (Stockman et al., 2011; Romero et al., 2011) en
bovinos sometidos a estrés por transporte. Los valores en los animales recién transportados (0

DPA) fueron 38% mayores a los valores de referencia.
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El cortisol es la hormona méas importante asociada al estrés. En nuestro estudio, se
encontré una mayor concentracion de cortisol en animales recién transportados a los corrales, lo
que sugiere un mayor estrés en este grupo. Esto concuerda con lo reportado por (Buckham et al.,
2008. En nuestro estudio, la media de cortisol en el grupo de animales mas estresados (0 DPA)
fue de 68.3 ng/mL. En algunos estudios se muestra que una media de 70 ng/mL sugiere un
manejo muy brusco (Grandin, 1997). Segln Grandin y Deesing (2008), niveles por encima de 60
ng/mL en ganado bovino podria reflejar un pénico total o que se encuentran aterrorizados.
Como otro dato necesario dentro de esta comparacion, en un estudio realizado con ganado
lechero para determinar el efecto de la venipuntura en las concentraciones de cortisol en sangre,
se encontrar0 una concentracion de 2.07 a3.81 ng/mL como promedio diario, en vacas
acostumbradas a este manejo, lo cual podria considerarse como la concentracion basal de esta
hormona (Hopster et al., 1999). Lo que se considera como valores maximos o extremos de
cortisol en bovinos, Dunn (1990) obtuvé un nivel de 93 ng/mL, al invertir una vaca sobre su

espalda durante 103 segundos.

Respecto a la expresion de genes de citocinas, se encontr0 una sobreexpresion
significativa de FNT-a en los animales de 25 DPA. Estos resultados contrastan con el estudio de
Cooke et al. (2012), quienes reportaron un aumento significativo del FNT-o sérico en becerras
sometidas a una infusion de hormona liberadora de corticotropina, en comparacion con el grupo
control al que se aplicé Unicamente solucidn salina, lo que sugiere una interaccion positiva entre
el cortisol y el FNT-a. En nuestro experimento, ocurrié exactamente lo contrario. El FNT-a es
sintetizado y liberado en las células adrenales. Barney et al. (2000) investigaron la posible
relacion de TNF-a e IL-6 en la liberacion de cortisol, y encontraron que el FNT-o inhibe la

liberaciéon de dicha hormona. Los animales de 25 DPA, fueron los que presentaron los niveles
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mas bajos de cortisol de ambos grupos, se encontrd una sobre-expresion del gen de FNT-a,
aunque no hemos relacionado esto con alguna causa. Si tomamos en cuenta los hallazgos de
Barney et al., (2000), posiblemente las concentraciones de cortisol hubieran sido superiores en
este grupo si no se hubiera sobre-expresado FNT-a. Hulbert et al., (2012) encontraron un
aumento significativo de IFN-y sérico después de administrar CRH a vaquillas recién
transportadas. En el presente estudio, no se encontrd diferencia significativa en cuanto a la
expresion del gen de IFN-y en el grupo de vaquillas recién transportadas (0 DPA), las cuales

mostraron el nivel de cortisol mas alto.

Se utilizaron iniciadores especificos para FNT-a, sin embargo, en los animales de 0 DPA, se
observé la expresion de LT. La literatura indica que los genes de ambas citocinas se encuentran
codificados en tandem, y se encuentran estrechamente vinculados, Sin embargo, cada uno tiene
sus propios promotores y secuencias de poliadenilacion (Cludts et al., 1993). Por lo tanto los
iniciadores que utilizamos, pueden bajo ciertas condiciones, amplificarse para LT, si esta
expresado dentro de la muestra. Se sugiere que en el caso de los animales de 0 DPA , los cuales

son los que presentan niveles mas altos de estres, existen factores que activan la expresion de LT.
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6. Conclusiones

En este estudio se concluye que el estrés por transporte provoca un desequilibrio
homeostéatico en las vaquillas, evidenciado por el aumento en concentraciones sanguineas de
hematocrito, hemoglobina, albimina, amilasa, ALT, bilirrubina, colesterol y cortisol. También se
observd una disminucion en las expresiones de la citocina FNT-a y la co-expresion de LT en
animales de ODPA. Se sugiere llevar a cabo estudios posteriores para determinar el mecanismo
que promueve la expresion de LT en animales sometidos a estrés por transporte para su posible
uso como biomarcador. Podemos inferir que el transporte prolongado afecta enormemente el
bienestar de los bovinos. Se necesitan mas estudios para determinar las condiciones optimas de
transporte a larga distancia, asi como medidas de pre-acondicionamiento y manejo, sin embargo,
el ideal seria disminuir el tiempo de transporte. Se recomienda evitar el transporte de larga

distancia en la medida de lo posible.
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