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1. RESUMEN

Con € propdsito de determinar los cambios producidos por los distintos grados de
claudicacion en algunos constituyentes sanguineos indicadores de estrés en vacas lecheras, se
realizd un estudio en seis lecherias pertenecientes ala provinciade Vadivia

Las lecherias fueron visitadas entre Mayo y Septiembre del 2005. Se utilizaron 103
vacas lecheras, las que fueron escogidas de acuerdo a su grado de locomocion, mediante
observacion directa, a la salida de la sala de ordefia. El grado de locomocion se clasificd en
unaescalade 0 (sana) a4 (muy coja). Las vacas seleccionadas fueron ingresadas a un brete de
contencion donde después de un reposo de diez minutos se procedié a la toma de muestras
sanguineas con tubos de Heparina y NaF mediante venopuncion coccigea. A las muestras se
le redizaron los siguientes andlisis: cortisol (ELISA), Glucosa (GOD-Pap sin
desproteinizacion), Lactato (test UV enzimatico), B-Hidroxibutirato (técnica enzimética de
oxidacion del B-hidroxibutirato a acetoacetato), Hematocrito y Leucocitos (Contador
hematoldgico) y Creatinfosfoquinasa (Método UV-cinético). Los datos fueron ingresados a
una planilla EXCEL y analizados en € programa estadistico SPSS 10.0. Para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas para cada variable medida entre los grupos
de vacas con diferentes grados de locomocion, se utilizaron pruebas paramétricas, ANOVA de
unaviao no paramétricas, Kruskall-Wallis, segin correspondiera.

Se observé que los valores de cortisol presentaron diferencias significativas (P< 0,05)
en los animales con grado de locomocion 1 con respecto a los otros grupos. La glucosa
presentd valores significativamente (P< 0,05) mas bajos que los animales de los grupos 3y 4
de locomocion. Los valores de - Hidroxibutirato en las vacas con grado 3 de locomocion
fueron significativamente mas bajos (P<0,05) que los valores de las vacas de |os grupos con
grado 1y 0 delocomocién. En cuanto alos valores del Hematocrito se observaron diferencias
significativas entre los animales grado 0 y 4 de locomocién. Para € resto de las variables
estudiadas no se observo diferencias estadisticamente significativas (P>0,05).

Se puede concluir que bajo las condiciones del presente estudio los distintos grados de
claudicacion no produjeron cambios significativos en los valores de los constituyentes
sanguineos utilizados. Por otra parte es posible que las variables sanguineas utilizadas no
hayan sido las adecuadas para evaluar €l estrés producido por las cojeras en vacas de lecheria.
Palabras claves: vacas lecheras, claudicaciones, estrés.

Financiado por Proyecto FONDECY T 1040176
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2. SUMMARY

EFFECT OF DIFFERENT DEGREES OF LAMENESS ON SOME BLOOD
CONSTITUENTSINDICATOR OF STRESSIN DAIRY COWS.

With the aim to determine the changes generated in some blood constituents indicator
of stressin dairy cows by differents degrees of lameness, a study was carried out in six dairy
farms from the province of Valdivia

The farms were visited between May and September 2005. A total of 103 dairy cows
were used, cows were selected by observation of their locomotion score when they walked out
of the milking parlour. The locomotion score was classified in a scale of 0 (sound) to 4 (very
lame). The selected cows were introduced in a contention crush, where after arest period of
ten minutes, blood samples were collected from the tail vein into heparin and NaF tubes. In
the blood samples the following analysis were realized: Cortisol (ELISA), Glucose (GOD-Pap
without deproteinization), Lactate (UV enzymatic test), p-Hidroxibutirate (oxidation
enzymatic technique of B-Hidroxibutirate to acetoacetate), PCV and Leucocytes (hematolgic
counter) and Creatininkinase (UV-kinetic method). Data obtained were introduced in an
EXCEL data sheet and analysed using the statistical program SPSS 10.0. To determine if
there were statically significant differences for each variable measured between cow groups
with different locomotion scores, a parametric test, one way ANOVA or non parametric,
Kruskall-Wallis test, were used when appropriate.

It was found that values of cortisol have significant differences (P< 0,05) in animals
with locomotion score 1 as compared to the other groups. Glucose had values significantly
lower (P< 0,05) than animals with locomotion score 3 and 4. The values of B-Hidroxibutirate
in cows with locomotion score 3 were significantly lower (P<0,05) than values from cows
with locomotion score 0 and 1. In relation to PCV values, significant differences were only
observed between animals with locomotion score 0 and 4. For the rest of the variables studied
no statistically significant differences were observed (P>0,05).

Under the conditions of the present study, it can be concluded that the different
lameness scores did not induce significant changes in the values of blood constituents
analysed. Also, it is possible that these blood constituents, were not adequate to assess stress
generated by lamenessin dairy cows
Key words: dairy cows, lameness, stress.

Funded by project FONDECY T 1040176
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3. INTRODUCCION

3.1. BIENESTAR ANIMAL Y SU RELACION CON LASCLAUDICACIONES.

Segun Broom y Jonson (1993), citado por Bustamante (2001), € bienestar de un
individuo se relaciona con los intentos que hace en su ambiente para poder desarrollarse
integramente. Otra forma de definir €l bienestar, es segin el grado de sufrimiento y de
satisfaccion del animal. Para poder evaluar €l grado de bienestar de un animal, debe hacerse
una diferenciacién entre aspectos de tipo conductual, tales como, vocalizaciones, alteraciones
en la postura, € mirarse, lamerse 0 morderse el &rea afectada y los de tipo fisiol6gico, donde
se producen alteraciones en los procesos biolégicos del animal, tales como, presencia o
ausencia de enfermedades (Gregory 1998, Carstensy Moberg 2000).

La evaluacion del comportamiento como un indicador de bienestar puede indicarnos
coémo los animales hacen frente a su ambiente y a su condicion fisiolégica. Se havisto que las
cojeras modifican el comportamiento normal de las vacas de leche, probablemente debido al
dolor. Por gjemplo, al comparar vacas cojas con vacas sanas se ha observado que éstas entran
a la sala de ordefia mas tarde, se levantan y sacuden sus miembros mas frecuentemente,
alternan su peso de un miembro al otro més a menudo durante la ordefia, en €l potrero pastan
por un periodo mas corto de tiempo, tienen unatasa inferior de bocadosy permanecen por mas
tiempo echadas rumiando (Echeverria 2002, O Callaghan 2002, Juarez y col 2003).

Los animales no deben ser expuestos a dolor o incomodidad en ninguna forma o
grado, y sus procesos biologicos deben ser tomados en cuenta al momento de sefialar las
condiciones de alojamiento y mangjo. Sin embargo, cada persona tiene una vision distinta
acerca de las obligaciones frente a los animales (Fraser y Broom 1997). La valoracion del
bienestar esta basada en la I6gica de las 5 libertades, las que entregan una comprension del
sistema de evaluacion del bienestar de cualquier animal en términos de su estado de nutricion,
confort, salud, temperamento y comportamiento. Las cinco libertades son una serie de metas
hacia las que |os duefios de |os animales y negociantes deberian esforzarse en alcanzar.

Estas libertades son:

— Ausenciade hambre y sed; libre acceso a agua dulce y a una dieta para mantener lasalud y
lafuerza.

— Ausencia de incomodidad, entregando un ambiente adecuado, que incluya refugiosy areas
confortables.

— Ausencia de dafo, dolor o enfermedad, con prevencion, rapidos diagnosticos y
tratamientos adecuados.

— Libre de expresar su comportamiento normal, otorgando suficientes espacios, instalaciones
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adecuadas y la compafia de otros animales.
— Ausenciade angustiay miedo.

Las cinco libertades de |os animales estan basadas en la percepcion de que los animales
sienten como nosotros el hambre, sed, miedo, frio y dolor, esto no implica que los animales
deban estar libres de sufrir algin grado de estrés, pero s un animal enfrenta situaciones
estresantes demasiado severas, complicadas o prolongadas y no logra tomar alguna accién
preventiva para aliviar ese cuadro de estrés, aparecen los efectos adversos (Fraser y Broom
1997, Gregory 1998, Webster 2001).

Webster (2001), describe una lista de problemas que son innatos en los sistemas de
produccion, la cual incluye un elemento importante que no se encuentra inserto en las 5
libertades, y corresponde a concepto de cansancio, ya que los animales deben continuar
produciendo aunque se sientan fisicamente agotados. Estos problemas son:

- apetito o enfermedades metabdlicas agudas.

- Incomodidad crénica, como malas camas, o pérdida de condicion.

- Aumento de enfermedades, por sobre exposicion a patdégenos o disminucion de la
inmunidad.

- Ansiedad crénica o frustracion, establos o pesebreras inapropiadas, etc.

- Cansancio metabdlico y/o fisico, debido a producciones prolongadas y excesivas.

- Doalor crénico o restriccion del movimiento, debido ala alteracion de partes del cuerpo

o de sus funciones. Ej. claudicaciones en vacas |lecheras.

L as claudicaciones son afecciones multifactoriales, siendo sus factores de riesgo
précticas de alimentacion, medio ambiente, procesos infecciosos, lagenéticay el
comportamiento tanto animal como humano (Vermunt 1992, Meyer y col 1998, Berry
1999, Acufia 2002). Lamayoriade los autores concuerdan que entre el 75% y el 90% de
los casos las enfermedades claudicdgenas se ubican de preferencia en los dedos, siendo el
85% en los miembros posterioresy el mismo porcentaje en la pezuia lateral (Fitzgerald y
col 2000, O Callaghan 2002, Tadich y col 2005). Las cuatro patologias mas
frecuentemente encontradas en las provincias de Valdivia, Osorno y Llanquihue, fueron: las

deformaciones crénicas de |a pezufia, seguidas por lesiones de lalinea blanca, lesiones de

murallay doble suela (Tadich y col 2005).
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Tadich y col (2005) y Flor (2006), sefidan que arededor de un 9% de las vacas
lecheras presentan algin problema de claudicacién en algin momento del afio, por lo que se
podria estimar gue aproximadamente 34.300 vacas cursan con a menos un episodio de cojera
al afo en la Décima Regiodn, y teniendo en cuenta que en esta Regién se concentra el 61,5% de
la masa ganadera lechera nacional (1.587.557 cabezas) las que producen el 66% (951 millones
de litros) de la produccién total (Chile, 1997), las cuales pueden disminuir su produccion
l&ctea entre un 20% a un 50%, con reducciones en la produccion que van desde 1,5 litros
diarios en las primeras semanas hasta 360 kilos en lactancias estandarizadas de 305 dias, de
esta forma podemos evidenciar €l impacto que tienen las claudicaciones en la produccion
lechera nacional (Rehbuny col 1980, Greeny col 2002).

Debido a la intensificacion de la produccion lactea, se ha producido un incremento en
la incidencia y prevalencia de las claudicaciones transformandolas en uno de los principales
problemas de bienestar animal, siendo sblo superadas por problemas reproductivos y mastitis
(Vermunt 1999, Galindo y col 2000, Webster 2001, Tadich y col 2005).

Las claudicaciones del ganado lechero producen pérdidas econOmicas debido a
disminucion en la produccion y descarte de leche por tratamientos efectuados; ineficiencia
reproductiva (principamente por falas en la deteccion de estros); aumento de la tasa de
eliminacién con € consiguiente riesgo de decomiso parcial o total de la canal, sumado a la
disminucion en la condicion corporal; aumento de los costos veterinarios, aumento en los
costos de la mano de obra, por e cuidado, tratamiento y tiempo adicional que necesitan los
animales afectados (Rehbun y col 1980, Sprecher y col 1997, Webster 2001, Gomez y col
2003).

Si bien las claudicaciones han sido estudiadas desde €l punto de vista de los factores
causales, existe poca informacion acerca de su implicancia en el bienestar animal; a pesar de
gue esta establecido que corresponden a condiciones debilitantes que producen dolor, estando,
generalmente, asociadas a dano de tegjidos, manifestandose con un caminar dificultoso que
disminuye la capacidad de desplazarse libre y comodamente o incluso el mantenerse de pie,
inhabilitandolas para competir por aguay alimento reduciendo asi su consumo (M Unzenmayer
1997, Barielle y col 2000, O Callaghan 2002, Tadich 2004).

En e Farm Animal Welfare Council (1997), se establece que € dolor experimentado
por el ganado cojo tiene un impacto sustancial en el bienestar animal, indicando que la cojera
es una condicion en extremo dolorosa y que se debe reducir su incidencia en forma urgente.
Se ha visto gque la cojera disminuye el umbral de dolor debido a cambios a nivel local (en €l
sitio de la inflamacién) y central del sistema nervioso mostrandose hipersensibles a estimul os
nocivosy en algunos casos presentando hiperalgesia hasta 28 dias después del tratamiento y la
desaparicion aparente de la cojera (Logue y col 1998, Whay y col 1998, O Callaghan 2002,
Vermunt 2005, Tejeda 2006).
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Los animales con claudicaciones estén sujetos a dolor e inflamacion especialmente si
la claudicacion pasa desapercibida por largos periodos de tiempo llevando a que cursen con
cuadros de cronicidad (Manson y Leaver 1988). Al igua que con muchos problemas fisicos
mediante una deteccién temprana de las cojeras, éstas pueden corregirse, realizando
tratamientos adecuados y previniendo que la claudicacion se desarrolle en un problema serio o
cronico afectando el bienestar y el desempefio del animal (Clarkson y col 1996, Scott 1996,
Logue y col 1998). El método més comin de deteccidn de las claudicaciones involucra la
observacion de las vacas, poniendo especial atencion en anormalidades obvias en el modo de
andar.

En muchos casos de claudicaciones, los agricultores esperan que los animales
mantengan sus rendimientos de produccion (Zimmerman 2001, Hettich 2003) generando un
fuerte grado de estrés para € animal, debido a que e dolor siempre esta presente en las
afecciones podales.

3.2. FISIOPATOLOGIA DEL ESTRES

El dolor producido por las claudicaciones, es considerado el quinto signo clinico de un
cuadro de estrés junto a la temperatura rectal, pulso, frecuencia respiratoria y presion
sanguinea (Muir y col 2004). Lapresencia o ausencia de algun grado de estrés es el indicador
més importante y utilizado de bienestar animal. El estrés es usado para indicar alguna
condicion ambiental adversa, pudiendo tener un origen climéatico, nutricional, social,
fisiolégico, infeccioso o toxico, por lo tanto es considerado un evento anormal e indeseable
(Stott 1981).

El término estrés fue introducido por Hans Selye en el afo 1935, quien descubrig, los
estimulos que podian provocar esta condicion, como la activacion del Eje Hipotaldmico-
Hipofisiario-Adrenal; éste autor definio el estrés como “la accion de estimulos nerviosos y
emocionales provocados por el ambiente sobre los sistemas nervioso, endocrino, circulatorio
y digestivo de un animal, produciendo cambios medibles en los niveles funcionales de estos
sistemas’ (Bustamante 2001, Lay y Wilson 2001). Selye (1973), citado por Caballero y
Sumano (1993), sefidd que el estrés presenta una relacion positiva entre la agresividad del
medio externo y la magnitud de la respuesta orgéanica del individuo, siendo una reaccion de
defensa ante los agentes inductores de estrés, los cuales son detonadores de respuestas
organicas capaces de desequilibrar los mecanismos reguladores de la homeostasis. Se ha
discutido la existencia de una respuesta especifica frente al estrés, y se ha sugerido que tanto
las respuestas conductual es como fisiol 6gicas muestran un alto grado de especificidad segun €
factor estresante (Herskin y col 2004).

Stott (1981), propone que e mecanismo de respuesta a estrés estd basado
principalmente en dos conceptos basicos. el Sindrome de Emergencia descrito por Walter
Cannon en 1932, que involucra a Sistema Simpatico-Adrenal, en e cua € organismo se
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prepara para hacer frente a peligros inminentes generando la respuesta de “lucha y huida’,
llamada hoy en dia respuesta simpética-suprarrenal, la cual posibilita a un animal a actuar
inmediatamente frente a un factor estresante, de esta forma se produce una activacion neuronal
en el hipotdlamo que causa laliberacion de adrenalina desde la médula suprarrenal, aumenta el
ritmo cardiaco, la disponibilidad de glucosa, y aumenta tanto la presion, como €l volumen
sanguineo, € cual es reencauzado fuera de los 6rganos no esenciales hacia el corazén y los
musculos estriados, a fin de que e animal pueda responder peleando o escapando de la
amenaza (Lay y Wilson 2001). El segundo concepto es € Sindrome General de Adaptacién
de Selye, que corresponde a una teoria de adaptacion a un estrés biologico y consta de tres
fases. i) respuesta inmediata, mediada por €l sistema simpatico; de carécter automética,
defensiva y antiinflamatoria, se produce un aumento de la frecuencia cardiaca, contraccion
esplénica con liberacion de globulos rojos, aumento de la capacidad respiratoriay aumento de
la coagulacion sanguinea. Es una respuesta de duracion limitada caracterizada por una gran
liberacién de glucocorticoides a torrente sanguineo, ii) resistencia, en esta etapa e organismo
intenta superarse, adaptarse o afrontar la presencia de los factores que percibe como una
amenaza 0 agente nocivo, en esta fase hay una participacion del gje hipotalamo-hipéfisis y
corteza adrenal, ocurre una normalizacion de los niveles de corticoesteroides y tiene lugar una
desaparicion de la sintomatologia y finalmente iii) reaccion de agotamiento, que ocurre
cuando el estimulo crénico se repite con frecuencia o es de larga duracion sobrepasando los
niveles de resistencia aumentando la actividad endocrina produciendo efectos dafinos sobre
los sistemas y aparatos pudiendo terminar con la muerte del individuo (Axelrod y Reisine
1984, Friend 1991, Caballero y Sumano 1993).

Sin embargo, Bohus (1987) citado por Tadich y col (2005), indica que las tres fases
que presenta €l SGA de Selye no representan fielmente la realidad animal, ya que, éstos
presentan reacciones diferentes alos humanos en cuanto a la percepcién del ambiente, estrésy
adaptacion.

Como se describio anteriormente la respuesta fisiol6gica ante una situacion de estrés
supone la activacion de dos sistemas principalmente, uno de ellos es € ge Hipotdamo-
Hipofisis-Adrenal, el cua en respuesta a un factor estresante como el dolor, trauma o frio
segrega la hormona Corticotrofina (CRH) que actta sobre la hipéfisis y provoca la liberacion
de la Adenocorticotrofina (ACTH). En respuesta a estrés los niveles de ACTH aumentan
desde 5 a 100 veces sobre |os niveles basales alcanzando un maximo entre los 10-15 minutos
dependiendo de la duracién y la intensidad del estimulo, una vez liberada a la circulacién
parece tener una vida media de 6-7 minutos, en la circulacién periférica da lugar a la
produccion de glucocorticoides, principalmente cortisol a nivel de la corteza suprarrenal. La
secrecion de cortisol no es continua sino de caracter episodico, su secrecion es intermitente
durante cortos periodos de tiempo y la separacion entre los picos puede durar incluso varias
horas.

El otro es el Sistema Nervioso Simpético, en € cud se generan impulsos nerviosos,
seguidos por una respuesta de caracter rapida y breve, que conlleva a la liberacion de
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adrenalina y noradrenalina, que mantienen la homeostasis del organismo. Ambas son las
encargadas de poner a cuerpo en estado de alerta, preparédndolo para luchar o huir, aumentan
la frecuencia cardiaca, la vasoconstriccion periférica, la glicemia, la dilatacién pupilar,
producen aumento de la ventilacion y de la coagulabilidad de la sangre, aumentan la
produccion de tiroxina e inhiben la secrecion de prolactina (Axelrod y Reisine 1984, Breazile
1987, Currie 1988, Friend 1991, Lay y Wilson 2001, Méstl y Palme 2002, Lagger y col 2004).

Si bien, €l estado de estrés tiene la capacidad de provocar una abundante descarga
hormonal desde la glandula suprarrenal y fibras terminales nerviosas respectivamente, la
liberacion de acetilcolina antagoniza los efectos de adrenalina y noradrenalina evitando un
desbalance entre los dos sistemas que pudiera poner en peligro lavida (Cruz y Vargas 1998).

L os glucocorticoides aumentan la glucosa disponible en e cuerpo ya sea destruyendo
proteina, glicdgeno o grasa, facilitando asi la gluconeogénesis y suprimiendo la utilizacion de
glucosa en la circulacion periférica. Deprimen e sistema inmune, inhibiendo la sintesis de
casi todas las citoquinas conocidas y alterando el crecimiento y la diferenciacion de las células
inmunes (Lay y Wilson 2001, Lagger y col 2004).

Otras hormonas que estan presentes son la adosterona y la antidiurética, ambas
fomentan la retencion hidrosalina creando un mecanismo adaptativo en presencia de
hemorragias o deshidrataciones por sudoracién excesiva, por otro lado las B-endorfinas que
corresponden a péptidos opioides producidos en la Hipdfisis, elevan e umbral de tolerancia a
los estimulos dolorosos. Se ha visto que en muchas especies como ovinos, porcinos y
humanos, el dolor y e estrés causan un significativo aumento en las concentraciones
plasmaticas de B-endorfinas (Friend 1991, Tumey Shaw 1992, Méstl y Palme 2002).

Los estados de estrés pueden ser medidos a través de variables sanguineas sean éstas
hormonas 0 metabolitos, la ventga de estas mediciones es que producen resultados
cuantificables y posibles de comparar (Tadich 2004). Entre los indicadores sanguineos de
estrés mas comunmente utilizados se puede mencionar € Cortisol, Catecolaminas, Factor
Liberador de corticotropina, metabolitos como  Glucosa, B-Hidroxibutirato,
Creatinfosfoquinasay Lactato los que pueden ser adecuados para la evaluacion del estrés, si se
les correlaciona con variables fisioldgicas como temperatura corporal, frecuencia cardiaca,
respiratoria, hematocrito y relacién neutréfilog/linfocitos (Caballero y Sumano 1993, Alvarado
1999, Tadich y col 2000, Tadich 2004). La capacidad de adaptacion y la complejidad de las
respuestas fisiolégicas de un individuo se esquematiza en la figura 4, segan una modificacién
de Caballero y Sumano (1993), citado por Echeverria (2002).
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9
Estimulo estresante > Cerebro
I Hipotdlamo Activacion S. N. Simpético
Hormona Liberadora de Corticotrofina Médula Adrenal
Hipdfisis Liberacién de Adrenalina > 1+ VGA
) / \ / \ — ;lactato
ACTH B-lipotropina Adaptacién Shock
Voo~ }
Corteza adrenal B-endorfinas Muerte
Glucocorticoides
— Cor ll sol > l
Neoglucogénesis en l blogueo insulina Disminucion
Defensas
Higado (aay proteinas) Movilizacion tgj. Graso l
l Glucogeno
B -hidroxibutirato —> Cuerpos ceténicos Glucosa
(hasta 12 horas) Disminucién de Proteinas, Timo,
Macroéfagos e
l Inflamacion.

CiclodeKrebs —»  aumento glucosa

Figura 1. Fisiopatologia del estrés (Echeverria 2002).
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10

3.3.- CONSTITUYENTES SANGUINEOS INDICADORESDE ESTRES

3.3.1.-Cortisol:

Es el principa glucocorticoide secretado en respuesta a ACTH por parte de la hipéfisis
desde la zona fascicular y reticular de la corteza adrenal, y sus valores sanguineos son
ampliamente reconocidos como parametros fisiol dgicos de estrés, siendo un buen indicador de
cuadros de estrés agudo, aunque su aumento solo seria un indicador neuroendocrino primario
(Moberg 1987, Alvarado 1999, Palme y col 2000, Mellor y col 2002). Su transporte en la
sangre depende de su unién a proteinas plasmaticas, tales como la globulina ligante de
corticoides o transcortina (75%) y abumina (10%), e 10% restante se encuentra libre. La
vida media de eliminacién del cortisol es de 60 minutos aproximadamente y se elimina por la
orina (75%) y las heces (25%), por lo cual € higado juega un rol importante en la
modificacién de esta hormona, y en menor proporcién los rifiones (Alvarado 1999,
Cunningham 1999, Morrow y col 2002, Lagger y col 2004). Hay que tener presente que €l
cortisol presenta un ritmo ultradiano y circadiano en vacas lecheras, e ritmo ultradiano
corresponde a oscilaciones en |os niveles de esta variable cada 120 minutos, en cuanto a ritmo
circadiano este indica que los valores tanto de ACTH y de cortisol son mas bajos a media
nochey mas altos alas 6:00 am. (Thuny col 1981, Lefcourt y col 1993, Cunningham 1999).

L os glucocorticoides influencian el metabolismo de los carbohidratos, aumentando la
gluconeogénesis hepética lo que lleva a generar hiperglicemia, suprimiendo asi la utilizacion
de glucosa en la circulacion periférica; promueven el catabolismo proteico; poseen una
funcion de lipdlisis, 1o que resulta en liberacion de acidos grasos libres y glicerol. Por otra
parte, tienen un efecto negativo en el sistema inmune e interfieren en la respuesta inflamatoria
(Coles 1986, Alvarez 2002, Cunningham 1999, Lagger y col 2004). Oyarce y col (2002),
sefialan que la concentracion plasmética promedio de cortisol en vacas es de 1,4+1,2 pg/dl.

Los valores de cortisol sanguineo han sido reconocidos como indicadores de estrés 'y
de dolor, ya que cambios en la concentracion de cortisol, si bien no miden exactamente cuanto
dolor esta sintiendo ese animal, entregan informacion acerca de la nocividad del factor
(Morton y Griffiths 1985, Palme y col 2000, Moberg y Mench 2005). El aumento del cortisol
es fundamental para desencadenar el mecanismo de adaptabilidad del animal frente a un factor
estresante, movilizando grasas y regulando la respuesta inflamatoria en e caso de alguna
lesion; sin embargo, se ha visto que los aumentos sostenidos de cortisol son perjudiciales,
disminuyendo € crecimiento, la produccién lactea, suprimiendo e sistema inmunolégico y
generando atrofia de tegjidos (Morrow y col 2002).

La respuesta de los glucocorticoides a estrés es inmediata, las concentraciones de
cortisol aumentan rapidamente hasta alcanzar, en minutos, valores varias veces superiores a
los normales, siendo proporcionales a la gravedad del estrés (Ley y col 1996, Cunningham
1999). Se ha visto que en la mayoria de los manejos de animales de granja se produce un
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aumento en las concentraciones sanguineas de cortisol a medida que aumentan los niveles de
estrés (Ley y col 1991, Ley y col 1996). En los casos de laminitis cronica en vacas, |os niveles
de cortisol fueron significativamente mayores comparadas con vacas clinicamente sanas
(Belgey col 2004).

3.3.2. - Glucosa;

La glucosa constituye la principal fuente de energia en € organismo, participando
ademés en la sintesis de aminoacidos y acidos grasos como también formando parte
estructural de glicolipidosy glicoproteinas (Wittwer y Bohmwald 1983). La glucosa depende
principamente de los niveles de insulina en & organismo, por lo tanto sin insulina su
metabolismo normal se elimina casi por completo y las células deben depender de la
gluconeogénesis;, es la principal sustancia empleada por la glandula mamaria para formar
lactosa, principal azlcar de la leche (Frandson y Spurgeon 1995). La glucosa se amacena en
el cuerpo en forma de glucogeno (Cunningham 1999), el cual se forma anabdlicamente por €l
proceso denominado glucogénesis en los hepatocitos y en las células del musculo estriado
voluntario (Frandson y Spurgeon 1995). Valores promedio de glucosa en bovinos son de 3,0-
4,4 mmol/L (Wittwer y Bohmwald 1983).

Una de los efectos mas importantes del aumento de glucocorticoides es el incremento
en los valores de glucosa, en respuesta a algunos factores estresantes severos, llevando a una
hiperglicemia. Este aumento de los valores ocurre principalmente por una inhibicion de la
absorcién de esta variable en los tejidos periféricos, en particular en las células musculares y
adiposas, redistribuyéndola hacia musculo estriado, cerebro y otros tejidos finos y
favoreciendo la gluconeogénesis hepética (Cunningham 1999). Por otro lado, € aumento de
la glucosa sanguinea puede estar dado por € incremento de los niveles de catecolaminas
circulantes las cuales son necesarias para la mantencion de la respuesta de huida, éstas inhiben
la utilizacién de la insulina aumentando los valores de glucosa sanguinea circulante. Sin
embargo, no hay informacién de estados intermedios entre la intensidad de respuesta a estrés
y los niveles de glucosa sanguinea en bovinos. La glucosa sanguinea no es un indicador muy
confiable de la intensidad del estrés en animales, ya que sus niveles pueden ser aterados por
diversos factores (Mudron y col 2005).

3.3.3. - Lactato:

El lactato o acido lactico es un producto del metabolismo anaerébico de los
carbohidratos y deriva principamente de las células musculares y globulos rojos. El
glucdgeno al ser transformado através de lavia glicolitica en piruvato, puede ser usado parala
generacion de ATP o convertido en lactato (Gregory 1998). Segun Gregory (1998), las
reservas de glucogeno hepético se agotan entre las 12 a 24 horas posteriores a ayuno, de esta
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manera |os niveles de lactato y piruvato producidos por € musculo aumentan para luego pasar
a la sangre favoreciendo la gluconeogénesis para asi poder mantener la glicemia del
organismo. Los valores de lactato pueden aumentar debido a anoxias secundarias a
condiciones de shock, neumonias e insuficiencias cardiacas congestivas, también pueden
aumentar en cuadros de insuficiencia renal y leucemias. La deficiencia de tiamina puede
producir un incremento en los valores de este metabolito (Frandson y Spurgeon 1995). Por lo
tanto hay que considerar que esta variable es féacilmente influenciable por diversos factores,
tanto relacionados con e manegjo, como por factores individuales, debido a esto el lactato,
podria no ser un buen indicador de estrés (Tadich y col 2003). Los valores de referencia para
la especie bovina van desde 0,6-2,2 mmol/l (Radostits y col 2000).

3.3.4. — p-Hidroxibutirato (3-HBA):

Los cuerpos cetonicos estdn congtituidos por metabolitos intermediarios del
metabolismo de las grasas, como son el acido acético, acetona 'y B-hidroxibutirato, los cuales
funcionan como sustitutos energéticos que sirven de una manera similar a la glucosa utilizada
por los monogastricos, ya que aportan un 60-80 % de la energia a la dieta de los rumiantes
(Wittwer y Bohmwald 1983, Cunningham 1999). El butirato es el principal precursor del -
HBA € cual se produce a nivel del epitelio ruminal y como un producto intermediario del
metabolismo de las grasas enddgenas, es producido en €l higado de los rumiantes y no
rumiantes. Cuando la cantidad de grasa movilizada excede la capacidad de oxidacion del
higado, se produce un incremento de los cuerpos cetonicos (B-hidroxibutirato) (Contreras
1998). La concentracion sanguinea de este metabolito en esta especie alcanza a 0,41 + 0,03
mmol/L (Kaneko 1997).

Las cojeras pueden resultar en una pérdida de peso, produciéndose un aumento en las
concentraciones de B-hidroxibutirato en la sangre, como respuesta a la fata de alimento
(Warrissy col 1995).

3.3.5. - Hematocrito (VGA):

Wittwer y Béhmwald (1983), lo definen como el porcentaje del volumen de la sangre
que estd dado por los eritrocitos y su valor depende fundamentalmente del nimero de
eritrocitos y de su tamafio, ademas constituye la prueba aislada més (til en hematologia por la
informacion gque entrega y por su facilidad, costo y exactitud (Coles 1986). Su valor en la
especie bovinavariade 24 — 46 % (Wittwer y Bohmwald 1983).
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El aumento del Hematocrito puede deberse principalmente a dos factores, i) una
contraccion esplénica, por estimulacion simpético adrenal o por un aumento de las
catecolaminas circulantes y ii) e movimiento de fluidos fuera del compartimiento vascular
(Alvarado 1999). Segun Blood y col (1992), existen dos causas principal es de deshidratacion,
una es la ingesta insuficiente de agua y otra la pérdida de la misma. Los bovinos con
afecciones podales disminuyen su desplazamiento con el objeto de evitar €l dolor producido
por la cojera, de esta forma podrian disminuir su consumo de agua, por otra parte los
glucocorticoides liberados en cuadros de estrés debido a dolor inducen un proceso de diuresis,
inhibiendo la actividad de la vasopresina a nivel del tubulo distal e incrementando la velocidad
de filtracion glomerular favoreciendo de esta manera la pérdida de agua y € aumento del
hematocrito (Cunningham 1999).

3.3.6. — Creatinfosfoquinasa (CK, EC 2.7.3.2.):

Corresponde a la enzima mas frecuentemente usada en suero para la determinacion de
enfermedades musculares en los animales domésticos. En el musculo esta enzima actla
haciendo que el ATP sea mejor aprovechado en lafase de contraccion, por lafosforilacion del
ADP (Kaneko 1997). Aparece en la circulacion plasmética como resultado de dafio tisular y
es relativamente 6rgano especifico (Alvarez 2002). La enzima es liberada desde el misculo
esguel ético como respuesta a cambios en la permeabilidad de la membrana celular y llega en
pulsos a la circulacion desde el tejido dafiado durante un fuerte gercicio o como resultado de
dafio producido por contusiones (Alvarado 1999). Los valores de referencia para e bovino
varian entre 35-280 U/L (Radostitsy col 2000).

3.3.7. - Leucocitos:

Nombre genérico que se les da a las diferentes células blancas nucleadas de la sangre,
incluyendo neutrofilos (18-40%), monocitos (2-8%), eosinéfilos (5-18%), basofilos (0-2%) y
linfocitos (45-65%), todos ellos participan en mecanismos de defensa del organismo, pero son
cinética, morfoldgica y funcionalmente diferentes. Los leucocitos son importantes para las
respuestas inmunitarias y alérgicas del cuerpo. El estudio de los cambios en € ndimero y
morfologia de los leucocitos es de gran utilidad para orientarse sobre la naturaleza y gravedad
de una patologia (Wittwer y Béhmwald 1983).

El aumento de los glucocorticoides debido a estrés produce un aumento en la
liberacién de neutrdfilos maduros desde la médula dsea, disminuyendo su paso desde la sangre
alostejidosy aumentando la migracion del pool circulante ubicado en las paredes de |os vasos
sanguineos y tejidos cercanos a la circulacion (Alvarez 2002, Tadich y col 2003). La
magnitud de este aumento disminuye con el tiempo, pero se ha demostrado que en cuadros de

17 de 44



Sitio Argentino de Produccién Animal

14

estrés crénico se produce leucocitosis mediada principalmente por una neutrofilia, mientras
que lo valores de linfocitos y eosinéfilos disminuyen, los cuales persisten mientras las
concentraciones de glucocorticoides permanezcan elevadas (Alvarez 2002, Yagi y col 2004).
El valor de referencia en bovinos es de 5-9 mil/ul (Wittwer y Bohmwald 1983).

Por otro lado, 1os glucocorticoides modulan tanto a los mediadores del sistemainmune
como los del proceso antiinflamatorio: prostaglandinas, leucotrienos, quininas, serotonina e
histamina. Se ha visto que la interaccion del sistema inmune con el sistema endocrino no es
solo de una via, Sino que seria una comunicacion bidireccional, ya que se ha visto que
inflamaciones 0 lesiones en los tgidos generan una produccion de citoquinas, las cuaes
activan € ge hipotdlamo-adrenal incrementando las concentraciones de glucocorticoides, los
cuales inhiben tanto la produccion como la accion de estas sustancias (Kaneko 1997, Lay y
Wilson 2001).

Basado en los antecedentes planteados y sumado al creciente interés cientifico en
cuantificar € estrés producido por las cojeras en las vacas lecheras y su implicancia en €l
bienestar animal de estos animales se plantearon |as siguientes hipotesis de trabgjo.

Hipoétesis.

Ha: Las claudicaciones en las vacas de lecheria producen un aumento en los valores de
algunos constituyentes sanguineos indicadores de estrés.

Ha: Las concentraciones de algunos constituyentes sanguineos indicadores de estrés
aumentan a medida que se incrementa el grado de claudicacion que presentan las vacas.

Para comprobar o rechazar estas hipoétesis se plantearon |os siguientes objetivos.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

1 Evaluar €l bienestar animal en vacas lecheras mediante la determinacion de las
concentraciones de algunos constituyentes sanguineos indicadores de estrés.

Objetivo Especifico:

1. Determinar y comparar las concentraciones sanguineas de cortisol, glucosa, lactato, -
hidroxibutirato, hematocrito, creatinfosfoquinasa y leucocitos en vacas lecheras con distintos
grados de cojerasy clinicamente sanas.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1.- Material:

4.1.1.- Material Biolégico:

Se utilizaron 103 vacas lecheras raza Frisobn Negro con distintas producciones y
distintos estados de lactancia, pertenecientes a seis lecherias de la provincia de Valdivia. Las
lecherias contaban con registros de produccion de leche, registros de cojeras y brete de
contencion. Las vacas se dividieron en cinco categorias de acuerdo al grado de locomocion
gue presentaban: grado 0 (n=35), grado 1 (n=18), grado 2 (n=21), grado 3 (n=21) y grado 4
(n=11).

4.1.2. - Material Fisico:

Tubos a vacio vacutainer® con heparina (10 ml) y NaF (5 ml), soportes 'y agujas para
la obtencién de las muestras de sangre.

Brete de contencioén.

4.2. - Método:

Las lecherias fueron seleccionadas por conveniencia, para lo cual se solicitd la
cooperacion de los propietarios de seis predios de la provincia de Valdivia, con los cuales se
programaron las visitas mediante contacto telefdénico, explicandoles el objetivo del trabajo. El
numero de visitas a cada predio dependié de la cantidad de animales cojos que habia en €llas,
y serealizaron durante €l periodo de mayo a septiembre del 2005.

Durante cada visita se determiné el grado de locomocion y miembro afectado de todos
los animales a |la salida de la sala de ordefia mediante observacion directa, siendo utilizadas
solo aquellas vacas que presentaran alteraciones en los miembros posteriores. El grado de
locomocion se clasificd en una escala de 0 a4 de acuerdo ala pauta utilizada por Tadich y col
(2005):
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e Locomocién Grado 0O: lavaca se encuentra sana.

e Locomociéon Grado 1: la vaca se encuentra parada normalmente, pero arquea € lomo
al caminar. Lavaca presenta una claudicacion apenas perceptible al desplazarse y trata
de disminuir lafuerza de apoyo con el miembro afectado.

e Locomociéon Grado 2: lavaca a estar parada o caminando arquea el lomo, lo que se
interpreta como una claudicacion evidente. La disminucion de la fuerza de apoyo se
hace més evidente, demostrando una claudicacion manifiesta a desplazamiento.

e Locomocién Grado 3: existe dificultad para caminar, y la vaca intenta no apoyar €l
miembro afectado. Es una claudicaciéon grave. El animal précticamente no apoya €l
miembro afectado y se le dificulta el movimiento.

e Locomocién Grado 4: es una claudicacion severa. La vaca rehlsa levantarse o
caminar por iniciativa propiay prefiere el decubito.

La seleccion de las vacas grado O de locomocion se realizdé mediante registros, las
cuales debian ser similares en nUmero de partosy en estado de |actancia a las vacas con grados
delocomocién 1, 2, 3y 4.

Las vacas utilizadas fueron introducidas a un brete de contencion dejandolas en reposo
por 10 minutos, luego de los cuales se les determind |la frecuencia respiratoria (ciclos/minuto),
la frecuencia cardiaca (latidos/minuto) y temperatura rectal (°C), (estos antecedentes fueron
utilizados en otra Memoria de Titulo (Tejeda 2006)). Posteriormente, se procedio atomar dos
muestras de sangre mediante venopuncion coccigea con tubos a vacio con Heparinay NaF los
cuales fueron transportados el mismo dia al Laboratorio de Patologia Clinica del Instituto de
Ciencias Clinicas de la Universidad Austral de Chile, donde fueron centrifugados y el plasma
fue almacenado a-20°C, para su posterior andlisis.

Las muestras de sangre para la determinacion de cortisol, B-hidroxibutirato,
creatinfosfoquinasa, VGA, y leucocitos se obtuvieron con tubos a vacio con heparing,
mientras que las muestras para determinar lactato y glucosa se obtuvieron con tubos a vacio
con NaF. Losandlisis de los constituyentes sanguineos se hicieron de acuerdo a los siguientes
métodos:

— Cortisol: la determinacion (ug/dl) se realizd mediante ELISA en e Laboratorio de
Fisiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Concepcion, para
lo cual se envié plasma congelado a-20°C.

— Glucosa (mmol/L): la concentracion sanguinea se determiné por medio de la prueba GOD-

Pap, sin desproteinizacion n° articulo 2623, de RANDOX® y un autoanalizador Cobas
Mira Plus (Roche®).
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— Lactato (mmol/L): se determiné mediante la técnica basada en el test UV enzimatico, n°
articulo 182287 de Roche® y un autoanalizador Cobas Mira Plus (Roche®).

— B-hidroxibutirato (mmol/L): la concentracion sanguinea fue determinada mediante una
técnica enzimatica que consiste en la oxidacion de B-hidroxibutirato por medio del NAD+
(Nicotinamida adenin dinucléotido) mediante la enzima 3 HBDH (3- hidroxibutirato
deshidrogenasa) a acetoacetato, la cantidad de NAD+ reducido se medio con un
espectrofotémetro HITACHI 4020.

— Cregtinfosfoquinasa (U/L): la determinacién de la actividad plasmatica se realizd
mediante el método UV-cinético, a 340nmy 37°C, optimizado segin ECCLS Y IFCC de
HUMAN. Se emplearon reactivos n° articulo 12015 y un autoanalizador Cobas Mira Plus
(Roche®).

— VGA (%) y Leucocitos (miles/ul). la determinacion se realizé utilizando un contador
hematol 6gico Sysmex K X-

Analisis estadisticos. Los datos obtenidos, fueron ordenados y separados en 5 grupos de
acuerdo al grado de locomocién que presentaban los animales, y posteriormente ingresaron
como variables numeéricas a una planilla Microsoft Excel, en donde se calcularon promedios y
desviaciones estandar para cada grupo estudiado. Los resultados se presentan en base a tablas
y gréficos. De acuerdo a s los datos siguieron una distribucion normal y sus varianzas eran
homogéneas las diferencias entre grupos de determinaron utilizando pruebas paramétricas
ANOVA de una via o no paramétricas Kruskall-Wallis. Para determinar qué grupos eran
distintos a otros se utiliz6 el método de Scheffé. Para el andlisis estadistico de los datos se
utilizo el programa estadistico SPSS 10.0.
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5.RESULTADOS

5.1. CONCENTRACIONESPLASMATICAS DE CORTISOL

La concentracion plasmatica de cortisol fue significativamente menor (P< 0,05) en
aquellas vacas con grado de locomocion 1 con respecto a los otros grupos. Excepto por €l

grupo de vacas con locomocién grado 1 € resto de los grupos presentd valores por sobre €l
rango referencial de laespecie (Figura 2).

Cortisal (ug/dl)
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L ocomocion

Figura 2. Vaores promedio + D.E. de las concentraciones plasmaticas de Cortisol (ug/dl) para
vacas |lecheras con distintos grados de locomocién.

5.2. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE GLUCOSA

El grupo de vacas con locomocion grado 1 presentd concentraciones plasmaticas
promedio de glucosa significativamente més bajas (P<0,05) con respecto a las vacas que
presentaron locomocion grado 3 y 4 (Figura 3). Los vaores promedio de los grupos
estudiados estuvieron dentro de los rangos de referencia de la especie.
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Figura 3. Valores promedio + D.E. de las concentraciones plasméticas de Glucosa (mmol/L)
para vacas lecheras con distintos grados de locomocion.
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5.3. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE LACTATO

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los valores promedio de
los grupos estudiados, encontrandose todos |os valores dentro de los valores de referencia para
laespecie (Figura4).

Lactato (mmol/L)

Grado0 Gradol Grado2 Grado3 Grado4

L ocomocion

Figura 4. Vaores promedio + D.E. de las concentraciones plasméticas de Lactato (mmol/L)
para vacas lecheras con distintos grados de locomocion.

5.4. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE g -HIDROXIBUTIRATO (B-HBA):

Los valores plasméticos de - hidroxibutirato de las vacas con grado 3 de locomocion
fueron significativamente mas bajos (P<0,05) que los valores de las vacas con grados 1y 0 de
locomocion. Los animales de los grupos con grado de locomocién 0 1, 2 y 4 presentaron
valores promedio por sobre los rangos referenciales de la especie (Figura 5).
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Figura 5. Vaores promedio + D.E. de las concentraciones plasméticas de -Hidroxibutirato
(mmol/L) paravacas lecheras con distintos grados de locomocién.
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5.5.VALORESDE HEMATOCRITO

Los vaores del hematocrito de las vacas con grado de locomocion O fueron
significativamente més atos (P<0,05) que los de aguellos que presentaban grado de
locomocion 4, no asi para los demas grados de locomocion (Figura 6). Todos los grupos
presentaron valores del hematocrito dentro de los rangos de referencia para la especie.
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Figura 6. Valores promedio = D.E. de los valores sanguineos de Hematocrito (%) para vacas
lecheras con distintos grados de locomocion.

5.6. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CREATINFOSFOQUINASA (CK, EC
27.3.2)

La actividad enzimatica de creatinfosfoquinasa no presentd diferencias significativas
(P> 0,05) entre los diferentes grupos de animales estudiados. Se observd un leve aumento
sobre los rangos referenciales para la especie en aquellos grupos de animales que presentaron
grado 2 y 4 de locomocion, no asi paralos otros grupos estudiados (Figura 7).
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Figura 7. Valores promedio + D.E. de las concentraciones plasméticas de Creatinfosfoquinasa
(U/L) paravacas lecheras con distintos grados de |locomocion.
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5.7. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE LEUCOCITOS

No se encontraron diferencias significativas (P> 0,05) entre los valores promedio de los
grupos estudiados, y todos los valores se encontraron dentro de los valores de referencia para
la especie (Figura 8).
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Figura 8. Vaores promedio + D.E. de las concentraciones plasméticas de Leucocitos
(miles/ul) paravacas lecheras con distintos grados de locomocién.
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6. DISCUSION

Hasta donde es conocimiento de la autora, € presente estudio es € primero realizado
en Chile, que entrega antecedentes sobre la medicion de variables sanguineas con el propdsito
de determinar el estrés generado por las claudicaciones en vacas lecheras.

6.1. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE CORTISOL

Los resultados de este estudio en relacion a esta variable no fueron los esperados, se
postulaba que a medida que aumentara € grado de claudicaciéon, se incrementaran las
concentraciones de esta hormona (Fig. 2). Estos resultados difieren con lo encontrado por
diversos autores, que demostraron un aumento en las concentraciones sanguineas de cortisol a
medida que aumentaban los niveles de estrés en los animales (Ley y col 1991, Tume y Shaw
1992). Por otro lado, las concentraciones plasméticas de cortisol en las vacas grado O de
locomocion fueron similares a las de las vacas con grados 2,3 y 4 de locomocion, lo que
concuerda con lo reportado por Ley y col (1991) en ovejas con footrot, quiénes encontraron
gue las concentraciones plasméticas de cortisol en las ovejas sanas no fueron diferentes a las
encontradas en las ovejas afectadas por esta condicion. Sin embargo, en € presente estudio
los valores de cortisol se encontraron sobre €l rango de referencia para la especie en las vacas
grado 0, lo que difiere con €l estudio anteriormente mencionado. Este aumento podria deberse
aque €l cortisol es unavariable facilmente influenciable, tanto por el manegjo, clima, como por
los ritmos circadianos y ultradianos del cortisol presentes en vacas lecheras (Thun y col 1981,
Lefcourt y col 1993).

Los animales que presentaron grados de locomocion 1, tuvieron valores
significativamente menores (P<0,05) que las vacas grado O, 2, 3y 4, lo cua pudo deberse a
gue la mayoria de estos animales pertenecian a un predio experimental de la Universidad
Austral de Chile (Punahue), por lo que pudieron haber estado acostumbrados al manegjo de
rutina que se le daba en e mismo.

El aumento de los valores de las vacas con grados 2, 3y 4 por sobre los rangos de
referencia concuerda con lo encontrado por Belge y col (2004), quienes demostraron que las
concentraciones plasméticas de cortisol aumentan significativamente en vacas con laminitis
cronicas.

6.2. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE GLUCOSA

De acuerdo con Mudron y col (2005), la glucosa sanguinea en los animales responde a
algunos factores estresantes severos como es el caso del trauma quirdrgico, cursando con una
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hiperglicemia, la cual solo dura un periodo corto de tiempo dependiendo principa mente de los
niveles de glucocorticoides y catecolaminas circulantes. Debido a que las cojeras
generalmente corresponden a cuadros de caracter crénico, no existiria un estimulo sostenido
en el tiempo para que los valores de glucocorticoides y catecolaminas se mantuvieran altos
durante la presentacion de las cojeras y asi aumentar los valores de esta variable, ya sea por un
aumento en la gluconeogénesis hepética, o por una redistribucion de la glucosa circulante
hacia cerebro y musculo estriado, 1o que no concuerda con lo encontrado en este estudio, ya
que los valores de esta variable se encontraron dentro de los rangos de referencia para la
especie en todos |os grupos estudiados. También tenemos que tomar en cuenta que la glucosa
es una variable que se ve afectada por la produccion lactea, condicion corporal y su estado de
lactancia, siendo esta variable influenciable por factores propios del animal.

Las diferencias significativas observadas entre los grupos de animales con grado 1y
los animales grado 3 y 4 (Fig. 3), pueden deberse a que la glucosa es influenciada
directamente por €l cortisol y las catecolaminas, concordando en el presente estudio con €l
comportamiento del cortisol €l cual también presenté una diferencia significativa con los
grados mas avanzados de locomocion (Kaneko 1997, Cunningham 1999).

6.3. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE LACTATO

El lactato se degrada por una disminucion de las reservas energéticas provenientes
directamente de la glucosa sanguinea, dependiendo directamente de los niveles de glucdgeno
como del nivel de oxigenacion de los tejidos, ya que €l lactato corresponde a un producto del
metabolismo anaerobico de los tgjidos. Por |o tanto debemos tomar en cuenta que vacas que
presentan cojeras prolongadas permanecen la mayor parte del tiempo echadas, 1o que lleva a
una destruccion del tglido muscular y a una disminucion en la llegada de oxigeno,
favoreciendo la conversion de piruvato a lactato (Gregory 1998). Lo planteado anteriormente
no concuerda con lo encontrado en este estudio, ya que todos los grupos en relacién a esta
variable, se encontraron dentro de los valores de referencia para la especie, y no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes animal es estudiados (Fig. 4).

La cojera como factor estresante no afectd esta variable, 1o que no concuerda con lo
reportado en estudios previos, donde manejos estresantes como €l arreo y la manipulacion de
los animales en una manga, aumentan los niveles de lactato debido a incremento de los
niveles de adrenalina secretada, ya que esta hormona en cuadros de estrés ayuda al
metabolismo energético favoreciendo la conversion de lactato a glucosa (Mitchell y col 1988,
Frandson y Spurgeon 1995, Gregory 1998, Echeverria 2002).

6.4. CONCENTRACIONESPLASMATICASDE B-HIDROXIBUTIRATO (pB-HBA)
Se observo una tendencia a disminuir los valores de B-hidroxibutirato a medida que

aument6 el grado de locomocion. Se esperaba que a medida que aumentara € grado de
claudicacion aumentara los valores de B-hidroxibutirato producto de una disminucion de la
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condicion corporal. Por el contrario, 0os valores encontrados en vacas sanas y levemente cojas
fueron mas altos que los con cojeras mas severas (Fig. 5). Esto pudo deberse a que los
animales con mayores grados de claudicacion presentan una menor cantidad de depositos
grasos para poder movilizar grasas 'y asi poder exceder la capacidad de oxidacion del higado,
concordando con lo encontrado por Flor (2006), quien observd una correlacion negativa entre
grado de claudicacion y condicion corporal, es decir, a mayor grado de cojera menor cantidad
de reservas grasas, debido principalmente a que los animales cojos disminuyen su consumo,
ya sea por incapacidad de poder caminar y llegar a alimento, como por inhibicion del centro
del apetito anivel hipotalamico.

Por lo demés, hay que tener en cuenta que animales que cursan con cuadros de
claudicacion presentan una disminucion en la produccion lactea debido a la accion de los
glucocorticoides que inhiben la produccidn de prolactina, requiriendo menores cantidades de
cuerpos cetonicos parala sintesis de las grasa de la leche (Frandson y Spurgeon 1995).

Por otro lado Mudron y col (2005), reportaron que las concentraciones de f-
hidroxibutirato disminuyeron producto del estrés generado por procedimientos quirdrgicos,
debido al efecto anticetogénico de los glucocorticoides, ya que en cuadros de estrés se
favorece la conversion de glucosa para la obtencion de energia.

6.5. VALORESDE HEMATOCRITO (VGA)

Si bien las concentraciones del hematocrito fueron significativamente mayores en las
vacas sanas con respecto a las con grado de claudicacion 4, los valores de todos los grupos
estuvieron dentro de los rangos de referencia para la especie (Fig. 6). Se esperaba que €l
hematocrito aumentara en los animales mas severamente afectados, ya sea por € efecto
diurético generado por los corticoesteroides inhibiendo la vasopresina a nivel del tubulo distal
incrementando la velocidad de filtracion glomerular (Cunningham 1999), como por la
deshidratacion generada debido a la falta en e consumo de agua, debido a una mayor
dificultad para llegar a las fuentes de agua y de aimento. Sin embargo, en los predios
visitados se observo que estos animales se encontraban aislados con facil acceso a estas
fuentes, por lo que las concentraciones del hematocrito resultaron ser méas bgjas en relacion a
los otros grados de claudicacion. También hay que considerar, que las vacas sanas producen
mayores cantidades de leche llevando a una mayor utilizacion de agua para la produccién
l&ctea, 10 que podria generar un aumento del hematocrito comparado con los animales con
claudicaciones mas severas. Otra explicacion a lo obtenido aqui, podria estar dada por €
hecho de que claudicaciones severas se asocian a cuadros de inflamaciones cronicas, las que
[levarian a una disminucion en la hematopoyesis y disminucién de los valores del hematocrito,
comparados con |os animal es sanos (Stockham y Scott 2002).
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6.6. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CREATINFOSFOQUINASA (CK, EC
27.3.2)

Warrisy col (1995), indican que un estrés fisico tal como la fatiga o la mantencion de
determinada postura, lleva a un desgaste fisico pudiendo incrementar los niveles plasmaticos
de CK. Este concepto se puede asociar a lo producido por las claudicaciones, ya que un
animal con cojera cursa con incomodidad o dolor y algun grado de estrés fisico llevando al
animal a cambios posturales, posiciones anormalesy a permanecer una mayor parte del tiempo
echados generando aumento en los valores de CK (Juarez y col 2003). Si bien, las
concentraciones plasmaticas de CK fueron ligeramente més altas en los animales con grados 2
y 4 de claudicacion, no existieron diferencias significativas entre los diferentes grupos de
animales en €l estudio (Fig. 7). Este leve aumento en los animales con grados 2 y 4 por sobre
los valores de animales sanos concordaria con estudios realizados en vacas cojas por Belge y
col (2004), quienes encontraron que vacas con laminitis crénica presentaban valores
enziméaticos levemente mas altos, pero no significativos, que las vacas sanas. Sin embargo, en
este estudio no se encontro relacién entre el grado de cojeray los valores de CK.

6.7. RECUENTO DE LEUCOCITOS

Se ha reportado que en cuadros de estrés agudo se produce una leucocitosis generada
por aumento de todos los grupos de células blancas, mientras que en cuadros de caracter
crénico también ocurre un aumento en el recuento leucocitario, dado principalmente por
neutrofilos y en menor cantidad por monocitos, cursando con linfopeniay eosinopenia, 1o que
se denomina como leucograma de estrés. (Coppo y col 1999). En €l caso de las claudicaciones
gue corresponden en su mayoria a cuadros de estrés cronico, se produce una adaptacion frente
a factor estresante nocivo con lo cual los valores leucocitarios vuelven a los rangos de
referencia descritos para la especie (Egafa y col 1987), por lo que no se evidenciaron
diferencias significativas entre los grupos estudiados, encontrandose todos los grupos dentro
de los valores de referencia para la especie (Fig. 8). Por lo tanto, en este estudio se asume que
el efecto producido por las claudicaciones como factor estresante, no fue persistente para
alterar los valores leucocitarios.

Conclusiones:

+* Los distintos grados de claudicacion no produjeron cambios significativos en los
valores de | os constituyentes sanguineos utilizados en este estudio.

+ También, es posible que los constituyentes sanguineos utilizados en este estudio no
sean los adecuados para evaluar € estrés producido por las cojeras en vacas lecheras.
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Anexo 1. Valores individuales de Cortisol, Glucosa, Lactato, B-Hidroxibutirato, VGA, CK y
L eucocitos de los animales con grado de locomocion 0.

ne Cortisol Hematocrito | Leucocitos | Glucosa |Lactato |CK CK (LN) BHB
autocrotal | (ug/dl) (%) (miles/pl) (mmol/L) [ (mmol/L) {(U/L) | (U/L) (mmol/L)

34 0,41 30 72 3,98 3,13 455| 6,12029742 0,65
140 4,46 32 72 3,55 2,89 193( 5,26269019 0,44
220 0,81 26 72 3,98 0,82 137 4,91998093 0,74
247 33 31 7,6 3,72 2,79 183 5,20948615 0,48
310 3,95 29 7,6 3,63 1,32 148 4,99721227 0,92
451 1,89 28 72 3,67 0,97 232| 5,44673737 0,71
475 155 31 44 3,81 1,92 160( 5,07517382 0,69
633 3,57 26 5,2 3,62 1,51 150( 5,01063529 0,71
638 0,78 32 6,4 3,05 0,32 199( 5,29330482 0,7
972 0,3 28 9,6 2,32 0,35 156( 5,04985601 2,49
1010 0,3 30 72 3 04 125( 4,82831374 0,71
1034 4,04 33 9,2 3,87 1,18 106 | 4,66343909 0,69
1065 2,94 28 6 3,95 1,33 130( 4,86753445 0,53
1130 11 31 8 417 3,33 210| 5,34710753 0,54
1136 2,24 27 44 4,07 4,94 92| 4,52178858 0,45
1141 0,32 30 5,2 3,42 0,35 163 5,0937502 0,51
1154 0,3 29 6 321 0,67 215| 5,37063803 0,96
1172 0,3 30 6 3,17 0,33 314| 5,74939299 0,44
1173 0,48 26 6,4 3,26 0,38 168 | 5,12396398 0,53
1198 0,3 29 6,4 3,09 0,23 131 4,87519732 14
1296 1,09 31 14,4 3,26 0,56 43| 3,76120012 0,56
1358 0,3 28 76 2,13 04 115( 4,74493213 1,7
1417 154 33 7,6 4,04 13 196( 5,27811466 0,35
1566 3,85 33 6,4 4,36 0,77 199( 5,29330482 0,59
1801 3,37 26 6,4 4,21 1,74 129 4,8598124 0,43
1900 2,52 30 8 41 3,77 140( 4,94164242 0,47
2092 1,34 38 8,4 4,01 4,72 321| 5,77144112 0,71
2111 2,49 33 85 3,14 0,82 275 5,6167711 0,53
2127 0,3 28 8 3,44 0,53 264 5,5759491 0,51
2202 4,73 24 7,6 4,15 1,33 157 5,05624581 0,54
2140 2,95 39 8,8 3,57 1,58 171| 5,14166356 0,5
3079 0,84 35 6 3,66 14 292 5,6767538 0,71
4720 4,09 38 6 4,24 1,56 222| 5,40267738 0,27
5009 2,15 31 6,4 4,04 2,66 106 | 4,66343909 0,56
5095 2,92 28 11,6 4,09 0,71 95| 4,55387689 0,53
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Anexo 2. Valores individuales de Cortisol, Glucosa, Lactato, B-Hidroxibutirato, VGA, CK y

L eucocitos de los animales con grado de locomocion 1.

Ne Cortisol | Hematocrito | Leucocitos | Glucosa |Lactato CK (LN) BHB
autocrotal | (ug/dl) (%) (miles/ul) | (mmol/L) | (mmol/L) [ CK (U/L) (U/L) (mmol/L)
397 0,38 23 32 33 0,41 H H 0,59
514 0,41 30 4.8 321 0,85 283 5,6454469 0,95
573 0,43 31 6.4 3,46 0,52 153 | 5,03043792 0,7
845 0,73 24 4.4 3,08 0,43 188 | 5,23644196 0,53
893 0,3 24 8 3,75 2,75 204 5,31811999 0,63
1053 0,49 22 8 3,07 0,31 478| 6,16961073 0,48
1207 0,45 24 4.8 3,13 0,7 141 4,94875989 0,62
1272 0,48 27 52 1,89 2,6 H H 0,71
1312 0,3 29 6,8 2,91 0,48 344| 5,84064166 13
1414 0,3 31 52 3,63 1,3 180 | 5,19295685 0,91
1509 0,3 26 7,2 3,07 0,39 227 5,42495002 1,19
1535 0,3 24 6.4 2,63 0,63 147 | 4,99043259 0,77
2015 0,3 31 7,2 334 0,79 351| 5,86078622 0,58
2157 0,3 36 6,8 3,48 2,7 307 | 5,72684775 0,77
2335 0,78 27 6,4 3,13 511 212| 5,35658627 0,86
Anexo 3. Valores individuales de Cortisol, Glucosa, Lactato, B-Hidroxibutirato, VGA, CK y
L eucocitos de los animales con grado de locomocion 2.
Ne Cortisol | Hematocrito | Leucocitos | Glucosa | Lactato CK (LN) BHB
autocrotal | (ug/dl) (%) (mileg/pl) [ (mmol/L) | (mmol/L) | CK (U/L) (U/L) (mmol/L)
441 1,34 30 8,4 3,08 05 252 | 5,52942909 0,33
536 0,3 25 7,6 3,9 0,52 928 6,83303173 0,76
747 1,18 30 6,4 3,55 0,68 161| 5,08140436 0,47
986 1,34 29 7,6 4,03 1,73 155( 5,04342512 0,81
1021 1,87 33 6,4 3,7 0,95 24| 3,17805383 0,7
1053 1,48 28 6 3,39 2,45 362| 5,89164421 0,76
1111 6,39 23 6,8 5,59 4,48 167| 5,11799381 0,14
1120 2,17 27 7,6 3,76 0,45 201| 5,30330491 0,64
1188 2,88 29 52 3,94 2,41 88| 4,47733681 0,48
1191 0,34 28 6,8 3,84 0,42 202 5,3082677 0,71
1244 0,3 38 7,6 3,75 0,59 833| 6,72503364 0,68
1483 2,24 31 7,2 3,37 1,45 807| 6,69332367 0,49
1522 0,3 28 4 23 0,31 234| 545532112 0,83
1849 1,65 33 9,2 3,69 1,31 428| 6,0591232 0,52
2071 4,91 29 5,6 3,73 2,36 33| 3,49650756 0,29
2033 0,3 36 9,2 35 0,75 151| 5,01727984 0,47
2117 1,92 30 6,8 3,57 2,67 164| 5,09986643 0,58
2306 0,77 34 6,8 3,35 3,15 189 5,24174702 0,59
3098 0,37 33 52 3,78 1,58 798 6,6821086 0,35
5023 3,38 25 9,6 3,99 1,53 312| 5,74300319 0,35
5064 0,79 31 8,4 4,05 2,13 104| 4,6443909 0,78

40 de 44




Sitio Argentino de Produccién Animal

37

Anexo 4. Vaores individuales de Cortisol, Glucosa, Lactato, p-Hidroxibutirato, VGA, CK y
L eucocitos de los animales con grado de locomocion 3.

Ne Cortisol Hematocrito | Leucocitos | Glucosa |Lactato CK (LN) BHB
autocrotal | (ug/dl) (%) (miles/ul) (mmol/L) | (mmol/L) | CK (U/L) (U/L) (mmol/L)
51 5,57 33 10,4 4,01 1,21 153| 5,03043792 0,26
125 1,32 33 52 3,65 0,77 253 | 5,53338949 0,29
626 3,92 23 5,6 3,42 1,11 156 5,04985601 0,29
740 1,85 34 6 3,88 0,83 260| 5,56068163 0,41
1078 4,01 29 84 4,19 2,26 157 5,05624581 0,23
1366 4,73 33 10,8 4,69 5,38 158| 5,06259503 0,79
1244 0,3 28 9,2 3,48 0,53 261| 5,56452041 0,46
1471 1,42 12 56 5,76 1,38 346 5,84643878 0,85
1485 0,3 32 6,4 3,42 0,6 206| 5,32787617 0,86
1549 1,22 33 6,4 3,89 0,72 299| 5,70044357 0,33
1560 2,22 29 5,6 3,59 3,81 245] 5,50125821 0,56
1792 144 29 7,2 3,85 0,48 117| 4,76217393 0,48
1804 25 28 6 3,92 1,19 325| 5,78382518 0,29
1852 19 27 6,4 38 0,49 166| 5,11198779 0,49
1861 2 24 6,8 4,55 0,48 382 5,94542061 0,21
2053 4,38 26 8 4,73 1,82 166| 5,11198779 0,24
2075 0,81 27 9,2 3,53 0,59 32 3,4657359 0,33
2136 3,69 28 7,2 3,75 0,83 338 5,8230459 0,21
2167 0,97 29 9,2 4,29 0,44 121| 4,79579055 0,05
2251 2,24 28 6,4 4,18 2,44 283| 5,6454469 0,31
5114 1,05 35 8 431 6,57 113| 4,72738782 0,3
Anexo 5. Valoresindividuales de Cortisol, Glucosa, Lactato, f-Hidroxibutirato, VGA, CK y
L eucocitos de los animales con grado de locomocion 4.
Cortisol Hematocrito | Leucocitos | Glucosa |Lactato CK (LN) BHB
N°animal | (ug/dl) (%) (miles/ul) (mmol/L) [ (mmol/L) [ CK (U/L (U/L) (mmol/L
265 0,62 21 8 3,86 0,48 137 4,91998093 0,38
605 0,94 24 9,2 3,46 0,77 202| 5,3082677 1,32
873 0,54 33 3,2 2,71 0,46 125( 4,82831374 0,28
1241 2,58 29 4,8 35 0,5 230 5,43807931 0,74
1288 3,35 26 84 3,93 0,5 187| 5,23110862 0,25
1785 1,64 28 8 4,25 1,39 1020| 6,92755791 0,35
1805 1,53 23 6 4,62 0,71 273 5,6094718 0,33
2123 3,98 26 7,2 4,44 2,52 119 4,77912349 0,41
2160 2,67 27 10 4,72 1,35 150( 5,01063529 0,36
2388 25 28 6,4 4,1 0,57 369 | 5,91079664 0,42
7255 1,05 28 6 3,72 2,13 456 | 6,12249281 0,5

41 de 44




Anexo 6. Valores promedios y Desviaciones Estandar de Cortisol (ug/dl) paralos animales

Sitio Argentino de Produccién Animal

con distintos grados de locomocion.

Cortisol Grado O Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio 1,94 0,42 1,72 2,28 1,95
DV 1,44 0,15 1,56 1,48 1,09
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Anexo 7. Vaores promedios y Desviaciones Estandar de Glucosa (mmol/L) paralos animales
con distintos grados de locomocion.

Glucosa Grado O Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio 3,63 3,14 3,71 4,04 3,94
DV: 0,52 0,43 0,57 0,54 0,56

Anexo 8. Vaores promedios y Desviaciones Estandar de Lactato (mmol/L) paralos animales
con distinto grado de locomocion.

L actato Grado O Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio: 1,51 1,33 1,54 1,61 1,04
DV: 1,25 1,32 1,07 1,64 0,69

Anexo 9. Vaores promedio y Desviaciones Estandar de f-Hidroxibutirato (mmol/L) paralos
animal es con distintos grados de locomocion.

B -Hidroxibutirato [Grado0 [Gradol |Grado2 Grado3 Grado4
Promedio 0,69 0,77 0,56 0,39 0,49
DV 0,41 0,23 0,19 0,21 0,29

Anexo 10. Valores promedio y Desviaciones Estandar de Hematocrito (%) paralos animales
con distintos grados de locomocién.

Hematocrito | Grado O Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio 30,31 27,27 30 28,57 26,64
DV 3,45 3,82 3,57 4,89 3,08

Anexo 11. Valores promedio y Desviaciones Estandar de Creatinfosfoquinasa (U/L) paralos
animales con distintos grados de locomocion.

Creatinfosfoquinasa | Grado 0 Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio: 5,15 5,44 5,36 5,26 5,46
DV: 0,42 0,37 0,94 0,55 0,62
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Anexo 12. Valores promedio y Desviaciones Estandar de Leucocitos (miles/ul) paralos
animal es con distintos grados de locomocion.

Leucocitos | Grado O Gradol Grado2 Grado3 Grado4
Promedio: 7,32 6,05 7,07 7,33 7,02
DV: 1,88 1,35 1,40 1,62 1,89
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