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ACRONIMOS

SIGLAS O ABREVIATURAS SIGNIFICADO
ADN Acido desoxirribonucleico
ANDEVA Andlisis de Varianza
ARN Acido ribonucleico
ASVCP Sociedad Americana de Patologia Clinica Veterinaria
CD34 Antigeno de diferenciacion 34
CFU-E Unidades formadoras de colonias eritroides
CHCM Concentracion de hemoglobina corpuscular media
CO, Dioxido de carbono
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
G Gramo
G-CSF Factor estimulante de colonias
GMPs Progenitores de granulocitos/monocitos
H* Hidrogenion, proton, o ion de hidrogeno
H.O Agua
H,COs Acido carbénico
HCO:s- Bicarbonato
HIF Factores inducibles por hipoxia
HSC Células pluripotenciales hematopoyéticas
IFCC-CLSI Federacién Internacional de Quimica - Instituto de
Estandares Clinicos de Laboratorio
IGF-1 Factores de crecimiento a la insulina
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RESUMEN

En el ciclo productivo de la vaca lechera, hay un periodo critico el cual va desde 21 dias
antes del parto hasta 21 dias posparto, llamado periodo de transicidn, éste es un periodo
de cambios drasticos para la vaca, la cual debe adaptar su metabolismo a las fuertes
exigencias que le demanda la produccién. Del equilibrio con que la vaca resuelva este
proceso dependera la capacidad de maximizar su produccion y de evitar enfermedades
metabdlicas e infecciosas, ademas la disminucidn (~ 30%) del consumo de alimento previo
al parto, promueve la movilizacién de reservas corporales, es decir, el balance energético
negativo. Aunado, existe fragilidad en la actividad del sistema inmune de la vaca que esta
fuertemente deprimido alrededor del parto. Se ha descrito una disminucion transitoria
importante de leucocitos después del parto causado por un importante pasaje de neutrdfilos
hacia el tracto reproductivo. La capacidad de los leucocitos para responder y la produccion
de anticuerpos se ve también afectada alrededor del parto. El objetivo del presente estudio
fue caracterizar el perfil hematoldgico de la vaca lechera del altiplano mexicano, durante de

su periodo de transicion.

Se eligieron 64 vacas multiparas, de raza Holstein, sanas, en el periodo de transicion.
Se seleccionaron de una unidad de produccion lechera, con sistema intensivo totalmente
estabulado, Se obtuvo sangre de la vena coccigea, para realizar biometria hematica y frotis
sanguineo para recuento diferencial de leucocitos. Se obtuvieron 5 muestras por vaca: a los
-21, -10, 0, 10 y 21 dias en relacién al parto, las muestras se analizaron en laboratorio
mediante un analizador automatico, los datos obtenidos se analizaron estadisticamente bajo
una prueba de normalidad; asi como andlisis de varianza para modelos lineares generales
(SAS, 1999).

Se obtuvieron los valores hematoldgicos, los cuales, presentaron diferencias
significativas con respecto a la fecha de muestreo, caracterizando los diversos componentes
sanguineos de la vaca en este periodo, el principal analito que presentd cambios durante el
periodo de muestra fueron los leucocitos, donde se encontré al tiempo del parto una
leucocitosis, los leucocitos totales absolutos en sangre fueron de (12.5 x109/L), siendo éste,
el periodo de muestreo con un recuento mas alto que los demas (P<0.05) y rebasando los
rangos normales (12.0 x109/L), posterior al parto se observa una disminucién (9.6 x109/L)
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conforme avanzan los dias, aungue sin salir de los rangos de normalidad, dicha leucocitosis

se caracteriz6 por una neutrofilia marcada y una linfopenia.

Se pudo concluir que existen variaciones significativas de los valores hematoldgicos
de la vaca lechera durante su periodo de transicion, aunque los datos no salieron de los
rangos de normalidad establecidos, éstos se acercaron a los limites, y esto las hace

vulnerables a cualquier otro factor para desencadenar una enfermedad.

Palabras clave: vaca lechera, periodo de transicién, hematologia, inmunodepresion,

leucocitosis.
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ABSTRACT

In the productive cycle of the dairy cow, there is a critical period which goes from 21 days
before calving to 21 days postpartum, called the transition period, this is a period of drastic
changes for the cow, which must adapt its metabolism to the strong demands of production.
The balance with which the cow solves this process will depend on the ability to maximize
its production and to avoid metabolic and infectious diseases, in addition, the decrease (~
30%) in feed consumption prior to calving, promotes the mobilization of body reserves, that
is, the negative energy balance. In addition, there is fragility in the activity of the cow's
immune system, which is strongly depressed around calving. A significant transient decrease
in leukocytes has been reported after delivery caused by a significant passage of neutrophils
into the reproductive tract. The ability of leukocytes to respond and the production of
antibodies is also affected around delivery. The objective of the present study was to
characterize the hematological profile of the dairy cow of the Mexican highlands, during its

transition period.

64 healthy multiparous cows, Holstein breed, were chosen in the transition period.
It was from a dairy production unit, with a fully confinement intensive system. Blood was
obtained from the coccygeal vein, to perform hematic biometry and blood smears for
differential leukocyte count. 5 samples were obtained per cow: at -21, -10, 0, 10 and 21
days in relation to calving, the samples were analyzed in the laboratory using an automatic
analyzer, the data obtained was statistically analyzed under a normality test; as well as

analysis of variance for general linear models (SAS, 1999).

Hematological values were obtained, which differences with respect to the sampling
date, characterizing the different components of the cow in this period, the main analysis
showing the changes during the sample period were leukocytes, where the time of delivery
a leukocytosis, the absolute total leukocytes in blood were (12.5 x10° / L), this being the
sampling period with a higher count than the others (P <0.05) and surpassing the
established normal limits (12.0 x10° / L), after delivery, a decrease is observed (9.6 x10° /
L) as the days progress, although without leaving the established normal ranges, said

leukocytosis is characterized by marked neutrophilia and lymphopenia.
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It could be concluded that there are significant variations in the hematological values
of the dairy cow during its transition period, although the data did not leave the established
normal ranges, these approached the limits, and this makes them vulnerable to any other
factor to trigger an illness.

Key words: dairy cow, transition period, hematology, immunosuppression, leukocytosis.

XiX



INTRODUCCION

En el ciclo productivo de las vacas lecheras, existe un periodo critico, el cual comprende
desde 21 dias antes del parto hasta 21 dias después de éste, a este periodo se le denomina
periodo de periparto o periodo de transicion.

De tal manera, la transicion del estado prefada no lactante al no prefiado lactante,
es un periodo de cambios drasticos para la vaca, la cual debe adaptar su metabolismo a las
fuertes exigencias que le demanda la produccién. Del equilibrio con que la vaca resuelva
este proceso dependera la capacidad de maximizar la produccion y la calidad de la leche,
de evitar enfermedades metabdlicas e infecciosas y asegurar la siguiente prefiez. La mejora
nutricional, la seleccidén genética y el manejo animal han aumentado la produccion de leche
en las Ultimas décadas, y esto se asocia a una disminucion del desempefio reproductivo y

al aumento de problemas sanitarios.

Es por eso que, el conflicto en el desempeio productivo contra el reproductivo esta
en gran parte condicionado por el manejo diferencial en el que se puede incidir
especialmente durante el periodo de transicion. A la alta demanda metabdlica por
produccion de leche se le suma la disminucién (~ 30%) del consumo previo al parto, que
promueve la movilizacién de reservas corporales, es decir, el balance energético negativo.
Los cambios que ocurren durante este periodo estan directamente relacionados a los
procesos de adaptacion del sistema digestivo a la alimentacidn que recibiran luego del parto

y del metabolismo.

Aunado a lo anterior, la fragilidad del organismo se refleja en la actividad del sistema
inmune de la vaca que esta fuertemente deprimida alrededor del parto. Se ha descrito una
disminucion transitoria importante de células de defensa después del parto causado por un
importante pasaje de neutrdfilos hacia el tracto reproductivo. La capacidad de los linfocitos
para responder y la produccion de anticuerpos se ve también afectada alrededor del parto,
se ha reportado una disminucién dramatica de los niveles séricos totales de
inmunoglobulinas G y M en el periodo entre la semana 8 previa al parto y la cuarta semana

postparto.



Aln se desconoce el mecanismo exacto que determina la depresion del sistema
inmunoldgico en el periparto, pero se acepta que factores enddcrinos y nutricionales estarian
fuertemente involucrados. Estos hallazgos podrian explicar la alta incidencia de
enfermedades infecciosas durante este periodo.

La medicién de la biometria hematica o hemograma, es una herramienta de gran
utilidad para la clinica de los rumiantes. Consiste en un examen sanguineo de ayuda
diagndstica que en la evaluacién clinica permite tomar decisiones profilacticas y curativas
en el cual se obtiene un recuento de tres series celulares sanguineas principalmente, la serie
Eritrocitaria (Serie Roja o Glébulos Rojos), la serie Leucocitaria (Serie Blanca o Gldbulos
Blancos) y la serie Plaquetaria. Este examen nos proporciona una idea muy confiable de la
salud o enfermedad de los animales, por ello es de gran importancia saber realizar una
adecuada interpretacion de los valores encontrados en dicho estudio, ademas de tener
valores de referencia especificos para el tipo de animales, ya que estos pueden variar de
acuerdo a la raza, sistema de produccion, manejo etc. También influye la zona o region
donde se encuentren estos animales, ya que variaciones de altitud, clima y manejo afectan

la fisiologia en general, por lo que se pueden obtener valores diferentes.

Actualmente no se cuenta con los parametros normales de las vacas lecheras de la
raza Holstein en sistema de produccion intensivo especificamente en este periodo de

transicion, en nuestra zona del altiplano centro mexicano.

Por lo tanto, en este estudio se caracterizd el perfil hematoldgico del ganado lechero

en esta zona que sirven como parametros de referencia para este tipo de ganado.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La creciente demanda de alimentos en el mundo y la globalizacién, ha exigido a las unidades
de produccién primaria a ser mas eficientes cada vez para mantener la rentabilidad. La
produccion lechera no es la excepcidn, por lo que las vacas especializadas en produccion de
leche se ven mas exigidas cada vez hacia una mayor produccion, lo que conlleva mayores
cuidados de manejo, alimentacion, seleccion genética y sanidad (Meikle et al., 2013). Por

ende, implica mayores riesgos en algunas etapas de mayor importancia en la produccion.

El periparto es un periodo critico del ciclo de produccion de las vacas lecheras, donde
la fisiologia de la vaca sufre grandes cambios (Wankhade et al., 2017), uno de los sistemas
mas afectados en este periodo es el inmunitario. Autores hablan de una depresion del
sistema inmune alrededor del parto (Herr et al., 2011), lo que puede facilitar la presentacion
de enfermedades infecciosas (metritis, retencion de placenta, mastitis) y metabdlicas
(cetosis, desplazamiento de abomaso, hipocalcemia) caracteristicas del periparto (Grummer,
1995).

Aunque existe informacion acerca de las alteraciones producidas en las vacas
lecheras en periodo de transicidn, es importante que los ganaderos tomen en cuenta que la
comprobacién de los parametros fisioldgicos es esencial para el control del estado de salud

de los rebanos lecheros.

Las pruebas hematoldgicas son la prueba de diagndstico sanguineo mas popular ya
que determina el recuento sanguineo, que incluye los recuentos de eritrocitos, leucocitos y
trombocitos, asi como el contenido de hemoglobina, el valor del hematocrito y los
parametros de los glébulos rojos. El contenido de los componentes de la sangre varia
dependiendo de los factores que inhiben o estimulan el sistema circulatorio. La funcidn
principal de la sangre es transportar nutrientes y recoger desechos del medio extracelular
para mantener el equilibrio fisioldgico del cuerpo, mientras que los indicadores
hematoldgicos de la sangre son el principal determinante de la adaptacidon ambiental de los

animales y, por tanto, su bienestar.

En el periodo alrededor del parto las vacas pasan por un periodo de
inmunodepresion, las causas no son claras (Meglia et al., 2017), (Vangroenweghe et al.,



2005), algunos autores refieren que la causa es debido a la presencia de altos niveles de
cortisol consecuencia del estrés que se genera en este periodo, otros autores mencionan
una migracion de gran cantidad de los leucocitos circulantes al tracto reproductivo, algunos
mas se lo atribuyen al efecto de altos niveles de ciertas hormonas como los estrogenos
(LeBlanc, 2008).

En México no se ha hecho suficientes estudios sobre los cambios de los valores
hematoldgicos, principalmente leucocitos, de las vacas lecheras altas productoras en este
periodo del periparto, que mencionen hasta cierto punto, los cambios en los valores que se
pueden considerar como normales y en qué punto se puede convertir en un riesgo para la

vaca.



JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

A pesar de los avances significativos en la comprension de la biologia de las vacas de
transicion, se ha informado una mayor incidencia de enfermedades metabdlicas e
infecciosas durante la lactancia temprana (Wankhade et al.,, 2017). Por lo tanto, una
transicion sin problemas es importante para minimizar los problemas de salud y optimizar
la productividad y la rentabilidad para la préxima lactancia. La identificacién temprana de
estas enfermedades puede ser Util para superar futuras pérdidas de produccion (Van Saun,
2016).

La investigacion planteada, aportara informacion que posteriormente puede servir
como base para nuevos estudios de investigacion, ya que, con los resultados obtenidos, se
puede proceder a investigar cdmo se puede actuar, para contrarrestar la incidencia de
enfermedades que surgen en este periodo del periparto de las vacas lecheras, que causan

grandes pérdidas econdmicas a los ganaderos y merman el bienestar animal.

Se estima que una vaca que presenta una enfermedad en el periparto, producira en
promedio un 14% menos de leche en su lactancia (LeBlanc, 2008), lo que en unidades de
produccion intensivas especializadas como la del estudio, que tienen en promedio
producciones de 8,000 a 10,000 kg de leche por lactancia por cada vaca, esto significa una
perdida aproximada de 1250 kg, cuestion que representa mermas considerables en la

utilidad de la unidad de produccion.

Es de gran importancia contar con valores de referencia hematoldgicos
especificamente de este periodo de periparto, ya que se puede convertir en una rutina
protocolaria en las unidades de produccion lecheras, el realizar una biometria hematica a
las vacas antes del parto, y detectar vacas en riesgo, asi de esta manera prevenir

enfermedades que pudieran presentarse posteriormente.



1. ANTECEDENTES
1.1 LA GANADERIA LECHERA A NIVEL MUNDIAL

La leche bovina juega un papel central en la nutricion humana y es un ingrediente que se
consume globalmente en diferentes formas y destinos. Las principales lineas de
investigacion de la industria lactea internacional se focalizan en la valorizacién e innovacion
de productos por las propiedades de algunos componentes lacteos promoviendo los
aspectos saludables y terapéuticos de la leche (Bauman et al., 2006).

La produccion mundial de leche fue de 833.5 millones de toneladas en 2017, un 1.4%
mas que en 2016. Gran parte del aumento anticipado se produjo en Asia y América, mientras
que el sector se estancd en Europa y Africa y una declinacién en Oceania. El comercio
mundial de productos lacteos aument6 un 1,3% en 2017 a 71,6 millones de toneladas (en
equivalente de leche) marcando un segundo afio de crecimiento modesto. A pesar del
crecimiento lento de la produccién de leche, la Union Europea (UE) debe representar la
mayor expansion de las exportaciones, sostenida por el aumento de las ventas de queso y
leche descremada en polvo. De igual modo, mayores embarques de queso, pero también
de leche en polvo descremada, impulsan las exportaciones de Estados Unidos. En
contrapartida, las exportaciones de América del Sur, Oceania, Asia y Africa disminuyen en
2017, reflejando principalmente las restricciones de oferta. En el lado de la demanda, Asia
impulsa la expansion, con las importaciones de la regién en cerca de 41 millones de
toneladas, un 1.5% mas que en 2016 (FAQ, 2017).

Dentro de Asia, China esta detras de gran parte de ese aumento, con sus compras
impulsadas por la demanda de productos lacteos de mayor valor agregado, en especial
queso y leche descremada en polvo. Las importaciones aumentaron en Argelia, Australia,
Rusia, México, Indonesia, Corea, Japon, Tailandia y Pakistan. Por otro lado, las
importaciones disminuyeron significativamente en Brasil, Arabia Saudita, Oman, Estados
Unidos, la UE, Filipinas, Egipto, Malasia, Emiratos Arabes Unidos, Cuba, Bielorrusia y Turquia
(FAO, 2017).



Después de subir continuamente por nueve meses a partir de mayo de 2016, los
precios internacionales de los productos lacteos disminuyeron por poco tiempo a principios
de 2017, cuando el aumento de las remisiones de la UE y Estados Unidos alivid las
preocupaciones con la oferta. Sin embargo, los precios aumentaron de mayo a septiembre
de 2017, reflejando un aumento en los precios de la manteca y aumentos moderados en el
queso Y la leche en polvo entera, mientras que los precios de la leche descremada en polvo
permanecieron bajos. En octubre de 2017, el indice de lacteos de la FAO disminuy6 un 4%,
mientras que los importadores mantuvieron sus compras paradas esperando la tendencia
emergente de la disponibilidad de exportacidon de Oceania (FAO, 2017).
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Figura 1 Principales paises productores de leche en el mundo, 2018 (miles de toneladas) (Fuente: SIAP, 2018)

1.2 LA GANADERIA LECHERA MEXICANA

En México, la actividad lechera se lleva a cabo a lo largo y ancho de todo el territorio
nacional, sin embargo, los principales estados en cantidad producida de este vital alimento
son: Jalisco, Coahuila, Durango y Chihuahua, ya que aportan poco mas de 50% del total
nacional (SIAP, 2017).



Al cierre de 2017, la produccidn de leche de bovino alcanzé 11 mil 807 millones de
litros, es decir, 1.7% mas que en el mismo periodo de 2016. A nivel nacional, en el cuarto
trimestre de 2017, la produccion de leche de bovino se incrementd 1.7% (199 millones 156
mil litros), destacan los aumentos en: Durango 6.6 %, Aguascalientes 6.2 %, Veracruz
5.7%, Chihuahua 4.1 %. Cabe destacar que, tres de cada cien litros que se producen en el
mundo son de origen mexicano.

El consumo per capita de leche en México, es de 97 litros por afo (SIAP, 2017).
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Figura 2 Produccion anual en México de los ultimos siete afios y expectativa para 2018. (Fuente: SIAP, 2017).

1.3 LA GANADERIA LECHERA EN AGUASCALIENTES

El estado de Aguascalientes cuenta con una poblacién de ganado bovino especializado en
produccioén lechera de 73,377 cabezas, con una participacion en la produccidon nacional del
3.47% del total nacional. Es importante mencionar que el estado de Aguascalientes es una
de las principales cuencas lecheras del pais, aunque debido a su pequefia extension
territorial, los nimeros productivos no representan la importancia real de esta actividad en
el estado ya que, si hacemos un comparativo de la produccion por kildmetro cuadrado,

comparado con los otros estados, Aguascalientes encabezaria la lista con una produccion



de 68,040 litros por kildmetro cuadrado. Sin embargo, para que se dé la produccidn de leche
en cualquier nivel, debe llevarse a cabo un buen manejo en el ciclo productivo de las vacas,
para que estas a su vez produzcan la mayor cantidad de leche posible en un tiempo
determinado (SIAP, 2017).

1.4 EL CICLO PRODUCTIVO DE LA VACA LECHERA

El ciclo productivo de una hembra bovina (vaguilla) comienza cuando queda gestante, lo
que ocurre entre los 13 a 15 meses dependiendo de la unidad de produccién,
aproximadamente 282 dias posteriores a este evento, ocurre el parto y con ello, el inicio de
la produccién lactea. Una vez ocurrido el parto, el aparato reproductivo de la vaca
involuciona y se regenera para almacenar una nueva gestacion, que normalmente ocurre
entre los 50-90 dias posteriores al parto. Una vez iniciada la produccién de leche, ésta va
en incremento hasta los 90 dias posteriores al parto, donde la vaca alcanza su maxima
produccién, conocido como pico de lactancia, después, la produccién comienza a decrecer
hasta el secado, que ocurre normalmente a los 10 meses después de haber parido, es decir
que una vaca dura en lactancia aproximadamente 305 dias. El periodo seco dura
aproximadamente 60 dias y termina con el parto, reiniciando asi el ciclo productivo, como

se muestra en la siguiente figura:
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Figura 3 La curva de lactancia, de consumo de materia seca y de ganancia de peso de la vaca lechera en su

ciclo productivo, (Fuente: Thorup, et al., 2018).

Cabe mencionar que existe un periodo critico por el que pasa la vaca, que es de vital
importancia poner atencién, el cual comprende de 3 semanas antes del parto, hasta 3

semanas posteriores a éste, denominado el periodo de periparto (Thorup et al., 2018).

1.5 EL PERIPARTO EN LAS VACAS LECHERAS

La transicion del estado gestante no lactante al no gestante lactante, es un periodo de
cambios drasticos para la vaca, la cual debe adaptar su metabolismo a las fuertes exigencias
que le demanda la produccidn. Del equilibrio con que la vaca resuelva este proceso
dependera la capacidad de maximizar la produccion y la calidad de la leche, de evitar
enfermedades metabdlicas y asegurar la siguiente prefiez (Wankhade et al., 2017). La
mejora nutricional, la seleccién genética y el manejo animal han aumentado la produccion
de leche en las Ultimas décadas, y esto se asocia a una disminucion del desempefio

reproductivo y al aumento de problemas sanitarios (Meikle et al., 2013).
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1.5.1 Enfermedades del periparto en vacas lecheras
1.5.2 Principales trastornos metabdlicos de las vacas lecheras

El conflicto en el desempefio productivo vs el reproductivo esta en gran parte condicionado
por el manejo diferencial en el que se puede incidir especialmente durante el periodo de
transicion. A la alta demanda metabdlica por produccion de leche se le suma la disminucién
(~ 30%) del consumo previo al parto, que promueve la movilizaciéon de reservas corporales,
es decir, el balance energético negativo. Los cambios que ocurren durante este periodo
estan directamente relacionados a los procesos de adaptacion del sistema digestivo a la
alimentacién que recibiran luego del parto y del metabolismo (Grummer, 1995), (Wankhade
et al., 2017).

Este periodo de subalimentacién experimentado por los animales al inicio de la
lactancia no solo afecta la magnitud de la respuesta residual de produccion en toda la
lactancia, sino que agrava el desempefio reproductivo. La mayor demanda de energia y
nutrientes para la sintesis de calostro y leche junto con una menor ingesta de alimento
obliga a las vacas en transicion a sufrir un balance energético negativo (BEN) y deficiencias
de micronutrientes. El BEN estimula a las vacas a movilizar la grasa corporal en forma de
acidos grasos no esterificados (NEFA) y la posterior acumulaciéon de acido beta-
hidroxibutirico (BHBA) en la sangre. Es en este periodo que se concentran las enfermedades
metabdlicas que merman la produccidn de leche, un mal manejo del periparto a menudo
conduce a enormes pérdidas econdmicas para los productores de leche debido a que la
produccién y reproduccién se encuentran comprometidas (Wankhade et al., 2017). Si bien
estos cambios son procesos de adaptacion normales en las vacas de alto rendimiento,
cuando una vaca no se adapta a este desafio metabdlico, se producen varios trastornos
metabdlicos e infecciosos que afectan la eficiencia productiva y reproductiva mas alla del
periodo de transicion (Van Saun, 2016). Una vaca que tiene un mal periodo de transicion
perdera de 1000 a 1800 kg de leche en su lactancia en promedio. Del equilibrio con que la
vaca resuelva este proceso dependera la capacidad de maximizar la producciéon de leche,
evitar enfermedades metabdlicas y asegurar la siguiente prefiez (Grummer, 1995)
(Wankhade et al., 2017).
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1.5.2.1 Desplazamiento de abomaso

Este padecimiento es un problema cada vez mas comun en la ganaderia lechera intensiva.
Es un trastorno mecanico del cuarto compartimento gastrico de los bovinos que,
generalmente, se presenta después del parto (Raizman y Santos, 2002), pero puede suceder
en cualquier etapa de lactaciéon. El problema tiene mayor incidencia en vacas altamente

productoras y esta condicionado por diversos factores, entre los que se encuentran:

Alimentacion: En el caso de factores alimenticios el hecho de cambiar los
componentes en la racion constantemente, el dar cantidades altas de carbohidratos y
proteinas, forrajes en mal estado, o bien, el proporcionar ensilado de maiz, favorecen la
presentacion de cambios en la quimica ruminal, de tal forma que puede ocasionarse atonia

ruminal (Posadas, 2013).

Procesos infecciosos después del parto: En lo referente a las infecciones posparto
esta comprobado que, por la severidad de estas afecciones, se liberan cantidades excesivas
de histamina, lo que provoca accién sobre el nervio vago y, finalmente, atonia ruminal. Al
continuar contrayéndose ritmicamente, el abomaso puede pasar al lado izquierdo del
abdomen y quedar atrapado por el rumen sin poder regresar a su sitio, por la presencia
excesiva de gas que lo mantiene en el tercio superior de la cavidad (Raizman y Santos,
2002).

1.5.2.2 Cetosis

Este problema metabdlico se origina, cuando el alimento no suministra adecuada energia,
y la grasa corporal se convierte en fuente importante de energia de los animales. Cuando
las vacas metabolizan dicha grasa se producen acido betahidroxibutirico (BHB), la acetona
y el acido acetoacético que en conjunto se les denomina cuerpos cetdnicos El incremento
de la concentracidon de dichos compuestos, contribuyen en la incidencia de higado graso,
cetosis clinica y desplazamiento de abomaso. Asi mismo, el balance energético negativo
durante el periodo de transicion puede incrementar el riesgo de retencion de placenta,
metritis y mastitis, debido a una alteracion de la funcion inmune (Enjalbert et al., 2001).
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Se dice que no es una enfermedad en si, sino un signo de gluconeogénesis
patoldgica. Se caracteriza por producir cetonemia, cetonuria, cetolactea principalmente
para compensar la hipoglicemia y baja del glucdgeno hepatico. Rara vez es mortal si es
tratada a tiempo. Se conoce también como acetonemia (Enjalbert et al., 2001). Es mas
comun en vacas lecheras altamente productoras, a partir de la tercera semana de lactacion
(Posadas, 2013).

1.5.2.3 Hipocalcemia

La prevalencia de hipocalcemia clinica o paresia posparto en vacas lecheras en Estados
Unidos de América y Europa oscila entre 4% y 14%, con promedio de 9.0% (Erb y Grohn,
1988). En un estudio realizado por Avila y col. se determiné casi la misma prevalencia en

México que en Estados Unidos (Salgado Hernandez et al., 2009).

Es una enfermedad metabdlica, también llamada fiebre de leche que se presenta
alrededor del parto en hembras adultas, los niveles normales de calcio en sangre de las
vacas lecheras, son de entre 8.60 y 9.63 mg/dL (Stokes & Goff, 2001). La hipocalcemia es
caracterizada por niveles bajos de calcio en sangre, menores de 5.0 mg/dL lo que provoca

debilidad muscular generalizada y colapso circulatorio (Posadas, 2013).

Una de las causas reconocidas es la alimentacion durante el periodo seco con dietas
ricas en calcio, ya que aumentan la frecuencia de la enfermedad, especialmente durante las
dos semanas previas al parto, probablemente por disminucidn de la actividad paratiroidea y
aumento de actividad de la calcitonina. Dietas con una cantidad de calcio mayor a 100 g
por dia, durante el periodo seco, se asocian con un incremento en la incidencia de
hipocalcemia. Una vaca lechera promedio, requiere solo 31 g de calcio para mantenimiento
y demanda del feto (Erb y Grohn, 1988).

Las dietas preparto altas en fosforo mayor a 80 g por dia, también incrementa la
presencia de hipocalcemia. El fosforo dietario incrementa el fosforo sanguineo, lo cual inhibe
a las enzimas renales, por lo que las dietas altas en cationes de Na, Ca, y K tienden a inducir
la fiebre de leche (Posadas, 2013).
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En cualquier vaca parturienta hay hipocalcemia clinica o subclinica, debida al
comienzo de la lactacion, se registra una disminucion proporcional de los valores de calcio
sérico, ionizado y total. Es claro que el retraso en la funcion de los mecanismos
homeostaticos del calcio es la causa principal de la fiebre de leche, es decir, las demandas
son mas rapidas que la capacidad de la vaca para satisfacerlas, aun cuando sus reservas
Oseas estén satisfechas (Stokes y Goff, 2001).

Las vacas hipocalcemias han aumentado las concentraciones plasmaticas de cortisol,
la proporcién reducida de neutrdfilos con actividad fagocitica y la respuesta alterada de las
células mononucleares a un antigeno- estimulo activador. Esta reduccién de la respuesta
inmune ha vinculado la hipocalcemia a enfermedades infecciosas de origen bacteriano,
como la metritis y la mastitis (Waldron, 2013), (Sordillo, 2016).

1.5.3 Principales enfermedades infecciosas de las vacas lecheras durante el periparto

La fragilidad del organismo se refleja en la actividad del sistema inmune de la vaca que esta
fuertemente deprimida alrededor del parto. Se ha descrito una disminucion transitoria
importante de células de defensa después del parto causado por un importante pasaje de
neutrofilos hacia el tracto reproductivo. La capacidad de los linfocitos para responder vy la
produccion de anticuerpos se ve también afectada alrededor del parto, por lo que se report6
una disminucién dramatica de los niveles séricos totales de inmunoglobulinas Gy M en el

periodo entre la semana 8 previa al parto y la cuarta semana postparto (Herr et al., 2011).

Aln se desconoce el mecanismo exacto que determina la depresion del sistema
inmunoldgico en el periparto, pero se acepta que factores enddcrinos y nutricionales estarian
fuertemente involucrados. Estos hallazgos podrian explicar la alta incidencia de

enfermedades infecciosas durante este periodo (Vangroenweghe et al., 2005).

La inmunodeficiencia que caracteriza al periodo de transicion se puede observar en
la disminucién marcada de las globulinas (Sordillo, 2016) y estd asociada al marcado
incremento de las patologias infecciosas reproductivas, mamarias, podales u otras (Torres,
2010).
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1.5.3.1 Retencion placentaria

Las membranas placentarias se eliminan durante las 12 horas siguientes al parto, el retraso
en la eliminacion de la placenta después de las 12 horas, se considera un caso patoldgico.
La retencidon de placenta ocurre por la dificultad de la placenta para desprenderse de las
carunculas maternas por la falla mecanica para eliminarla; es una alteracion frecuente del
posparto, la cual debe ser considerada como un signo clinico de problemas de origenes
diversos, tales como los de tipo infeccioso (abortos), metabdlicos (hipocalcemia, cetosis,
sindrome de la vaca gorda), deficiencias nutrimentales (selenio y vitamina E) y errores de
manejo (demasiada intervencidon en los partos y condiciones estresantes en las areas de
partos). La incidencia de la Retencién de placenta (RP) varia de 5 a 15% y depende, en
gran parte, del estado de salud y manejo del hato. Este padecimiento es mas frecuente en
ganado lechero que en el productor de carne o doble propdsito. El efecto de la retencién
placentaria en la eficiencia reproductiva esta determinado basicamente por la severidad de
la metritis subsecuente, ya que 60% de las vacas con retencién placentaria, desarrollan
metritis. La retencion placentaria provoca un aumento en el intervalo del parto a la
concepcion y una reduccion de la fertilidad. En términos econdmicos, se ha determinado
que la retencion placentaria ocasiona importantes pérdidas, debido principalmente a los
costos de los servicios médicos, el incremento de la tasa de eliminacion y la prolongacién

del intervalo entre partos (Sheldon et al., 2008).

1.5.3.2 Metritis

Durante y después del parto, el Utero es invadido por bacterias que, aunque suelen ser
eliminadas por los mecanismos de defensa uterinos, algunas veces logran instalarse y
producir inflamacidon (endometritis o metritis). Las infecciones uterinas son mas frecuentes
en el ganado productor de leche que en el productor de carne o doble propdsito (Sordillo,
2016), lo cual obedece a las condiciones de manejo del ganado lechero, por ejemplo, el
confinamiento, inapropiadas condiciones sanitarias del area de parto y mayor manipulacion

durante los partos (Sheldon et al., 2008). En la practica se le llama metritis a todo proceso
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inflamatorio del Utero que se acompafie de eliminacion de exudado purulento viscoso o
acuoso, aunqgue este uso difiere de la definicion correcta del término. Se debe entender por
metritis al proceso inflamatorio que involucra las diferentes capas del Gtero (mucosa,
muscular y serosa). Este padecimiento se presenta principalmente en los primeros 10 dias
posparto y se caracteriza clinicamente por la elevacion de la temperatura, retraso de la
involucion uterina, eliminacion de secreciones uterinas purulentas y fétidas, y en ocasiones

se acompafa de septicemia y toxemia (LeBlanc, 2008).

La metritis y la endometritis afectan la eficiencia reproductiva de diversas formas:
perturban la funcidn ovarica, provocan un alargamiento del periodo del parto al primer
servicio y disminuyen la fertilidad. Ademas, causan considerables perdidas por disminucion
por la produccidon de leche, por el costo de los tratamientos y por el menoscabo de la
eficiencia reproductiva (Hernandez, 2016). Las bacterias mas frecuentemente encontradas
en procesos inflamatorios uterinos son Arcanobacterium pyogenes (antes Actinomyces
pyogenes), Fusobacterium necrophorum, Bacteriodes melaninogenicus 'y Escherichia coll.
Las tres primeras actUan sinérgicamente. Asi, A. pyogenes produce un factor de crecimiento
para F. necrophorum que a su vez produce una leucotoxina, B. melaninogenicus elabora

una sustancia que disminuye la quimiotaxis e inhibe la fagocitosis (LeBlanc, 2008).

1.5.3.3 Mastitis

La mastitis bovina se considera la enfermedad mas importante de la ganaderia lechera a
nivel mundial debido a las grandes pérdidas econdmicas que ocasiona en la produccion, en
el valor nutricional y sanitario de la leche (Peeler et al., 2003). Esta afecta de manera
constante a los rebafios lecheros del mundo y constituye la principal causa de pérdidas en

la produccién lactea (Hillerton et al., 2007).

La mastitis es una enfermedad multifactorial; su incidencia depende de la exposicion
a los patdégenos, de la efectividad de mecanismos de defensa de la ubre y de la presencia
de factores de riesgos medioambientales, asi como de las interacciones entre estos factores
(Oviedo-Boyso et al., 2007), (Ezzat Alnakip et al., 2014).
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La mastitis, como su nombre lo indica, constituye una reaccion inflamatoria de la
glandula mamaria, que se puede asociar por factores fisicos, quimicos, mecanicos o
infecciosos (Ezzat Alnakip et al., 2014). El 80% de los casos de mastitis son ocasionados
por la invasion de microorganismos patdgenos especificos en los pezones y tejidos de la
ubre; los casos restantes son resultado de lesiones traumaticas, con o sin invasion

secundaria de microorganismos (Taponen et al., 2006).

La enfermedad, clinicamente, puede presentarse en forma aguada, subaguda y
cronica. Inicia bruscamente con cambios fisicos y quimicos en la leche, y la glandula se
muestra aumentada de tamano, caliente y endurecida, el animal presenta fiebre, anorexia
y pérdida de peso, sin embargo, la presentacion mas importante es la forma subclinica
(Oviedo-Boyso et al., 2007). En esta no hay evidencia de inflamacién, pero se revela una
infeccion de la glandula por el aumento en el niUmero de células somaticas al examinar la

leche, asi como por los cambios en la composicion de esta (Taponen et al., 2006).

La mastitis subclinica ha sido subestimada por los productores, dado que es insidiosa
y poco visible en su presentacion, a tal grado que generalmente no se conoce ni se
comprende la importancia de este padecimiento. No obstante, la mastitis subclinica afecta
negativamente el ingreso econdmico de los ganaderos por la disminucion en la produccion,
asi como en la calidad de la leche, pudiendo afectar gravemente la salud de quienes la

consumen (Taponen et al., 2006).

De acuerdo con estudios realizados por varios autores, los hatos lecheros tienen una
incidencia de mastitis subclinica de 50 a 70% y es posible que la aparicion de cuadros
nuevos de mastitis en una explotacion sea debida a la aplicacién de sistemas de higiene

deficientes durante el proceso de ordefo (Blanco, 2013).

La prevalencia de mastitis subclinica en hatos ubicados en el altiplano de México ha
sido estimada por varios autores y se calcula que es aproximadamente del 20.8% (Blanco,
2013).

La frecuencia de presentacion de mastitis por coliformes aumenta al inicio de la

lactacion y disminuye conforme ésta avanza (Torres, 2010), (Blanco, 2013).
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A nivel internacional hay acuerdo en que la incidencia de mastitis es mas alta durante
los primeros 70 dias de lactacion, lo que es consistente con estudios nacionales (Torres,
2010).

1.5.4 El estrés (parto) y la funcién inmune

En 1930, Hans Selve fue el primer cientifico que introdujo el término “estrés” dentro de la
comunidad médica, en su tiempo el propuso que sin tener en cuenta el estimulo, el cuerpo
pueda responder de la misma manera fisioldgica a un esfuerzo para mantener la
homeostasis. Mas de seis décadas después, el término estrés, el cual se refiere a las
funciones corporales continta siendo definido de la misma manera es la suma de todas las
reacciones bioldgicas para estimular fisica, emocional o mental el disturbio de la homeostasis
individual. Estos estimulos, conocidos como estresores, junto con respuestas fisioldgicas en
el cuerpo que reestablece la homeostasis, primariamente a través de la activacion del eje
hipotalamica-pituitaria adrenal (HPA) y el sistema nervioso simpatico (Carroll y Forsberg,
2007).

Cientificos han tenido el conocimiento por décadas que el estrés determina efectos
en el sistema inmune. Sin embargo, no ha sido distinguido hasta hace recientemente los
efectos divergentes en el estrés agudo comparado con estrés cronico. Los cientificos han
potencializando su exploracion mas alld de los tradicionales cursos usualmente en
endocrinologia e inmunologia, efectos multidisciplinarios emergidos de una comunicacién
cruzada de elucidacién entre estos sistemas lleva la delantera o mejor entendimiento de la
regulacion homeostatica en el animal (Sordillo, 2016). El estrés de corta duracion provoca
la respuesta considerada todo o nada en la actividad bioldgica, estrictamente asociado con
el comportamiento de huida o lucha, no es el estrés considerado estrictamente
inmunosupresor. De hecho, el estrés puede obtener efectos bidireccionales en la funcién
inmune, tal como en el estrés agudo puede ser inmunoestimulante, donde el estrés crdnico

puede ser inmunodepresor (Jacob et al., 2001).

En el animal, la respuesta del sistema inmune al estrés depende en el tipo de estrés

encontrado (agudo vs crdnico). En algunas instancias el estrés agudo, tal como resulta
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desde mordeduras, punciones, cortaduras y otros desafios en la integridad del cuerpo,
hormonas de estrés son asociados con un sistema inmune recatado en una manera para
prepararse para invasiones de patdgenos potenciales y subsecuente infeccién. Sin embargo,
cuando el animal experimenta estrés prolongado o crénico, el efecto de las hormonas del
estrés en el sistema inmune se mueve desde eventos preparatorios a series de eventos
supresores, primero a nivel celular, eventualmente a través del espectro entero del sistema

inmune (Carroll y Forsberg, 2007).

Estudios previos han repostado que el estrés inducido aumenta las concentraciones
de glucocorticoides y respuesta a la restriccion son vinculadas con la inmunosupresién, que
puede predisponer al ganado a enfermedades infecciosas. Varios estudios han reportado
alteraciones en varios aspectos del sistema inmune seguido del estrés, incluido el
incremento en el nimero de neutrofilos sanguineos, recrecimiento en la respuesta y
proliferacion por estimulacion miogénica de linfocitos, y un alterado patrén en las proteinas

de fase aguda (Squires, 2006).

La respuesta a los corticoides se observa durante el parto y otras situaciones
estresantes. Los neutrofilos de reserva son liberados y pueden aumentar de dos a cuatro
veces. La respuesta leucocitaria a los estimulos inflamatorios depende de la naturaleza y la
duracion del estimulo (Sordillo, 2016). La respuesta a gérmenes Gram negativos esta en
relacion con la endotoxemia producida. La recuperacion de la leucopenia depende de la
persistencia de la toxemia. La dilatada recuperacion de la médula désea y el lento
restablecimiento (7 dias) de los granulocitos en la sangre periférica es normal en la vaca
(Carroll y Forsberg, 2007). La respuesta a los corticoides se observa durante situaciones
estresantes, estén o no relacionadas con la enfermedad (confinamiento permanente). Los
neutrofilos de reserva son liberados de la medula al torrente sanguineo y pueden aumentar
de dos a cuatro veces. Los linfocitos se reducen a menos de la mitad de su niUmero normal.
El nimero de linfocitos disminuye en situaciones de estrés y refleja una respuesta normal a
procesos inflamatorios (Jennings, 1998). Muchos cambios neuroendocrinos se desarrollan
en las vacas durante el periodo del periparto. Los flujos de hormonas de este periodo pueden
afectar negativamente la funcién de las células inmunitarias. Asombrosamente, desde

décadas de los 70s y 80s, varios autores mencionan que el estrogeno no tiene ningun efecto
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sobre la funcién de los neutrofilos bovinos durante la fase folicular del ciclo estral en vacas
o después de la administracion de altas dosis de estradiol a novillas (Roth et al., 1982) (Roth
et al., 1983). Sin embargo, se ha reportado que las concentraciones suprafisiolégicas de
estradiol suprimen la funcion de los neutrdfilos (Bodel et al., 1972), (Klebanoff, 1979). Estas
altas concentraciones de estrégenos pueden ser los causantes de la inmunosupresion. Antes
del parto, las concentraciones plasmaticas totales de estrégeno aumentan en la vaca, al
menos 10 veces mas que durante el estro (Comline et al.,, 1974). Ademas, durante la
gestacion, la capacidad de unidn a la progesterona de los linfocitos aumenta (quizas como
resultado del aumento de los niveles de estrdgeno) y la concentracion de progesterona en
el suero durante la gestacion se combina tanto, como suficiente para reducir las funciones
de los linfocitos (Szekeres-Barthd et al., 1983), (Szekeres-Bartho et al., 1985). Esto plantea
la posibilidad de que las sensibilidades hormonales de las células inmunitarias durante la
gestacion tardia puedan ser alteradas y dar lugar a cambios funcionales en las células
inmunes debido al aumento de las concentraciones de estrégeno. Se alcanzan
concentraciones muy altas de estrégenos y progesterona durante los ultimos dias de
gestacion en las vacas (Comline et al., 1974). Esto puede ser relacionado con la aparicién
de una funcion deficiente de los linfocitos en la vaca en el periparto, investigaciones mas
recientes realizadas por varios autores como (Carroll y Forsberg, 2007), (LeBlanc, 2008) y

(Sordillo, 2016), corroboran esta informacion.

1.6 HEMATOLOGIA EN EL BOVINO

La sangre de los bovinos es un liquido normalmente de color rojo a simple vista, que circula
por las arterias y venas del cuerpo del animal y que tiene importantes funciones fisioldgicas
como distribuir oxigeno, nutrientes y otras sustancias a las células del organismo, asi como
recoger de éstas los productos de desecho. Se compone de una parte liquida o plasma y de

células en suspension: eritrocitos, leucocitos y plaquetas (Rocha, 2006).
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Tabla 1 Valores de referencia hematologicos del bovino (Posadas, 2013).

Componente hematoldgico (Rango normal)
Hematocrito 25.0-42.0 %
Hemoglobina 8.0-14-.0 g/dL

(MCHC)

(N i . 27.0-34.9 g/dL
Concentracion media de hemoglobina

Leucocitos 4.0-12.0 x10 9/L
Granulocitos 2.0-6.0 x10 9/L
Linfocitos/Monocitos 3.0-7.5 x10 : /L
Plaquetas 175-500 x10 9/L

Los eritrocitos se forman en la médula 6sea y tras una vida media de 120 dias son
destruidos y eliminados por el bazo. En cuanto a las células blancas de la sangre, los
leucocitos granulosos o granulocitos se forman en la médula dsea, mientras los linfocitos se
forman en el timo, en los ganglios linfaticos y en otros tejidos linfaticos. Las plaquetas se
producen en la médula dsea. Todos estos componentes de la sangre se agotan o consumen
cada cierto tiempo vy, por tanto, se reemplazan con la misma frecuencia. Los componentes
del plasma se forman en varios 6rganos del cuerpo, como el higado el cual es responsable
de la sintesis de seroalbumina y fibrinégeno y que libera sustancias tan importantes como
el sodio, el potasio y el calcio. Las glandulas endocrinas producen las hormonas
transportadas en el plasma. Los linfocitos y las células plasmaticas sintetizan ciertas
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proteinas, mientras otros componentes proceden de la absorcion que tiene lugar en el tracto
intestinal (Rocha, 2006).

La evaluacion del conteo de células sanguineas completas en rumiantes, puede ser
una importante extension del examen fisico. La biometria hematica puede ser sugerida para
utilizarse en un proceso de enfermedad cuando el examen clinico se encuentra vago y puede
ser Util para establecer un diagnostico en muchos casos. El valor en animales individuales
incrementa asociandolos con los conocimientos y experiencia, ha resultado en que el
hemograma es una importante herramienta en el mantenimiento de los casos médicos de
los rumiantes. Idealmente los animales deben estar calmados y bien restringidos en el
momento de la coleccion de la muestra, para evitar aberraciones artificiales en el
hemograma, y leucograma, atribuible a los esteroides endégenos o liberacion de esteroides
y hemolisis de una coleccidn traumatica. Depende del tamaio y la especie del animal (Jones
y Allison, 2007).

La respuesta leucocitaria en rumiantes difiere de las observadas en otras especies,
sobre todo en algunos cambios hematoldgicos especificos, algunas veces es caracterizado
por neutropenia, mas que por neutrofilia, hay una menor tendencia de los rumiantes para

desarrollar una neutrofilia significante (Lynch et al., 2010), (Roland et al., 2014).

En condiciones basales, los factores que se elaboran en médula dsea, timo, ganglios
linfaticos y bazo mantienen el control local en la produccidn, distribucién y funcionamiento
de los leucocitos. Alteraciones en alguno de éstos, podria determinar cambios en los conteos

leucocitarios (Jones y Allison, 2007), (Rodriguez et al., 2014).

1.6.1 Composicion de la sangre bovina

A pesar de que la sangre es un elemento constante en los organismos, su composicion
quimica cambia en funcion de factores como la raza del animal, su edad, estado fisioldgico
y alimentacion, entre otros. Sin embargo, se puede hablar de una composicion media: 80%
agua, 18% de proteinas y 2% de carbohidratos, lipidos y sales minerales. La sangre bovina

se divide en dos partes, el plasma y el paquete celular, este Ultimo constituido por los
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glébulos rojos, los glébulos blancos y las plaquetas. En el bovino, el plasma representa del
60 al 65% del total y el paquete globular del 35 al 40% (Jones y Allison, 2007).

1.6.2 Hematopoyesis

El término hematopoyesis significa produccidn de la sangre y se divide en hematopoyesis
primitiva y definitiva.

La primera fase de la produccién de células de la sangre, se denomina
hematopoyesis primitiva, que es responsable de la produccion de elementos de la sangre
durante las primeras etapas de la embriogénesis. La hematopoyesis primitiva tiene lugar en
el saco vitelino. Las células del mesodermo llamadas hemangioblastos responsables de la
vasculogénesis guardan relacion con la hematopoyesis primitiva (Baron, 2003); ya que
forman multiples islotes sanguineos (Palis y Yoder, 2001) que reconocen las células
eritroides nucleadas, generando la circulacidon de éstos en el sistema cardiovascular (Ji et al.,
2003). Estas células eritroides nucleadas guardan una fuerte relacién nucleo- citoplasmatica
con presencia de hemoglobina en su citoplasma (Tsuji-Takayama et al., 2006). Los glébulos
rojos primitivos entran en la circulacion sanguinea como células nucleadas, pero finalmente

van perdiendo su ntcleo en el torrente circulatorio (Kingsley et al., 2004).

La segunda etapa de la produccion de células sanguineas, denominado
hematopoyesis definitiva, se deriva principalmente del alantoides, corion, placenta, arterias
umbilicales, y el saco vitelino. Independientemente del origen de la sintesis de células madre
hematopoyéticas (CMH), ellas migran a otros lugares donde apoyan la hematopoyesis
definitiva, tal es el caso del higado embrionario, seguido de timo embrionario, bazo fetal, y
la médula dsea (en ese orden); donde se producen nichos para la llegada de las CMH
(Oostendorp et al., 2002). El higado embrionario es primer drgano colonizado (Meehan
et al., 1984). Los precursores eritroides maduran y se hacen enucleados dentro de los islotes
eritroides en el higado antes de entrar en la circulacion (Jones y Allison, 2007), (McGrath y
Palis, 2008).
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1.6.3 Eritropoyesis

ERITROPOYESIS

Es el proceso que corresponde a 13 generacion de eritrocitos
(globulosrojos), Tiene una duracionde 5 a 7 dias,
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Figura 4 Proceso de la Eritropoyesis, (Fuente: Alberts et al., 2002)

1.6.3.1 Proeritroblasto

Es el primer precursor del eritrocito reconocido morfoldgicamente. Es una célula
relativamente grande (diametro: 12 a 20 um), contiene un nucleo esferoidal voluminoso con
uno o dos nucléolos visibles. el citoplasma exhibe una basdfilia leve como consecuencia de
sus ribosomas libres. Si bien es reconocible, el proeritroblasto no se identifica con facilidad
en los extendidos de médula dsea de rutina. Tiene una cromatina granular, gruesa y con un
nucléolo prominente, asi como una pequena cantidad de citoplasma azul oscuro (Reagan,
1999).

1.6.3.2 Eritroblasto Basofilo

Descripcion general: el eritroblasto baséfilo es mas pequefio que el proeritroblasto
(didmetro: 10 a 16 pm) en el que se origina por division mitdtica. El nlcleo del eritroblasto
basofilo es mas pequefio y cada vez mas heterocromatico con las mitosis sucesivas. El
citoplasma exhibe una basofilia intensa por la gran cantidad de ribosomas libres que
sintetizan hemoglobina. El nucleo es esférico, central y presenta basofilia por la cromatina
condensada que se dispone de grumos o en forma radial. Su citoplasma es aln escaso pero
un tanto mas abundante que el proeritroblasto (Reagan, 1999).
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1.6.3.3 Eritroblasto Policromatofilo

La acumulaciéon de hemoglobina en esta célula, cambia gradualmente la reaccion tintérea
del citoplasma, de modo que comienza a tefiirse con la eosina. Tiene un didmetro: 8 a 12
um, tiene un nucleo mediano, redondeado, central y azulado, la cromatina del ndcleo esta
fuertemente condensada. Su citoplasma es abundante, azulado con matices rojizos
(Reagan, 1999) (Amella, 2006).

1.6.3.4 Eritroblasto Ortocromatofilo

En esta etapa el eritroblasto ortocromatico ya no es capaz de dividirse, en esta etapa se va
a perder el nucleo, tiene un diametro de 7 a 10 ym. su nucleo es pequefio y redondo, tiene
tendencia a extraerse y su color es azul oscuro la cromatina estd muy condensada y tiene
un aspecto homogéneo. Su citoplasma es muy abundante y de color rojo con matices azules
(Reagan, 1999), (Jones y Allison, 2007).

1.6.3.5 Reticulocito

Son eritrocitos sin nucleo. Cuando los reticulocitos maduran, pierden los receptores de la
superficie, necesarios para adherirse a los componentes de la fibronectina y Ia
trombospondina de la matriz extracelular, esto para facilitar su liberacion de la médula ésea
(Telen, 2000).

1.6.3.6 Eritrocito

Los eritrocitos, también llamados glébulos rojos o hematies, son el tipo mas comin de célula
en la sangre. En los mamiferos esta célula carece de nucleo, tiene un didmetro de 6-7 um
y presentan palidez central representa un tercio de su diametro. Su estructura es una red
proteica que actla como citoesqueleto que le confiere una alta capacidad de deformidad y
flexibilidad, facilitando el paso por los capilares estrechos (Amella, 2006). Dispone de una
proteina soluble transportadora de gas (hemoglobina) rodeada por una membrana celular
protectora (Rebar, 2001).
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La principal via metabdlica del eritrocito es la glucdlisis anaerdbica; esta via permite
a la célula producir energia para mantener la estabilidad de la membrana con una minima
utilizacién del oxigeno. También disponen de otras vias metabdlicas (comunicaciéon del
monofosfato hexosa y metahemoglobina reductasa) que protegen a la hemoglobina de la
oxidacion (Rebar, 2001).

La funcién primaria es transportar oxigeno a los tejidos a partir de la hemoglobina y
la vida media del eritrocito es de 120 dias (Amella, 2006).

Los cambios en la cantidad de estas células también pueden ser un signo de otros
trastornos: Un alto nimero de hematies, también llamada policitemia, puede ser causada
por adaptacion a un aumento en la altura, una mala circulacién en los rifiones, problemas
cardiacos genéticos, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), y pulmonar de la
fibrosis. Un conteo mas bajo de lo normal puede ser un signo de una mala nutricion,

problemas con la médula 6sea, la leucemia entre otras (Correa et al., 2012).

1.6.4 Granulopoyesis

Los leucocitos constituyen una poblacidn celular compuesta por diversos tipos, en los que
se encuentran los polimorfonucleares, constituidos por los neutrdfilos, eosindfilos y

basofilos; y en mononucleares, constituidos por monocitos y linfocitos (Khan et al., 2011).

La granulopoyesis se produce principalmente en la médula dsea y en sitios extramedulares
en los momentos de mayor demanda o con enfermedad de la médula dsea (Amella, 2006)
y estd regulada por el movimiento de las células precursoras hematopoyéticas. La
diferenciacion se realiza a través de cambios en la expresion de marcadores de superficie
celular, receptores, factores de transcripcion, y las vias de transduccién de sefales en los
precursores hematopoyéticos. Los diversos linajes granulociticos se originan a partir de
células pluripotenciales hematopoyéticas (HSC) dentro de la médula dsea (Jones y Allison,
2007).
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La granulopoyesis esta regulada por citoquinas, estas se encuentran en el factor de
células madre (SCF) y la mayoria de las citoquinas hematopoyéticas se producen a niveles
bajos para mantener la granulopoyesis en estado estacionario (Jones y Allison, 2007).
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Figura 5 Proceso de la Granulopoyesis, (Fuente: Alberts et al., 2002).

1.6.4.1. Mieloblasto

El primer precursor de los granulocitos reconocible en la médula dsea es el mieloblasto. Es
una célula grande con un nucleo redondo u oval, con una cromatina finamente granular y
uno o mas nucléolos prominentes (Reagan, 1999). La cantidad de citoplasma es pequefia o
moderada e inicialmente el citoplasma carece de granulos (mieloblasto Tipo I), pero un
pequefio numero de granulos azurdfilos comienzan a aparecer cuando el mieloblasto
madura (mieloblasto Tipo II.) (Weiss et al., 2010).

1.6.4.1 Promielocito
Esta célula se parece al mieloblasto, excepto que puede no tener nucléolos y una zona
perinuclear clara dentro del citoplasma (Weiss et al., 2010).
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1.6.4.2 Mielocito

Es pequefio en comparacion a los primeros precursores, tiene un nucleo redondo u oval o
ligeramente dentado, con una cromatina granular fina y cantidad moderada de citoplasma
azul. En esta fase, dejan de producirse los granulos primarios y se forman en ese momento

granulos secundarios (Reagan, 1999).

1.6.4.3 Metamielocito

El metamielocito es pequefio en comparacion al mielocito. El nicleo es en forma de rifidn.
La cromatina es moderadamente granular, espesa y densa en comparacion a la del
mielocito. El citoplasma es azul y contiene granulos primarios y secundarios que en las fases

subsiguientes del desarrollo no son facilmente visibles al microscopio (Reagan, 1999).

Un rasgo caracteristico es la presencia de granulos pequefios de color rosa o

purpureo (granulos primarios) en el citoplasma (Reagan, 1999).

1.6.4.4 Linfocitos

Los linfocitos son un tipo de gldbulos blancos, una parte importante del sistema
inmunoldgico. Son mucho mas comunes en el sistema linfatico que en la sangre y son el
principal tipo de célula que se encuentra en la linfa, pueden defender el cuerpo contra las
infecciones, ya que pueden distinguir las células del propio cuerpo de las extranjeras. Una
vez que reconocen material extrafo en el cuerpo, producen sustancias quimicas para
destruir ese material (Alberts et al., 2002).

Los linfocitos de la sangre periférica se originan tanto en la médula ésea como en el
timo, derivandose aproximadamente un 70% del timo (Linfocitos T) y un 30% de la médula
osea (Linfocitos B) (Rebar, 2001), (Amella, 2006).

El tamaiio del linfocito es de 9 a 12 um. Tiene un nucleo redondo, excéntrico y de
cromatina agregada. La cantidad del citoplasma es escasa, se observa en forma de anillo
delgado y de color azul palido. Los linfocitos son las células del sistema inmunitario especifico
(Rebar, 2001), (Alberts et al., 2002).

28



Un aumento en la concentraciéon de linfocitos es generalmente un signo de una
infeccion viral (en algun caso raro, las leucemias se encuentran a través de un recuento de
linfocitos anormalmente elevado en una persona normal). Un conteo alto de linfocitos con
un bajo recuento de neutréfilos podria ser causada por el linfoma. Un aumento general en

el nimero de linfocitos se conoce como linfocitosis (Alberts et al., 2002).

Linfocitos bajos. Puede ser resultado de varios trastornos de la sangre o de otras
enfermedades. Se asocia con una infeccién después de una cirugia o un traumatismo. Esta

condicién se conoce como linfopenia (Alberts et al., 2002).

Los tres tipos principales de linfocitos son los linfocitos T, los linfocitos B y las células

asesinas naturales (NK) (Amella, 2006).

Linfocitos T Juegan un papel central en la inmunidad celular. Se las llama células T
porque maduran en el timo, una glandula que se encuentra en el pecho. Hay varios

subconjuntos de células T (Alberts et al., 2002).

Linfocitos B Son principalmente responsables de la inmunidad humoral. Hacen que
los anticuerpos que puedan unirse a los patdgenos, bloquear la invasién de patdgenos,
activar el sistema del complemento, y aumentar la destruccion de patégenos. Se mantienen
dentro de la médula 6sea hasta que maduran. Una vez maduros, se extienden por todo el
cuerpo y se concentran en el bazo y los ganglios linfaticos (Alberts et al., 2002), (Amella,
2006).

Células asesinas naturales (NK) Son una parte del sistema inmune innato y juegan
un papel importante en la defensa del huésped de ambos tumores y células infectadas de
forma viral (Alberts et al., 2002).

1.6.4.5 Monocitos

Los precursores de los monocitos surgen de las células madre, que son precursores comunes
para ambas lineas celulares de los granulocitos y monocitos. Los monoblastos son los
primeros precursores reconocibles microscdpicamente en la médula dsea, aunque sea
imposible diferenciarlos de los mieloblastos. Los monoblastos dan lugar a los promonocitos.
Un promonocito es una célula grande con un nucleo oval, a veces dentado con un tipo de
cromatina reticular (parecida a una red). Estas células tienen cantidades pequenas y
moderadas de citoplasma azul y pueden resultar dificiles distinguirlas de los mielocitos o
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metamielocitos neutrdfilos. Los promonocitos dan origen a los monocitos. El tamano que
presenta el monocito es de 15 a 20 pm con un nulcleo de forma irregular, cromatina
ligeramente reticulada y a nivel del citoplasma, éste es de color azul- grisaceo. Debido al
manejo de la muestra pueden producirse variaciones en la morfologia normal (Rebar, 2001).

A partir de frotis con sangre fresca sin anticoagulante, los monocitos suelen ser
redondos y no contienen vacuolas citoplasmaticas. El frotis a partir de sangre con EDTA, los
monocitos suelen presentar los margenes irregulares con pseuddpodos y vacuolas
citoplasmaticas. La evolucidn continua de monocito a macréfago representa la segunda linea
de defensa del sistema fagocitico circulante. Las funciones especificas del macréfago
incluyen: fagocitosis, regulacion de la respuesta inflamatoria a partir de la liberaciéon de
mediadores inflamatorios (factores quimiotacticos, prostaglandinas, complemento, etc.),
procesamiento de antigeno para su presentacion a linfocitos; por lo que estan implicados
en iniciar la respuesta inmune y participan en la regulacion de las reservas de hierro del
organismo (Rebar, 2001), (Amella, 2006).

1.6.4.6 Neutrofilos en banda
Es una célula redonda y pequefia en comparacion al metamielocito, su nucleo es en forma

de herradura y tiene cantidades moderadas de citoplasma azul o azul claro.

El metamielocito y el neutrdfilo en banda no son capaces de la divisidn celular, pero
se someten a la maduracidn nuclear que se caracteriza por el aumento de la condensacion

de la cromatina y la progresiva segmentacion del nicleo (Khan et al., 2011).

1.6.4.7 Neutrdfilos segmentados

El compromiso de los progenitores de granulocitos / monocitos (GMPs) para la proliferacion
y maduracion de mieloblastos a neutrofilos polimorfonucleares, es impulsado principalmente
por factor estimulante de colonias (G-CSF); y en condiciones basales el tiempo que
transcurre para ir de la primera célula precursora de granulocitos a neutrofilo segmentado

es de aproximadamente 6 dias (Panopoulos y Watowich, 2008).

El neutrdfilo segmentado es una célula pequefia con un didmetro de 12-15 pm,
presenta un nucleo lobulado o parcialmente segmentado con una cromatina densa de
coloracién purpura oscuro; el citoplasma es rosa palido o azul claro, finamente granular y

liso. Esta célula es la primera linea de defensa. La mayor demanda de neutrdfilos es el
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resultado de la liberacion de citoquinas inflamatorias y el aumento de la produccion de factor
estimulante de colonias (G — CSF) (Panopoulos y Watowich, 2008).

Su funcion primaria es la fagocitosis y la eliminacion de diferentes organismos con
la fusién de los granulos lisosomales y las vesiculas fagociticas liberando enzimas liticas y
sustancias quimicas capaces de destruir las bacterias. La médula dsea precisa
aproximadamente de 4 a 6 dias para la formacidon de nuevos neutrofilos y es capaz de

mantener en reserva el aporte de neutrofilos maduros para 5 dias (Rebar, 2001).

Los neutrofilos circulan alrededor de 10 horas en la sangre periférica encontrandose
en dos compartimentos; en un compartimento circulante y otro marginal (Amella, 2006). La
migracion de neutrdfilos hacia los tejidos es unidireccional y al azar, sobreviviendo de 1 a 4
dias obteniendo posteriormente la muerte celular programada o apoptosis; aunque también
pueden ser destruidos por los macréfagos residentes del bazo, higado y médula dsea (Rebar,
2001).

1.6.4.8 Eosinofilos

Los progenitores de los eosindfilos originados por GMPs, son los mismos progenitores que
dan lugar a los neutrofilos. Sin embargo, el desarrollo de los eosindfilos se produce en
respuesta a un patron diferente de factores de transcripcion y citocinas. Las principales
citoquinas que conducen la produccién de eosindfilos son IL3, GM-CSF e IL-5. Los eosindfilos
carecen de receptores para factor estimulante de colonias (G—CSF). La IL-3 y GM-CSF juegan
un papel importante en las primeras etapas de la proliferacion de los eosindfilos, mientras
que la IL - 5 es necesaria para la diferenciacion terminal, y la maduracién funcional de los
eosinofilos. Ademas de su papel en la maduracion y diferenciacién de eosindfilos, la IL - 5
previene la apoptosis, estimula la liberacion de eosindfilos de la médula dsea y promueve la

adhesion de eosindfilos a las células endoteliales (Hogan et al., 2008).

El tamafo de esta célula es de 12 a 20 uym de didametro, parecido o ligeramente
mayor que un neutrofilo. El ndcleo es lobulado o parcialmente segmentado con la cromatina
densa, de color purpura oscuro y a nivel del citoplasma presenta granulos de color naranja-
rojizo de diferentes tamafios y nimeros. Los eosindfilos constituyen el principal componente
de las reacciones de hipersensibilidad sistémicas (Amella, 2006). Cuando los antigenos de
parasitos o alérgenos se unen a las IgE especificas de los mastocitos, estimulan la

degranulacién de éstos liberando histamina que atrae a los eosindfilos, también tienen la

31



capacidad fagocitica o bactericida limitada y pueden desempenar cierto papel en la
destruccion de células neoplasicas (Rebar, 2001). Es una célula con tamafio de 12 a 20 pm
de diametro, similar o ligeramente mayor a un neutrdfilo. El nicleo es lobulado, segmentado
y con cromatina condensa. El citoplasma es de color purpura claro o gris con granulos

oscuros (Jones y Allison, 2007).

1.6.4.9 Basdfilos

Los basofilos inmaduros pueden reconocerse en el estadio de mielocito por sus
caracteristicos granulos secundarios. Los granulos de los basofilos contienen histamina y
heparina. La histamina liberada juega un papel primordial en la reaccién de hipersensibilidad
inmediata. La heparina inhibe la coagulacién, con una importante funcién en la inflamacion.
Los basdfilos activos sintetizan diversas citosinas que inician o modulan la respuesta
inflamatoria (Rebar, 2001).

1.6.5 Trombopoyesis
Los megacariocitos se derivan del linaje megacariocitos / progenitores eritroides (MEPS). En
los seres humanos y los animales domésticos, los megacariocitos se encuentran

principalmente en la médula ésea (Amella, 2006).

Durante las primeras etapas del desarrollo de megacariocitos, las células
progenitoras se someten a la division celular generando los megacarioblastos, que son la
primera etapa morfoldgicamente identificable en la médula 6sea, siendo células grandes con
un nucleo redondo y nucléolo prominente. En esta etapa se distingue el promegacariocito,
esta célula es grande, presenta nicleo multilobulado con citoplasma basdfilo agranular
(Reagan, 1999). En etapas posteriores del desarrollo, los megacariocitos realizan
endomitosis donde se saltan el anafase, telofase, y la citocinesis, lo que resulta en division
de ADN, sin division celular. Esta célula presenta nicleo multilobulado y abundante
citoplasma granular (Jones y Allison, 2007). Las plaquetas se constituyen a partir del
citoplasma de los megacariocitos mediante la formacion de una estructura conocida como
proplagueta, esta estructura se fragmenta en multiples plaquetas. La trombopoyetina (TPO)
es un regulador humoral clave en la produccion de plaquetas; se sintetiza principalmente
en el higado, en menor medida en el rindn y en las células estromales de médula dsea. Los
estudios han documentado que, aunque TPO es importante para la megacariopoyesis
normal, TPO también es importante para la hematopoyesis en general y desempena un
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papel en la expansion de células madre hematopoyéticas. Los receptores de TPO se
encuentran en las plaquetas, megacariocitos, y las células endoteliales vasculares (Tsuiji-
Takayama et al., 2006).

Las plaquetas tienen un tamafo de 2.2 a 3.7 um de didmetro y 0.5 um de espesor
(aproximadamente una décima parte del tamafio de un eritrocito) (Rebar, 2001); es de
forma discoidea sin nucleo, posee el citoplasma de color rosa con presencia ocasional de

granulos color purpura (Tizard, 2009).

1.6.6 Hemograma

El analisis hematoldgico no solo es relevante para diagnosticar trastornos del sistema
hematoldgico, sino que también es util en el diagndstico de muchas enfermedades
sistémicas. Aunque el diagndstico de una enfermedad solo puede basarse ocasionalmente
Unicamente en un recuento completo de células sanguineas (CBC), el hemograma puede
aportar informacion valiosa en el diagndstico, la vigilancia y la formulacién de un prondstico

con respecto a la progresion futura de una enfermedad en un individuo (Roland et al., 2014).

Los instrumentos hematoldgicos automatizados proveen un conteo rapido de células
e indices eritrocitarios potencialmente Utiles, tal como el Volumen Corpuscular Medio (MCV),
y la Concentracién Hemoglobina Corpuscular Media (MCHC), que no son disponibles con
métodos manuales. Es importante que los analisis automatizados deban ser calibrados para
la especie de interés, y hacer valoracion de examen microscopico para conformar los
reportes del analizador, ademas de detectar anormalidades morfoldgicas que no pueden ser

subestimadas (Jones y Allison, 2007).
Un Unico hemograma no desvela si la situacion clinica esta mejorando o empeorando
en las leucopenias. Por lo que es necesario hacer seguimiento posterior analizando muestras

subsecuentes. Es importante tener en cuenta que los hemogramas deben interpretarse
teniendo en cuenta los datos de la historia clinica y los signos clinicos (Tizard, 2009).

1.6.7 Frotis sanguineo (diferencial)
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El estudio de un frotis de sangre periférica puede proporcionar bastante informacion, puede
utilizarse para determinar el tipo de células, su cantidad, tamafio, forma, fase de desarrollo
e inclusiones celulares (Voigt, 2003). La interpretacién de los frotis suele basarse en
recuentos diferenciales. Los porcentajes relativos de leucocitos, derivados del recuento
diferencial de leucocitos, pueden ser engafiosos, particularmente cuando el leucocito en
cuestion representa solo un pequeno porcentaje del total de células cuantificadas (Latimer
et al., 2005).

A partir de la cuenta total de leucocitos y la cuenta relativa expresada en porcentaje

se pueden efectuar deducciones clinicas, sin embargo, es mas preciso expresar la cuenta

diferencial total de cada tipo de leucocitos (Ezzat Alnakip et al., 2014).
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2. HIPOTESIS
Existen variaciones significativas de los valores del hemograma de la vaca lechera (Holstein)
alta productora del altiplano centro de México, durante su periodo de transicion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el perfil hematoldgico de la vaca lechera del altiplano mexicano, durante su

periodo de transicion.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

3.2.1 Obtener valores de la serie roja (eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, volumen

corpuscular medio, concentracién media de hemoglobina), la serie blanca (neutrdfilos,

linfocitos, eosindfilos y monocitos) y plaquetas.

3.2.2 Realizar el diferencial de los tipos de leucocitos mediante frotis sanguineo.

3.2.3 Comparar los datos obtenidos de las muestras de los diferentes tiempos de muestreo

entre si.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 UBICACION GEOGRAFICA DEL ESTUDIO

El presente estudio se llevd a cabo durante el mes de marzo del afio 2018 a junio 2019 en
una unidad de produccién lechera! ubicada en los limites entre Jalisco (municipio de Lagos
de Moreno) y Aguascalientes (regién del municipio del Llano), cuyas coordenadas
geograficas son: 21.787579, -102.003043, el clima que predomina en esta region es
semiarido, los principales meses con precipitacion son de junio a septiembre, con una
precipitacion promedio anual de 550 mm y una temperatura promedio de 18 °C (INEGI,
2019).

4.2 SELECCION DE LA UNIDAD DE PRODUCCION

Es un estudio descriptivo longitudinal en el cual la unidad de produccién seleccionada se

eligié por un método de conveniencia cumpliendo con los siguientes criterios de inclusion:

- Ubicado en la region lechera de Aguascalientes-Jalisco.

- Mantenga un sistema de especializado de produccion lechera totalmente estabulado.

- Brinde las facilidades necesarias para dar el seguimiento necesario a los animales
seleccionados previamente.

- Contar con al menos 500 vientres de ganado de la raza Holstein.

4.2.1 Caracteristicas de la unidad de produccion

La unidad de produccidn opera bajo un sistema de productivo de leche intensivo, totalmente

estabulado.

! Rancho El Tepetatillo S.A. de C.V.
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4.2.1.1 Instalaciones

El rancho cuenta con infraestructura altamente tecnificada, con corrales de tipo Free Stall,
y de tierra con sombreadores, con comederos y bebederos en cada uno de los corrales, la
sala de ordefa es de tipo espina de pescado, con capacidad para 16 vacas a la vez, cuenta

con bascula fija, mangas de manejo y apretaderos para los manejos necesarios.

4.2.1.2 Manejo Zootécnico

Las vacas se encuentran lotificadas en diferentes corrales de acuerdo a su cantidad de
produccion y etapa fisioldgica, divididas en: Frescas, altas productoras, medias productoras,
bajas productoras, secas y preparto. Las vacas se ordefian dos veces al dia.

4.2.1.3 Alimentacion

La dieta de las vacas varia de acuerdo a las necesidades de cada etapa de produccion en la
que se encuentran; sin embargo, se utilizan los mismos ingredientes, aunque en diferente
proporcién; los ingredientes mas comunes son los ensilados en mayor cantidad y los

concentrados en menor proporcion.
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Tabla 2 Ingredientes y composicion quimica de las dietas utilizadas en el periodo de transicion durante e/
estudio (preparto y postparto). Fuente: Elaboracion propia.

Ingredientes Preparto Postparto
Ensilado de maiz (kg) 35.00 26.00
Alfalfa henificada (kg) 0.00 4.00
Maiz rolado (kg) 0.00 3.20
Nucleo proteico (kg) 0.00 4.20
Rastrojo de maiz (kg) 2.20 0.00
Concentrado preparto (kg) 3.50 0.00
Composicion quimica
Materia seca (MS) (%) 36.64 43.7
Proteina cruda (PC) (%) 11.87 16.7
Fibra detergente acido (FDA) (%) 19.86 21.6
Fibra detergente neutro (FDN) (%) 32.94 27.8
Carbohidratos no fibrosos (CNF) (%) 44.01 45
Energia neta de lactancia (ENI)
(Mcal/kg) 1.64 1.66

4.2.1.4 Registros
La informacion se recaba primeramente de forma manual en libretas de registro,

posteriormente se hace la captura de ésta, en un sistema de software especializado?.

4.2.1.5 Manejo a las vacas en periparto

Las vacas entran a esta etapa provenientes del corral de vacas secas (donde se les aplico
la vacuna contra Rinotraqueitis Infecciosa Bovina, Diarrea Viral Bovina, Parainfluenza 3 y
Virus Sincitial Respiratorio Bovino?), se apartan en un corral diferente donde permanecen
hasta el dia del parto, para pasar posteriormente al corral de vacas frescas. Las vacas que
entran a este corral de preparto deben tener aproximadamente 260 dias de gestacion. Al
ingreso se les aplican las siguientes vacunas: La primera contiene toxoides y cultivos

completos inactivados de Clostridium chauvoei, septicum, sordellii, novyi serotipo B, tetani,

2 Dairy Comp 305®
3 Virachield 6 Vac®
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haemolyticum, perfringens tipo “A”, “B”, “C”" y “"D” en hidréxido de aluminio como
adyuvante?, la secunda vacuna contiene antigenos de Rotavirus bovino cepas Lincoln y
B223, Coronavirus bovino, cepas enterotoxigénicas de E. coli con el factor de adherencia K
99 y toxoide de C. perfringens tipo C.> y por ultimo la vacuna contra la mastitis que contiene
antigenos de Escherichia coli inactivado, Staphylococcus aureus (CP8) inactivado, cepa SP
1406,

Una vez paren las vacas se les da el siguiente tratamiento protocolario: Un Suero
con gluconato de calcio por via intravenoso, 3 tomos orales de 200 g de probidticos
(Saccharomyces cerevisiae) uno por dia, y 500 g de propilenglicol via oral.

4.3 CARACTERISTICAS DE LAS VACAS A MUESTREAR

Se eligieron vacas altas productoras de la raza Holstein, multiparas, aparentemente sanas,
que se encuentren al término de la gestacion en el periodo de preparto y se dio seguimiento

durante su periodo de transicion.

4.4 OBTENCION DE MUESTRA

Se obtuvieron 320 muestras de 64 vacas (Bos taurus) multiparas, especializadas en la
produccion de leche, de la raza Holstein, clinicamente sanas, que se encontraban al inicio
del periodo de transicion. Se obtuvieron 64 muestras de las vacas cuando tenian 260 dias
de gestacion, 64 muestras de las vacas con 270 dias de gestacidn, 64 muestras de las vacas
el dia del parto, 64 muestras de las vacas con 10 dias en leche y 64 muestras de vacas con

21 dias en leche.

4.4.1 Obtencién de muestras de sangre

4 Clostri 10®
5> ScourGuard®
6 StarVac®
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La sangre venosa, se obtuvo de la vena coccigea media de las vacas, mediante la puncién
con Vacutainer de 1.5 calibre 20, y se deposité en un tubo con citrato de sodio 3.8% con

capacidad de 5 mL (ver anexo).

4.4.2 Manejo de la muestra

Inmediatamente después de la toma de muestra, se rotularon los tubos con el niUmero de
la vaca correspondiente, y se registra la informacion manualmente en un formato
determinado, posteriormente, se coloco el tubo en hielera de unicel con hielo, para lograr
una temperatura de 2-7 °C, para ser transportada hasta el laboratorio donde se proceso,
evitando en el traslado, la luz solar directa, golpes o agitaciones fuertes que causaran

hemolisis y el contacto directo con superficies congeladas.

4.5 TECNICAS DE LABORATORIO

4.5.1 Andlisis hematoldgico

Se utilizara sangre venosa fresca-almacenada a 2-7 °C durante no mas de cuatro horas.

Para su procesamiento se utilizara el Kit de preparacion de muestras bovinas IDEXX,
para el analizador hematoldgico IDEXX VetAutoread, siguiendo la metodologia establecida

por el fabricante (ver anexo).

El funcionamiento del sistema de hematologia esta basado en el principio de que,
sus diferentes densidades, las diversas células sanguineas se separan en estratos definidos
al ser centrifugadas en un tubo para microhematocrito. El interior del tubo esta recubierto
de naranja de acridina, un colorante fluorescente que tife diversos componentes celulares
incluyendo nucleoproteinas (principalmente ADN y ARN), lipoproteinas, glicosaminas en la
serie de los granulocitos. Estos componentes celulares absorben el naranja de acridina y
emiten fluorescencia bajo la luz azul-violeta. Bajo esta luz, las células granulociticas emiten
fluorescencia amarillo naranja; los linfocitos y monocitos, que tienden asimilar la mayor
cantidad de colorante por sus nucleos mas grandes, emiten fluorescencia verde brillante y
las plaquetas, amarillo palido. Los eritrocitos normales no se ven afectados por el naranja
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de acridina y exhiben un color rojo oscuro. La camara Optica del sistema examina el tubo y

el flotador y mide la fluorescencia emitida por las células en el tubo.

4.5.2 Frotis sanguineo (diferencial)

Se realizé el frotis con sangre fresca para cada una de las muestras obtenidas por duplicado,
de esta manera, comparar los resultados de la medicién automatica con los obtenidos

mediante el frotis. El frotis se tefiira con la tincidon de Wrigth.

Para realizar un frotis de sangre como se muestra en la figura No 4. se debe producir
un frotis con leucocitos uniformemente distribuidos en la "zona de recuento ", donde las
células estan en una monocapa. Una gota de sangre se coloca en un extremo del
portaobjetos de microscopio limpio. Se coloca un segundo portaobjetos en frente de la gota
de sangre y con un angulo de alrededor de 30 a 45 grados hacia atras para que
posteriormente pueda extenderse la gota de sangre hasta llegar a los bordes del primer
portaobjetos; a medida que la gota se extiende se debe generar un deslizamiento
rapidamente del segundo portaobjetos avanzado hasta el final del primer portaobjetos.
Idealmente, el frotis sanguineo debe cubrir la mitad o dos tercios del portaobjetos, y ser
mas grueso donde se coloco la gota haciéndose progresivamente mas delgado al final del
frotis. No debe de haber espacio vacio, ya que esto afectara a la distribucion de células. La
preparacion de un frotis sanguineo de calidad requiere de practica, pero es una habilidad
importante. El frotis sanguineo debe estar completamente seco antes de la tincidon para
evitar que se distorsionen los eritrocitos. Para ello es necesario dejar los frotis por lo menos
5 a 10 minutos en reposo. Los productos de tincidon como Wright se pueden utilizar para

tedir el frotis de sangre una vez que esté completamente seco.

Para la realizacion del frotis se seguira la siguiente metodologia:
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Figura 6 Técnica para realizacion del frotis sanguineo

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo la captura de los datos de las 320 muestras obtenidas en una hoja electrénica de
Microsoft Excel® La informacion codificada se transfirid a un procesador de texto de
manera que los datos pudieran ser empleados para su analisis estadistico mediante el
software Statistical Analysis System ® (1999) en el cual se utilizd un Andlisis de varianza
(ANOVA) y una evaluacion de medias por el test de comparacion de medias (Tukey), con la
informacidn estadisticamente significativa (P<0.05) se generaron graficas utilizando el
programa GraphPad Prism 6.
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5. RESULTADOS
5.1 RESULTADOS DEL ANALIZADOR AUTOMATICO

Una vez procesadas las muestras de sangre obtenida en el analizador automatico, se

muestran a continuacion los siguientes resultados correspondientes al periodo de transicion,

encontrando diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en algunos analitos.

Tabla 3 Resultados del Analizador Automatico

Dias en relacidn al parto

Variable . Error ) Error ) Error . Error . Error
Media std Media std Media std Media std Media std
-21 -10 0 10 21
Hematocrito  31.94b 039 3275ba 040 33.32a 044 3040c 046 2818d  0.41
(%)
Hemoglobina 1057b 013 1075ba 013 10.99a 014 9.89c 015 9.24d 0.13
(g/dL)
MCHC
(@) 3312a 012 3282ba 011 3319a 019 3265b 016 3279ba 0.1
Leucocitos
totales
11.32bac 058 11.92ba 064 1250a 062 1055bc 055 9.67c 0.57
(x109/L)
Granulocitos
absolutos 503a 027 578a 032 558a 046 495a 042 377b 030
(x109/L)
Granulocitos
(%) 4539ba 168 5050a 215 4534ba 2.83 4574ba 241 3932b  2.04
Linfocitos
monocitos
absolutos 6.30 a 0.48 6.14 a 0.55 6.92 a 0.57 5.60 a 0.42 591a 0.47
(x109/L)
Linfocitos
Qgg;Oc'tOS 5461ba 168 4955b 218 5466ba 283 5426ba 241 60.66a  2.04
Z'(al‘é‘;i‘;‘s 286.08c 1101 332.00b 1487 26882c 935 34274b 11.07 40405a 18.25

Error std: Error estandar, dL: decilitro

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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5.1.1 Hematocrito

Respecto a los resultados obtenidos de hematocrito se puede observar una tendencia a
incrementar el porcentaje, conforme se acerca la fecha de parto encontrando diferencia
estadistica (P<0.05) entre el primer y tercer muestreo, posterior al parto se observa una
disminucion conforme avanzan los dias, aunque sin salir de los rangos de normalidad

establecidos (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de hematocrito de vacas muestreadas a diferentes tiempos durante el periodo
de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales diferentes indican diferencias

significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.2 Hemoglobina

La cantidad promedio de hemoglobina en sangre encontrada en los diferentes muestreos
con respecto al parto, muestra un incremento conforme se acerca el dia del parto,
encontrando diferencia estadistica (P<0.05) entre el primer y tercer muestreo, posterior al
parto se observa una disminucién conforme avanzan los dias, aunque sin salir de los rangos

de normalidad establecidos (Figura 8).
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Figura 8. Cantidad de hemoglobina (g/dL) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos
durante el periodo de transicion. Se presentan las medias % el error estandar. Literales diferentes

indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.3 MCHC

Se observa que la MCHC, disminuye conforme se acerca el parto, pero vuelve a subir casi a
los limites maximos de referencia (34.9 g/dL) el dia del parto y nuevamente baja posterior

a éste, encontrando diferencia estadistica (P<0.05) (Figura 9).
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Figura 9. (MCHC) Concentracion de hemoglobina corpuscular media (g/dl) en sangre de vacas
muestreadas a diferentes tiempos durante el periodo de transicion. Se presentan las medias + e/
error estandar. Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias

de Tukey.
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5.1.4 Leucocitos totales

De acuerdo a los resultados obtenidos y analizados, se observa un incremento promedio en
los leucocitos totales absolutos en sangre, conforme se aproxima el parto, siendo este, el
periodo de muestreo con un recuento mas alto que los demas (P<0.05) y rebasando los
rangos normales establecidos (12.0 x109/L), posterior al parto se observa una disminucion
conforme avanzan los dias, aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos
(Figura 10).
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Figura 10. Cantidad leucocitos totales (x109/L) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos
durante el periodo de transicion. Se presentan las medias + €l error estandar. Literales diferentes

indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.5 Granulocitos absolutos

Los granulocitos en su recuento absoluto, no mostraron diferencia estadistica significativa
(P<0.05) hasta el dia 10 después del parto, sin embargo, se mantiene alrededor del limite
maximo establecido (6.0 x109/L) aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos,

en el Ultimo muestreo si se observo diferencia estadistica significativa (P<0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Cantidad granulocitos (x10%/L) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos
durante el periodo de transicion. Se presentan las medias % el error estandar. Literales diferentes

indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.6 Porcentaje de granulocitos totales

El porcentaje de granulocitos totales incremento en el periodo de muestreo de 10 dias antes
del parto, encontrando diferencia estadistica significativa (P<0.05) con respecto al primer
muestreo, y disminuyendo nuevamente el dia del parto, manteniéndose a los 10 dias

después de éste y bajando nuevamente en el Ultimo muestreo (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de granulocitos del total de leucocitos en sangre de vacas muestreadas a
diferentes tiempos durante el periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar.

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.7 Linfocitos y monocitos (agranulocitos) absolutos

La cantidad de linfocitos y monocitos (agranulocitos) encontrada, no mostro diferencia
estadistica significativa (P<0.05) con respecto a los diferentes periodos de muestreo, sin
embargo, el dia del parto el promedio de estas células, estuvo cerca de los limites maximos
establecidos como normales (7.5 x109/L), incluso algunas vacas estuvieron por encima de

este limite (Figura 13).
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Figura 13. Cantidad linfocitos y monocitos (x109/L) en sangre de vacas muestreadas a diferentes
tiempos durante el periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales

diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.1.8 Porcentaje de linfocitos-monocitos (agranulocitos) totales

Se observa que el porcentaje de los linfocitos y monocitos encontrado en el segundo periodo
de muestreo fue el mas bajo, incrementando posteriormente en el tercer muestreo que
corresponde a la fecha de parto, manteniéndose similar 10 dias después de este y

aumentando significativamente (P<0.05) en el ultimo muestreo (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de linfocitos-monocitos (agranulocitos) del total de leucocitos en sangre, de
vacas muestreadas a diferentes tiempos durante el periodo de transicion. Se presentan las medias +
el error estandar. Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de

medias de Tukey.

52



5.1.9 Plaquetas

Los resultados obtenidos de las plaquetas en sangre, muestran que su concentracion
incrementa a los 10 dias antes del parto, pero vuelve a bajar el dia del parto, aumentando
nuevamente en los muestreos posteriores, aunque se observa diferencia estadistica

significativa (P<0.05), los resultados estan dentro de los rangos normales (Figura 15).
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Figura 15. Cantidad plaguetas (x109/L) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos durante
el periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.2 RESULTADOS DEL FROTIS SANGUINEO (DIFERENCIAL)

Resultados obtenidos de la lectura de los frotis sanguineos, con la finalidad de realizar el
diferencial de los diversos tipos de leucocitos en sangre, los cuales se expresan en
porcentaje, ya que se observaron las laminillas a 100X y se realizd el conteo de 100

leucocitos diferenciandolos por sus caracteristicas fisicas observables.

5.2.1 Eosinofilos

La cantidad en porcentaje de eosindfilos mostro un decremento conforme se acerca la fecha
del parto, 10 dias después contintio bajando siendo este periodo donde se obtuvieron los
valores mas bajos (P<0.05), y aumentando un poco en el Ultimo muestreo a pesar de ser

un tipo de leucocito que se encuentra en pequefia proporcién (Figura 16).
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Figura 16. Cantidad eosindfilos (%) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos durante el
periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.2.2 Neutrofilos banda

El porcentaje de neutréfilos banda o inmaduros, no presentaron diferencia estadistica
significativa (P<0.05), con respecto a los diferentes periodos de muestreo con relacion al
parto (Figura 17).
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Figura 17. Cantidad neutrofilos banda (%) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos
durante el periodo de transicion. Se presentan las medias % el error estandar. Literales diferentes

indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.2.3 Neutroéfilos Segmentados

El porcentaje de neutrdfilos segmentados incrementa significativamente (P<0.05) conforme
se acerca la fecha del parto, como se puede observar en la grafica, siendo la fecha de parto
el periodo con el porcentaje mas alto encontrado, posterior al parto se observa una

disminucién conforme avanzan los dias (Figura 18).
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Figura 18. Cantidad neutrofilos segmentados (%) en sangre de vacas muestreadas a diferentes
tiempos durante el periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales

diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.2.4 Linfocitos

El porcentaje de linfocitos observado disminuye significativamente (P<0.05) conforme se
acerca la fecha del parto como se puede observar en la grafica, posterior a éste se observa

un aumento conforme avanzan los dias (Figura 19).
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Figura 19. Cantidad linfocitos (%) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos durante el
periodo de transicion. Se presentan las medias + el error estandar. Literales diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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5.2.5 Monocitos

El promedio de monocitos en porcentaje encontrados, se comportd de manera similar en
los diferentes periodos de muestreo, encontrando una mayor cantidad de estas células en
las muestras conforme avanzan los dias del periodo de transicién encontrando diferencias

significativas (P<0.05) entre el primer y Ultimo muestreo (Figura 20).
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Figura 20. Cantidad monocitos (%) en sangre de vacas muestreadas a diferentes tiempos durante e/
periodo de transicion. Se presentan las medias + €l error estandar. Literales diferentes indican

diferencias significativas (P<0.05) a la prueba de medias de Tukey.
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6. DISCUSION

El presente estudio comprendié la caracterizacién del periodo de transicion mediante el
analisis de los principales analitos hematoldgicos. Las vacas evaluadas en este estudio se
mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales, de manejo y de nutricion, con RTM
ad libitum para cada etapa fisiologica. Se evaluaron 64 vacas que fueron analizadas y
distribuidas en cinco grupos de evaluacion e integrados de la siguiente manera: Grupo 1
integrado por 47 vacas de -21 d con respecto a la fecha esperada de parto, Grupo 2 por 62
vacas de -10 d preparto, Grupo 3 por 75 vacas al momento del parto, Grupo 4 por 62 vacas
de +10 d después del parto y por el Grupo 5 que estuvo integrado por 60 vacas con +21 d

después del parto.

Los cambios obtenidos del analisis hematoldgico (serie roja, serie blanca y plaquetas)
coinciden con los obtenidos en otros estudios similares en otras partes del mundo, de

acuerdo a lo descrito en otras investigaciones.

6.1 SERIE ROJA

El hematocrito es el porcentaje del volumen total de la sangre compuesto por eritrocitos,
sus valores pueden verse alterados por desnutricién, por disminucién en el numero de
glébulos rojos, pude aumentar el valor del hematocrito en condiciones de hipoxia
prolongada, en el caso de las vacas proximas al parto se pude atribuir un aumento en esta
variable debio al espacio que ocupa el feto que limita la distencion total de los pulmones,
por lo que la vaca tiene que producir mayor cantidad de hematies para satisfacer la demanda
de oxigeno del organismo y del feto mismo (Roland et al., 2014). Lo que coincide con lo
obtenido en este estudio, se observd una tendencia a incrementar el porcentaje, conforme
se acerca la fecha de parto encontrando diferencia estadistica (P<0.05) entre el primer y
tercer muestreo, posterior al parto se observa una disminucién conforme avanzan los dias,
aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos. Los hallazgos encontrados en
este estudio también coinciden con los descritos anteriormente por con (Sloss y Dufty, 1980)
y (Dolhain et al., 1995), describen un aumento del HTC dias proximos al parto, encontrando
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diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los meses anteriores analizados. De la
misma manera (Diaz etal., 1999) encontraron que hubo cambios significativos del
hematocrito (P<0.05), como respuesta fisioldgica al crecimiento fetal, menciona que los
hematies de las vacas durante la gestacion y lactancia temprana mostraron mayor peso y
concentracion de hemoglobina en el eritrocito al reportado en la literatura, lo que puede

indicar un mecanismo especial de adaptacion a la gran demanda de oxigeno.

La hemoglobina es una proteina, su funcidon es el transporte de oxigeno a los
diferentes organos y tejidos, puede aumentar su valor en el hematocrito en condiciones de
hipoxia prolongada, en el caso de las vacas préximas al parto se puede atribuir un aumento
en esta variable debido al espacio que ocupa el feto que limita la distencién total de los
pulmones, por lo que la vaca tiene que producir mayor cantidad de hemoglobina para
satisfacer la demanda de oxigeno del organismo y del feto mismo (Rocha, 2006), (Roland
et al., 2014). En este estudio se encontrdé que la cantidad promedio de hemoglobina en
sangre encontrada en los diferentes muestreos con respecto al parto, muestra un
incremento conforme se acerca el dia del parto, encontrando diferencia estadistica (P<0.05)
entre el primer y tercer muestreo, posterior al parto se observa una disminucién conforme
avanzan los dias, aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos. Los hallazgos
encontrados coinciden con los descritos anteriormente, de acuerdo con (Sloss y Dufty,
1980), (Dolhain et al., 1995) y (Diaz et al., 1999) describen un aumento de HB dias proximos
al parto encontrando diferencia significativa (P<0.05) con respecto a los meses anteriores
analizados. (Jacob et al., 2001), (Reynolds et al., 2006) también describen un incremento
de la concentracion de hemoglobina del eritrocito en la parte final de la gestacion como
resultado del aumento de la demanda de oxigeno para el crecimiento fetal, el cual es
maximo en el Ultimo tercio de la gestacién, menciona que el volumen de eritrocitos y de
plasma se expanden proporcionalmente con la gestacion. En la vaca se ha calculado que al
final de la prefiez, la tasa metabdlica fetal se duplica y los tejidos del Utero y la placenta
consumen de 35 a 50 % del oxigeno disponible (Reynolds, 1993). Asi mismo, se aumenta
16 veces la captacion fetal de oxigeno (Reynolds, 1993) y la tasa metabdlica materna es
mayor (Stokes y Goff, 2001). Esto implica que se aumente el nimero de eritrocitos y su
capacidad de transporte de oxigeno con el fin de soportar el crecimiento fetal y el aumento

del metabolismo.
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La concentracién de hemoglobina corpuscular media es una forma de medicién de
la hemoglobina circulante, la hemoglobina se encarga de transportar oxigeno a los
diferentes tejidos del cuerpo para la correcta oxigenacion y llevado a cabo de los procesos
fisioldgicos (Jones y Allison, 2007), en este estudio los indicadores de funcién hematica se
modificaron el dia del parto con una elevacién significativa (P<0.05) casi a los limites
maximos de referencia (34.9 g/dL) el dia del parto y nuevamente baja (32.8 g/dL) posterior
al este, encontrando diferencia estadistica con respecto a los valores de los otros periodos
de muestreo lo que coincide con lo obtenido por (Wankhade et al., 2017) quien obtuvo una
medicion de (35.2+ 3.24 g/dl); por otro lado (Roland et al., 2014) obtuvieron valores mas
altos (36.2 g/dL) en el mismo periodo de muestreo de las vacas.

Como se puede observar en los resultados obtenidos, después del parto comienzan
a descender los valores promedio de la serie roja, (Hematocrito y Hemoglobina) lo que
coincide con (Diaz et al., 1999) mencionan que existen varios reportes acerca de la
disminucion de estos analitos en las primeras semanas posparto; en esta investigacion se
encontrd que la caida del HTO y la HB se presenta sin cambios significativos en el tamafio
(VCM), peso y concentracién de hemoglobina (HCM, CHCM) (P> 0.05), evidenciando que
no existe una caida real del porcentaje de HTO y HB. El cambio en la funcién hematica tiene
que ver con la dinamica normal del balance hidrico de la vaca lechera después del parto. Es
posible que la disminucién del HTO y HB se deba a un incremento del consumo de agua en
el posparto. Se ha demostrado que vacas de alta produccidon en el inicio de la lactancia,
consumen 60% mas agua que en la gestacion (Meikle et al., 2013) y que el volumen
plasmatico después del parto aumenta aproximadamente 7%, por tanto, el descenso de los
indicadores de funcion hematica puede reflejar la hemodilucién asociada con aumento en la
ingestién de agua y el volumen plasmatico, como lo sugiere (Grummer, 1995) quien

encontrd disminucion del HTO por aumento de dicho volumen.

6.2 SERIE BLANCA

Los glébulos blancos o también llamados leucocitos, son células sanguineas sin pigmento
responsables de la respuesta inmune (Bautista et al., 2016), (Wankhade et al., 2017) , en

este estudio se observd un incremento promedio en los leucocitos totales absolutos en
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sangre (12.5 x10°/L), conforme se aproxima el parto, siendo éste, el periodo de muestreo
con un recuento mas alto que los demas (P<0.05) y rebasando los limites normales
establecidos (12.0 x109/L), posterior al parto se observa una disminucién (9.6 x109/L)
conforme avanzan los dias, aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos. Estos
resultados que se obtuvieron concuerdan con los obtenidos por (Pizoni et al., 2017) el cual
obtuvo valores de (12.6 x109/L) en ese mismo tiempo de muestreo, (Campos et al., 2008)
también obtuvo valores de (13.0 x109/L) en ese periodo mismo periodo, sin embargo,
difieren mucho de los valores obtenidos por (Silva et al., 2016) quien obtuvo valores de
(16.0 x109/L) en vacas sanas al momento del parto, aunque sus resultados fueron mas
altos, todos se encuentran por encima de los rangos de valores normales. En cuanto al
muestreo posparto (Silva et al., 2016) obtuvo valores de (6.89 x10°9/L) lo que coincide
también con los resultados obtenidos en el presente estudio. Algunos otros autores como
(Ohtsuka et al., 2004), (Ohtsuka et al., 2013), (Kaneko et al., 1997), (Levkut et al., 2012)
y (Santos et al., 2018), también mencionan que la respuesta normal de los leucocitos
sanguineos frente al aumento del cortisol que se registra durante el parto es una
leucocitosis. Sin embargo, a pesar de la leucocitosis marcada, la funcidén de éstos no es la
mejor y ellos mencionan que la disfuncién de los neutrdfilos sanguineos en el parto estaria
determinada por una baja expresion de los antigenos de membrana (integrinas
principalmente), causada por los elevados niveles de cortisol plasmatico que se registran en

ese momento.

Existen muchos antecedentes de esta diferente respuesta de los leucocitos
sanguineos en el momento del parto. Existen varios trabajos, ya desde la década del 80,
que relacionan al calcio con la respuesta de los leucocitos. En 1989 se comprobo, in vitro,
que en ausencia de calcio extracelular la capacidad fagocitica de los macréfagos disminuia
un 40 % respecto de los testigos y que, neutralizando el calcio intracelular, se suprimia casi
totalmente la fagocitosis de éstos. Asimismo, éstos y otros autores demostraron que la
diapédesis de los neutrofilos también es dependiente del Calcio, siendo éste necesario para
el pasaje de gel a sol de la actina intracitoplasmatica (Villereal y Palfrey, 1989) esta

informacidn es corroborada posteriormente por (Bagur y Hajnoczky, 2017) .

Otro factor importante es la deficiencia de estrogenos durante este periodo, pues se
induce una actividad leucitica disminuida (Sordillo, 2016) y una funcién de neutrdfilos
deteriorada segun lo evaluado por la quimiotaxis hacia las preparaciones sobrenadantes de
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cotiledén y la actividad de la mieloperoxidasa. La mieloperoxidasa es la proteina mas
abundante en los neutrdfilos y es la Unica peroxidasa que cataliza la conversion de perdxido
de hidrogeno y cloruro a acido hipocloroso, siendo asi un potente oxidante que contribuye
al mecanismo de defensa contra los antigenos. (Ohtsuka et al., 2013).

La disminucion de las defensas de la vaca se produce normalmente a partir de las 2
a 3 semanas preparto, alcanzando el nivel minimo 1 a 2 semanas postparto debido a que la
actividad de neutrdfilos y linfocitos disminuye hasta un 50% en los dias cercanos al parto
(LeBlanc, 2008).

Dentro de los leucocitos denominados granulocitos, se encuentran los neutrofilos
segmentados, neutréfilos en banda, basdfilos y eosindfilos principalmente. Los neutréfilos
segmentados son la primera linea de defensa del animal (Meglia et al., 2017), éstos montan
una respuesta inmune inespecifica y son los de mayor importancia pues se encuentran en
un mayor numero. En nuestro estudio estas células de defensa se encontraron, en su
recuento absoluto que, los primeros 4 muestreos no mostraron diferencia estadistica
significativa (P<0.05), sin embargo, se mantiene alrededor del limite maximo establecido
(6.0 x10°/L) aunque sin salir de los rangos de normalidad establecidos, en el Ultimo
muestreo de 21 dias posteriores al parto, si se observé diferencia estadistica significativa
(P<0.05), con una disminucion en la media de (3.6 x109/L), en cuanto a porcentaje
alrededor del parto se encontrd con un valor del 45.3% lo que coincide con los resultados
obtenidos por (Pizoni et al., 2017) el cual obtuvo un valor absoluto promedio de (4.9 x10°/L)
y un porcentaje de 40, en el mismo periodo de muestreo, al igual que los datos obtenidos
por (Meglia et al., 2017).

Por otro lado, el conteo en porcentaje de neutrdfilos banda o inmaduros, no
presentaron diferencia estadistica significativa (P<0.05), con respecto a los diferentes
periodos de muestreo con relacion al parto, estos resultados coinciden con los obtenidos
por (Pizoni et al., 2017) (Santos et al., 2018) y (Sandoval et al., 2010) quienes tampoco

encontraron diferencia estadistica (P<0.05) en muestreos alrededor del parto.

Los eosindfilos constituyen el principal componente de las reacciones de
hipersensibilidad sistémicas. Cuando los antigenos de parasitos o alérgenos se unen a las
IgE especificas de los mastocitos, estimulan la degranulacion de éstos liberando histamina

que atrae a los leucocitos, entre ellos los eosindfilos, también tienen la capacidad fagocitica
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o bactericida limitada y pueden desempenar cierto papel en la destruccion de células
neoplasicas (Amella, 2006). En este estudio, la cantidad en porcentaje de eosindfilos mostrd
un decremento conforme se acerca la fecha del parto (P<0.05), 10 dias después contintio
bajando siendo este periodo donde se obtuvieron los valores mas bajos (0.6%), y aumentd
un poco en el Ultimo muestreo a pesar de ser un tipo de leucocito que se encuentra en
pequena proporcion, estos datos coinciden parcialmente con los obtenidos por (Campos
et al., 2008), ellos obtuvieron valores mas altos en el preparto y los valores mas bajos
después del parto (P<0.05), pero de igual manera los valores no salieron de los rangos de
normalidad establecidos, por otro lado los datos obtenidos, difieren con los encontrados por
(Santos et al., 2018) quienes obtuvieron valores de hasta el (4.1%) en la tercera semana
posterior al parto, estas diferencias pueden deberse a que el estudio se realizd en otro pais
(Brasil) y el manejo del ganado difiere al que se realiza en el altiplano centro de México.

Dentro de los leucocitos llamados agranulocitos por sus caracteristicas morfoldgicas,
se encuentran los monocitos y linfocitos, estos ultimos de mayor importancia en la respuesta
inmunoldgica especifica (LeBlanc, 2008). En este estudio, la cantidad absoluta de linfocitos
y monocitos (agranulocitos) encontrada, no mostré diferencia estadistica significativa
(P<0.05) con respecto a los diferentes periodos de muestreo, sin embargo, el dia del parto
el promedio de estas células, estuvo cerca de los limites maximos establecidos como
normales (7.5 x109/L), incluso algunas vacas estuvieron por encima de este limite, estos
datos que se obtuvieron, son similares a los obtenidos por (Gavan et al., 2010) quien obtuvo
valores de (5.44 x109/L) en vacas muestreadas antes del parto y valores de (5.92 x109/L)
en vacas muestreadas después del parto, en otro estudio realizado por (Campos et al.,
2008), se observo un comportamiento muy parecido, donde obtuvieron valores de (6.02
x109/L), en vacas antes del parto y valores de (6.05 x10°%/L) en vacas después del parto,
ambos, todos los resultados promedio se mantuvieron dentro de los rangos normales

establecidos.

En cuanto al conteo en porcentaje de linfocitos y monocitos con relacién al total de
células de la serie blanca, se observa que los linfocitos y monocitos en el sequndo periodo
de muestreo fue el mas bajo (49.5%), incrementando posteriormente en el tercer muestreo
que corresponde a la fecha de parto (54%), manteniéndose similar 10 dias después de este
y aumentando significativamente (P<0.05) en el ultimo muestreo (61%), estos resultados

se deben principalmente a que las variaciones principales fueron de los neutrdfilos
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segmentados, por lo que se refleja que no hay diferencia significativa en el conteo absoluto
de los linfocitos y monocitos pero si en el conteo de porcentaje.

6.3 PLAQUETAS

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos responsables de la hemostasia iniciando la
formacion de coagulos. Son producidos en la médula ésea. La disminucién en sus valores
puede ocasionar fallas en el proceso de coagulacion y favorecer la aparicion de hemorragias.
Al incrementar la sintesis de cortisol, se estimula la produccion de plaquetas, para que éstas
actlien en las posibles lesiones, de acuerdo con los resultados de este estudio el nUmero de
plaquetas aumenté el dia del parto coincidiendo con lo obtenido por (Ohtsuka et al., 2004).
En el presente estudio muestran que su concentracion incrementa a los 10 dias antes del
parto (332 x109/L) , pero vuelve a bajar el dia del parto a (268 x109/L), aumentando
nuevamente en los muestreos posteriores, encontrando el punto mas alto en el ultimo
muestreo 21 dias después del parto (404 x109/L), aunque se observa diferencia estadistica
significativa (P<0.05), los resultados estan dentro de los rangos normales, lo cual coincide
con los resultados obtenidos por (Santos et al., 2018), el cual obtuvo valores de (407
x109/L) para vacas de la raza Holstein en un periodo similar de muestreo. Por otra parte,
existen reportes que sefialan un aumento de trombocitos durante la gestacidn, siendo estos

resultados contradictorios a los encontrados en este trabajo (Ramirez et al., 2009).
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7. CONCLUSIONES

El periodo de transicidn es un estado de gran estrés, que modifica temporalmente los
componentes hematoldgicos, por lo que se debe tener principal cuidado en esta etapa ya
que las vacas son vulnerables a las enfermedades infecciosas en este periodo, debido a que

el sistema inmunoldgico se encuentra comprometido.

En esta investigacion se confirma la magnitud de los ajustes fisioldgicos en la fase
de transicion y la presencia de alteracion de la funciéon sanguinea principalmente el punto

critico es después del parto.

Se pudo concluir que existen variaciones significativas de los valores hematoldgicos
de la vaca lechera durante su periodo de transiciéon, aunque los datos no salieron de los
rangos de normalidad establecidos, éstos se acercaron a los limites, y esto las hace

vulnerables a cualquier otro factor para desencadenar una enfermedad.

Aunque los valores de neutrdfilos segmentados fueron mas altos en el muestreo del
dia del parto, en comparacion con los otros muestreos, seria necesaria una evaluacion de
su actividad fagocitica para confirmar su capacidad de actuar ante un desafio, ya es posible
no observar diferencias en el porcentaje de leucocitos, monocitos, linfocitos y neutrofilos en

los animales, pero si diferencias en la actividad fagocitica de los neutrdfilos.

La informacion presentada puede ser utilizada como referencia del comportamiento
fisioldgico de la vaca lechera durante la fase de transicidon en condiciones de altiplano centro

de México.
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9. ANEXOS

Anexo 1 Metodologia para la obtencidn de la muestra de sangre de le vena coccigea media

de las vacas:

Paso 1: Levantar la cola del animal, localizar el area de puncién y hacer la asepsia
correspondiente.

Paso 2: Montar la aguja de Vacutainer en el soporte o capuchdn, descubrir la aguja
y pinchar la vena.

Paso 3: Insertar el tubo de recogida de muestra de citrato de sodio en el porta
agujas, y presione firmemente el tubo contra la aguja interior. Dejar que se llene
con la muestra, la totalidad del tubo. (hasta la etiqueta superior del tubo.)

Paso 4: Retire el tubo de recogida de muestra del porta agujas con suavidad, ponga
el tubo boca abajo al menos 10 veces para que se mezcle la muestra con el

anticoagulante.

Anexo 2 Metodologia para el procesamiento de la muestra de sangre:

1. Colocar el vial de muestra, con la tapa, en el porta tubos. Manteniendo vertical
la botella de aditivo IDEXX para muestras bovinas, afada una gota (40 pL) de
dicha solucién al vial de muestra. IMPORTANTE: la botella debe sostenerse
vertical y centrada para evitar que la gota no se deslice por la pared del vial de

muestra.

2. Mezcle la muestra en el tubo de recogida de citrato de sodio poniéndola boca

abajo suavemente 10 veces.

3. Retire la tapa del tubo de recogida de muestra de citrato de sodio y coloque el
tubo en el organizador de preparacion de muestras.

4. Con la pipeta en posicion vertical, presione la perilla y bajela hasta la muestra,
suavemente deje de hacer presidon sobre la perilla, para que la muestra se
introduzca en la pipeta, retire la pipeta y limpiela con una toallita.
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10.

Con la pipeta en vertical, presione la perilla con cuidado para dispensar cuatro
gotas (200 pL) de muestra en el frasco de muestreo. La pipeta debe estar
centrada sobre el tubo y no debe tocar los bordes del frasco. Después, deseche
la pipeta de transferencia. IMPORTANTE: La pipeta debe mantenerse en vertical
en todo momento y centrada para que las gotas no deslicen por la pared del

frasco de muestreo.

Retire el frasco de muestreo del organizador, vuelva a colocar la tapa, y muévala
horizontalmente 10 veces. IMPORTANTE: no invierta el frasco para realizar la

mezcla. Inmediatamente siga las indicaciones del paso 7

Con la canula hacia usted abra el porta pipetas, girando el cilindro en direccion
contraria a las agujas del reloj. A continuacién, inserte el extremo con lineas
verdes en el cilindro hasta el tope. Asegurese el tubo en su sitio girando el cilindro
en la direccion de las agujas del reloj.

Presione el embolo de la pipeta y manténgalo asi. Inserte el extremo del tubo
cubierto de naranja de acridina en la muestra diluida del paso 5, y libere el
embolo poco a poco. Compruebe que la sangre llega hasta la linea negra de 111
uL.

Levante el porta pipetas y con cuidado, limpie la superficie exterior del tubo con
una toallita sin pelusa e introduzca el extremo del tubo en la tapa de la bandeja.
Asegure el tubo girando el portapitpetas media vuelta. A continuacién, levante el
porta pipetas y compruebe que ha sellado correctamente. Si la muestra se filtra

por el tapon, repita el procedimiento con un tubo nuevo.

Mantenga el porta pipetas en horizontal y desbloquéelo girando el cilindro en
sentido contrario de las manecillas del reloj. Con suavidad retire el tubo.
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11. Mantenga el tubo en horizontal y girelo entre sus dedos al menos durante 30

segundos para asegurar que los reactivos se mezclen bien con la muestra.

12. Para introducir el flotador, sostenga el tubo en horizontal y deslicelo sobre el
extremo del flotador. Con el tubo cerca de las lineas verdes, levantelo para sacar
el flotador de la ranura. Por Ultimo, apoye el extremo del tubo en la parte
posterior de la bandeja.

13. Utilice la centrifugadora IDEXX VetCentrifuge. Centrifugue el tubo durante 10
minutos (dos ciclos). Asegurese de equilibrar la centrifugadora con otro tubo. Es

necesario esperar tres minutos entre cada ciclo para que se enfrie el rotor.

14. Retire el tubo rapidamente y compruebe que no tenga restos de sangre ni huellas
dactilares. Compruebe que el nivel del plasma se encuentra entre las dos lineas
verdes del tubo. Si se encuentra por encima o por debajo descarte el tubo y

prepare uno nuevo.

15. Seleccione como especie Bovino en el analizador hematoldgico VetAutoread de

IDEXX, a continuacion, introduzca el tubo en el analizador y cierre la cubierta.

16. Imprima u obtenga los resultados obtenidos.

Anexo 3 Técnica para evaluacién del frotis sanguineo.

Se deben notar tres diferentes densidades en el extendido:
1) Zona muy densa, no sirve para evaluar los leucocitos, eritrocitos o plaquetas, pues
se encuentran demasiado encimados o contraidos y no permite su diferenciacion.
2) Zona ideal para la evaluacién del extendido, las células se encuentran bien
extendidas sin deformaciones, como en la zona 3.
3) Zona muy delgada, se emplea para la busqueda de microorganismos en eritrocitos
que hayan perdido su hemoglobina, se verifica que no hayan agregados de

plaquetas, microfilarias o grandes células.
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Antes de iniciar el diferencial, en un frotis teflido con Wright, se debe hacer un
reconocimiento panoramico (40 X, esto es, el objetivo de 4X y ocular de 10X) del frotis (para
detectar microfilarias o agregados de plaquetas), ver la distribucion y seleccionar el campo
para iniciar el diferencial de 100 leucocitos (neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosindfilos y
basdfilos), observar a 1 000 X y aceite de inmersién. Empezar desde la parte intermedia (2)
hacia la parte mas gruesa (1). La direcciéon en zigzag que debe llevar la evaluacion esta
relacionada con la reparticion de las células en el extendido, ya que ésta no es equilibrada.
Los eritrocitos pequefios y los linfocitos se van a ubicar en el centro del extendido, mientras
que sobre los bordes se van a encontrar grandes eritrocitos, granulocitos y algunos
linfocitos, y sobre el borde final del frotis (3) se van a encontrar los elementos de mayor

tamafio (monocitos, agregados de plaquetas, microfilarias, etc.)
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