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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Efecto del estrés por calor en el Utero sobre la eficiencia reproductiva y produccion de | $75,000.00
leche de vaquillas Holstein

2 - Introduccion

Un factor ambiental bien reconocido que limita la produccion del ganado lechero es la elevada temperatura. En las
vacas lactantes el estrés térmico estd relacionado con la disminucion de la ingesta, alteracion del metabolismo,
reduccion de la produccién de leche, aumento de la incidencia de enfermedades y rendimiento reproductivo (Tao et al.,
2013).

El estres térmico puede definirse como una condicion que ocurre cuando un animal no puede disipar una cantidad
de calor, si se produce o se absorbe por el cuerpo, para mantener el equilibrio térmico. Este puede provocar
respuestas fisiologicas y de comportamiento, conduciendo a trastornos fisiologicos que afectan negativamente el
rendimiento productivo y reproductivo de los animales (Bernabucci et al., 2014). Sin embargo, Guo et al. (2016)
menciona que el estrés por calor que sufre la vaca durante el periodo seco afecta también a los fetos en desarrollo en
la parte final de la gestacion.

Tao et al. (2012) observaron que los becerros nacidos de vacas secas que sufrieron estrés calérico tenian una
menor concentracion plasmatica de cortisol inmediatamente después del nacimiento, comparado con los terneros
nacidos de vacas en condiciones climéticas frias, lo que indica que el estrés térmico materno altera el desarrollo del
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal del feto; asi también, Monteiro et al. (2013) informaron que el estrés térmico materno
durante el periodo seco (final de la gestacion) redujo la produccién de leche de la cria durante la primera lactancia.
Considerando que La Comarca Lagunera cuenta con un clima extremadamente calido durante Ia mayor parte del afio
y se sigue consolidando como la primer cuenca lechera a nivel nacional con una produccion diaria de casi 9 millones
de litros de leche (SAGARPA, 2015) es importante determinar el efecto que tiene el estrés por calor en utero sobre la
reproduccion y la produccién de leche en las vaquillas que padecieron estrés térmico en el ttero en su Gltima etapa de
desarrollo.

Objetivos

1. Determinar el efecto del estrés por calor en el ultimo tercio de la gestacion sobre el desempefio reproductivo
de vaquillas Holstein,

2. Determinar el efecto del estrés por calor en el Gtero sobre el comportamiento en la produccion de leche de
vaquillas Holstein.

3. Determinar el efecto del estrés por calor en el utero sobre la ocurrencia de algunas enfermedades derivadas
del parto.

Determinar el impacto del estrés por calor al final de la gestacién sobre la tasa de eliminacién de vaquillas
durante la primera lactancia.

Hipotesis

Las vaquillas Holstein que sufren estrés por calor en dtero durante el Ultimo tercio de la gestacion, presentan una
eficiencia reproductiva disminuida y produccion de leche menor en su primera lactancia, en comparacion con vaquillas
Holstein que no experimentaron estrés por calor en utero al final de la gestacion.

3.-Revision de Literatura

Un factor ambiental bien reconocido que limita la produccion del ganado lechero es la elevada temperatura
ambiental. Esta bien descrito en las vacas lactantes que el estrés térmico esta relacionado con la disminucién de la
ingesta, alteracion del metabolismo, compromiso de la lactancia, aumento de la incidencia de enfermedades y
rendimiento reproductivo (Tao et al., 2013). »

El estrés térmico puede definirse simplemente como una condicion que ocurre cuando un animal no puede disipar
una cantidad de calor, si se produce o se absorbe por el cuerpo, para mantener el equilibrio térmico. Este puede
provocar respuestas fisioldgicas y de comportamiento, conduciendo a trastornos fisioldgicos que afectan
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negativamente el rendimiento productivo y reproductivo de los animales (Bernabucci et al., 2014). Las vacas lactantes
que experimentan estrés por calor habran reducido el consumo de materia seca y el rendimiento de la leche y
;STﬁb)iarén el metabolismo, lo que en Ultima instancia reducira la eficiencia de la produccién de leche (Dahl et al.,

Guo et al. (2016) menciona que el estrés por calor que sufre la vaca durante el periodo seco afecta también a las
crias. Tao et al. (2012) observaron que los terneros nacidos de vacas secas que sufrieron estrés caldrico tenian una
menor concentracion plasmatica de cortisol inmediatamente después del nacimiento comparado con los terneros
nacidos de vacas en condiciones climaticas frias, lo que indica que el estrés térmico materno altera el desarrollo del
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal del feto; asi también Monteiro et al (2013) informaron que el estrés térmico materno
durante el periodo seco redujo la produccion de leche de la cria durante la primera lactancia.

El objetivo de un estudio Ahmed et al. (2017) fue evaluar si los terneros que experimentan estrés por calor en el utero
tienen respuestas termorreguladoras alteradas cuando son expuestos al estrés por calor agudo mas adelante en la
vida. Las becerras nacieron de madres expuestas al estrés por calor 0 de vacas que se enfriaron durante la Gltima
etapa de la gestacion. Se utilizaron doce vacas Holstein lactantes que estuvieron expuestas al estrés térmico in Gtero
(ET) y 12 que no estuvieron expuestas al estrés térmico in Gtero {CON).

Se realizo un desafio de estrés calérico en 3 bloques utilizando 4 vacas ET y 4 vacas emparejadas de acuerdo con
la produccidn de leche, la etapa de lactancia y el nimero de parto. Cada desafio consistio en la transferencia de un
establo con sombra y enfriamiento por evaporacion a otro con sombra pero sin enfriamiento adicional durante 48
horas. El desafio se repitio dos veces para cada blogque. La tasa de sudoracion, la tasa de respiracion, la temperatura
rectal (TR) y la temperatura de la piel se midieron en cada vaca. La temperatura ambiente media durante 6 dias de
prueba fue de 26.15 + 4.75° C. Se observaron tendencias de diferencias a las 1700 h entre tratamientos para TR (ET:
39.5+ 0.1, CON: 39.6 + 0.1° C), sin embargo, no hubo diferencia en la tasa de respiracion (ET: 77.6 £ 1.6; CON: 79.5
+ 1.6 bpm). La tasa de sudoracion para la piel afeitada (ET: 29.4 + 2.0: CON: 36.0 + 2.0 g/ m2h) y para la piel no
afeitada (ET: 22.5 + 1.5; CON: 29.2 + 1.2 g / m2h) difirio entre los grupos. Sin embargo, no hubo efecto sobre la
temperatura de la piel en la ubicacion afeitada (ET: 36.2 + 0.2; CON: 360+ 02°C: P = 0.81), pero hubo una
tendencia a diferir para el area no afeitada (ET: 35.4 + 0.2: CON: 349+ 02 ° C). Las vacas que sufrieron estrés por
calor en el Gtero tuvieron una mayor temperatura de la piel a las 1700 h comparadas con las vacas sin estrés
intrauterino, lo que puede deberse a que las vacas ET aumentaron la perfusion de la piel y, por consiguiente, tuvieron
un mayor enfriamiento por conduccion. Las vacas HT en el Gtero tuvieron una mayor pérdida de calor y una
temperatura corporal central reducida, lo que da como resultado una temperatura rectal mas baja y una tasa de
sudoracion mas baja cuando se exponen al estrés por calor. Estos resultados indican que el estrés calorico en el Utero
a fines de la gestacion aumenta la tolerancia al calor en la madurez al aumentar la capacidad de disipar el calor para
mantener la temperatura corporal central.

El objetivo de un estudio de Monteiro et al. (2016) fue evaluar el efecto del estrés por calor (EC) o enfriamiento (E)
en vacas lecheras al final de la gestacion sobre la supervivencia, el crecimiento, la fertilidad y la produccion de leche
en la primera lactancia de sus terneros. Los datos de los animales obtenidos provenian de experimentos previos
realizados durante 5 veranos consecutivos en Florida. Las vacas se secaron 46 d antes del parto y se asignaron
aleatoriamente a 1 de 2 tratamientos, EC o E. Las vacas con acceso a un ambiente sin estrés se alojaron con
aspersores, ventiladores y sombra, mientras que solo se proporciond sombra a las vacas EC. Dentro de las 4 h del
nacimiento, se alimentaron 3.8 L de calostro a los terneros de ambos grupos de vacas. Todos los terneros fueron
manejados de la misma manera y fueron destetados a los 49 d de edad. Se analizaron el peso al nacer y la
supervivencia de 146 terneros (EC = 74; E = 72). Ademas, se analizaron el peso corporal, la tasa de crecimiento, la
fertilidad y la produccion de leche en la primera lactacion de 72 vaquillas (EC = 34; E = 38). Como era de esperarse,
los terneros EC fueron mas livianos (medias + SEM: 39.1 + 0.7 vs. 44.8 + 0.7 kg) al nacer que los terneros E. Las
novillas enfriadas tenian un aumento de peso total similar (medias + SEM: 305.8 + 6.3 vs. 299.1 + 6.3 kg,
respectivamente) en comparacion con las novillas EC.

No se observo efecto del tratamiento en la edad a la primera inseminacion (IA) y la edad en el primer parto. En
comparacion con las novillas E, las vaquillas EC tuvieron un mayor numero de servicios por prefiez confirmada a los
30 d despues de la IA, pero no se observo ningun efecto del tratamiento sobre el numero de servicios por prefiez
confirmados a los 50 d después de la IA. Un mayor porcentaje de vaquillas E alcanzaron la primera lactancia en
comparacion con vaquillas EC (85.4 vs. 65.9%). Ademas, las novillas EC produjeron menos leche hasta 35 semanas
de la primera lactancia en comparacion con vaquillas E (medias + SEM: 26 8 + 1.7 vs. 31.9+ 1.7 kg /d), y no se
observaron diferencias en el peso corporal durante la lactancia (medias + SEM; EC: 568.4 + 14.3 kg; E: 566.5 + 14.3
kg). Estos investigadores concluyeron que el estrés por calor durante las Ultimas 6 semanas de gestacion induce un
fenotipo que afecta negativamente la supervivencia y la produccién de leche hasta la primera lactacion de la
descendencia.
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El estres por _c:alor tambien puede afectar el estado inmune del feto en desarrollo, con efectos significativos aln
c_igspués del njam_miento, Los becerros nacidos vacas estresadas durante el dltimo periodo de gestacion son mas
livianns al nacimiento y tipicamente nacen 4 a 5 dias antes que aquellos provenientes de vacas sin estrés por calor
(Tao et al., 2_012). El estrés por calor en el utero reduce las concentraciones de in munoglobulina circulante de terneros
durante el primer mes de vida, que esta negativamente asociado con la salud y la supervivencia (Tao et al., 2012).

Una serie de Qstudios indican que la reduccién observada en las concentraciones sanguineas de IgG es el resultado
gg&r;a absorcion mas pobre de IgG del calostro, independientemente de la fuente y la calidad de éste (Monteiro et al.,
_Por lo tanto, parece que el estrés térmico en el Gtero altera la capacidad del ternero de absorber IgG. Un trabajo

reciente respalda el concepto de que el cierre del intestino es

acelerado en terneros estresados por calor, de modo que la absorcion de IgG se reduce (Ahmed et al, 2015). A
medida que el ternero madura, el estrés térmico en el Utero se asocia con un mayor nimero de animales que son
eliminados del hato antes de completar la primera lactancia en comparacion con las terneras de las vacas enfriadas
durante el periodos seco, lo cual es consistente con un estado inmune mas pobre en la vida temprana que
compromete la salud posterior del animal (Monteiro et al., 2016).

En un estudio de Laporta et al. (2017), se evaluo la salud, el crecimiento y los patrones de actividad de los terneros
nacidos de vacas expuestas al estrés por calor (EC, provisto solo de sombra, n = 31) o sin estrés (SE, ventiladores,
remojos y sombra, n = 29) durante la Gltima parte de la gestacion (~46 d, periodo seco materno). El peso corporal de
los terneros, la temperatura rectal, el reflejo de succion y los valores de movimiento se registraron al nacer, y los
terneros fueron alimentados con 6,6 | de calostro materno en 2 comidas. Se tomaron muestras de sangre al nacer
(antes de la alimentacion), 24 h despues del nacimiento, y a los 10 y 28 afios de edad. Los terneros se alojaron en
corrales individuales, se les alimenté con leche pasteurizada (6 L / d) y tuvieron acceso ad libitum al grano v al agua
hasta el destete (49 d).

La actividad se evalud durante la primera semana de vida (semana 1), al destete (semana 7) y en la primera
semana después del destete (semana 8). La salud y el peso corporal se registraron semanalmente. Al nacer, los
terneros nacidos de vacas no estresadas eran mas pesados (41.9 vs. 39.1 £ 0.8 kg), su temperatura rectal era mas
baja (38.9 vs. 39.3+ 0.08 ° C), y eran mas eficientes en la absorcion de IgG que los terneros EC. El reflejo de la
lactancia y el puntaje de movimiento al nacer no fueron diferentes entre los grupos, pero los terneros nacidos de vacas
SE pasaron mas tiempo (50 min / d) de pie en la primera semana de vida como resultado de los ataques de pie mas
largos. En la semana 7 y 8, los becerros nacidos de vacas SE tuvieron periodos de estar paradas menos frecuentes
que las vaquillas EC, pero las vaquillas SE mantuvieron un mayor tiempo de permanencia paradas diaria total (36 min
/ d). Todos los terneros estuvieron sanos, pero las novillas EC tendieron a tener valores fecales mas altos (heces mas
liguidas) el dia 10. Las vaquillas nacidas de vacas SE ganaron 0.2 kg / d mas desde el nacimiento hasta el destete,
pesaron 4 kg mas al destete y tuvieron mayores concentraciones de IGF -1 que los terneros EC, particularmente el dia
28 de vida. Estos autores concluyeron que el estrés por calor en el utero durante la Gltima parte de la gestacion tuvo
efectos inmediatos y prolongados en la inmunidad pasiva, el crecimiento y los patrones de actividad en los terneros
lecheros.

El objetivo de un estudio de Tao et al. (2014) fue examinar los efectos del estrés térmico materno durante el
periodo seco en la respuesta a la insulina terneros después del destete. Los terneros (10 / tratamiento) nacieron de
vacas expuestas al estres por calor (EC) o al enfriamiento (CL) cuando estaban secas. Los becerros se separaron
inmediatamente de sus madres y se alimentaron con 3.8 L de calostro de alta calidad en 1 h después del nacimiento y
luego 1.9 L 12 h mas tarde. Todos los terneros fuercn alimentados con 1.9 a 3.8 L de leche pasteurizada por la
mafiana y por la tarde de 2 a 42 d de edad y luego solo por la mafiana hasta el destete a los 49 d. El alimento para el
becerro y el agua se ofrecieron ad libitum a partir de los 2 dias de edad. Todos los terneros fueron manejados de la
misma manera a lo largo del estudio.

Todos los terneros fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa (TG) y una prueba de insulina (IC) a
los 55 d de edad. Los terneros estresados por calor en el utero nacieron mas ligeros (40 £ 1.4 vs. 45 + 1.4 kg) en
comparacion con los terneros CL. Ambos grupos de terneros tuvieron pesos al destete similares (EC: 68 + 3,2 kg, CL:
71 £ 3,3 kg) y ganancia de peso corporal desde el nacimiento hasta el destete (EC: 28 + 2,2 kg, CL: 26 + 2,3 kg). En
comparacion con aquellos que no presentaron estrés térmico en el Utero. Los terneros EC tuvieron una respuesta a la
insulina similar a la TG y el desvanecimiento de insulina durante la IC, pero un desvanecimiento de glucosa mas
rapido durante TG e IC. Estos autores concluyeron que ademas de la disminucion del crecimiento fetal, el estres
térmico materno durante el periodo seco aumenta la respuesta de insulina en todo el cuerpo de los terneros después
del destete, lo que sugiere la posibilidad de una acelerada lipogénesis y deposicion de grasa en los primeros afios de

vida del animal.
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4.- Procedimiento Experimental

Este estudio se llevara a cabo en el establo lechero "El lucero™ ubicado en la carretera Matamoros-La Cuchilla Km 2
S/N con unas coordenadas 25°30" Norte, 103°11° Oeste. La altura es de 1,110 m sobre el nivel del mar y el promedio
de la temperatura media anual es de 23.4°C. La precipitacion pluvial anual es de 230 mm. Las temperaturas maximas
pueden alcanzar los 42° C en verano y la temperatura minima pueden ser de -3° C en invierno. Se presenta una
humedad relativa promedio de 58%, con una maxima de 83% Yy una minima de 29%.

Este estudio seguira un disefio observacional prospectivo. Se utilizaran un total de 1,500 registros de partos de
vacas primerizas a término entre enero de 2018 a junio de 2019. El personal de la granja registrara cada evento de
parto, ocurrencia de enfermedades relacionadas con el parto, aspectos reproductivos y produccién de leche en un
Iformulario utilizado en esta operacion lechera. Los datos se transfieren al software AfiFarm (SAE, Hazafo m, Afikim,
srael).

La informacion registrada incluira fecha de parto, fecha al primer servicio, dias en leche, nimero de servicios por
prefiez, temperatura y humedad al dia del nacimiento, temperatura y humedad 30 y 60 dias antes de la fecha de parto,
edad al parto, fecha de parto, tipo de parto, ocurrencia de cetosis (B-hidroxibutirato >1.4 mmol/L en sangre), metritis,
retencion de placenta, produccion de leche al pico de lactancia, leche a 305 dias, total de produccién de leche, total de
dias en lactancia, eliminacion de la vaquilla del hato y causa de la eliminacion.

La fecha de parto se utilizara para asignar la estacion de parto. Las estaciones seran categorizadas como invierno
(diciembre a febrero), primavera (marzo a mayo), verano (junio a agosto) y otofio (septiembre a noviembre).

Los datos climaticos se obtendran de una estacion meteoroldgica ubicada a 2.5 km al norte del establo lechero
durante la duracion del estudio: por lo tanto, estos datos reflejan con precision las condiciones meteorologicas en la
granja lechera. La informacién consistira en temperaturas maximas diarias en °C y humedad relativa maxima.

Esta informacion se utilizard para calcular el indice de temperatura-humedad diario (THI) utilizando la siguiente
ecuacion (Mader et al., 2006):

THI = (0,8 x Temperatura) + (% HR / 100) x * (Temperatura — 14.4)] + 46 4. Esta formula utiliza la temperatura maxima
del aire (°C) y la humedad relativa (HR). La HR se divide por 100 para expresar el porcentaje en decimales.

Se utilizara un modelo de regresion logistica multivariante (PROC LOGISTIC) de la SAS (SAS Institute, Cary, NC),
aplicando un procedimiento “stepwise” para eliminar aquellas variables incluidas en el modelo que no resulten
significativas (P<0.05). El modelo completo preliminar incluira las siguientes variables potencialmente explicativas de
interés: THI al parto y en los 7° y 8° meses de gestacion, estacion de parto, tipo de parto (no asistido o asistido). Se
seleccionarad el punto de corte superior a las 83 unidades para THI porque a este valor las vacas Holstein
experimentan estrés severo por calor. Este indice de THI corresponde a 40 ° C a 20% de humedad, 36 ° C a 38% de
humedad, 0 32 ° C a 65% de humedad.

La tasa de concepcidn a primer servicio. La tasa de abortos y la tasa de prefiez incluyendo todos los servicios (sélo
vacas gestantes) seran analizadas con el procedimiento GENMOD de SAS, incluyendo en el modelo el afio como
covariable. Los servicios por concepcién seran analizados por el procedimiento NONPAR1WAY (prueba no
parametrica de Wilcoxon) de SAS. La sobrevivencia de las vaquillas en el hato y su tiempo de eliminacién sera
analizada con una prueba de sobrevivencia (procedimiento LIFETEST de SAS). La asociacion entre THI pre-
nacimiento y la ocurrencia de enfermedades derivadas del parto sera analizada con el procedimiento PROC
LOGISTIC de SAS, con lo cual se obtendran indices de riesgo (odds ratio) y sus coeficientes de confianza a 95%. Se
utilizaran modelos no lineales para determinar los modelos matematicos que mejor describan la asociacion entre THI
durante la gestacion y la edad de las vaquillas a la primera inseminacion y al primer parto (programa CurveExpert).
También se determinaran los modelos matematicos que mejor describan la asociacion entre THI y servicios por
concepcion a primer servicio, y tasas de gestacion al primer servicio. Regresiones no lineales se llevaran a cabo para
modelar la asociacidn entre el largo de la lactancia y la produccion de leche de las vaquillas (proc NONLIN de SAS).

La prevalencia de enfermedades asociadas con el parto se determinara con el procedimiento Proc Freg/binomial de
SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Los intervalos de confianza para las frecuencias se determinaran con el
procedimiento UNIVARIATE de SAS.

Cronograma de Actividades para el 2018.

m

Actividad por realizar

Seleccion de las vacas para el estudio X

Coleccion de sangre de vacas recién paridas

X|X[xX[| ™

Deteccion de la gestacion

Registro de la produccion de leche

XX XX XI=
XXX X X[ >
XX X|X|X|=

XX X| x| x|«
XX X[ X[ X[«
XXX X X[ >
XIX|X|X|X|w®n
XX X|X|X[|O
XX X|X|X[|=Z
X|X|X|X|x|O

Registro de condiciones climaticas
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:_Registro de variables reproductivas A X X X [1X X 1% I8 |E X
Ordenacion de los datos reproductivos y productivos X | X
Analigic eatadisticos X
Preparacion de manuscrito para I.J. Biometerology X
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar EV(E M A M J J A S O N D
Combustible visita al establo 2500 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500 3000 | 3000 | 3000 | 3000
Pago laborat (analisis hormonas) 42500

Viaticos 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Duracion total del proyecto
| Afio de Inicio [ 2018 | Afio estimado de conclusién | 2019 |

5.-Productos Esperados

Una tesis de maestria

Un articulo para la revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira
Un reporte para presentarse en un congreso internacional
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