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RESUMEN

La engorda de ovinos realizada bajo un sistema de produccién intensivo,
ocasiona problemas debido al estrés causado por una alta densidad y eventual
manejo zootécnico deficiente. En el presente trabajo se evalua el efecto de
administrar suplementos de Acido Ascérbico (AA) y cascara de naranja (CN) a la
dieta, como alternativa para reducir los niveles de cortisol y estimular el sistema
inmunitario, evaluando los efectos sobre algunos parametros hematoldgicos y
ganancia de peso. Se utilizaron 60 machos ovinos entre 16-27 kg, con 2 meses de
edad. Los animales se dividieron en cuatro grupos, con 15 animales por grupo. Al
grupo Control no se le ofrecié ningun suplemento de AA o CN. Al grupo 2 se le
administré AA en agua purificada (75 mg/kg). Al tercer grupo, se le administré CN
(100 g por animal). Al cuarto se le ofrecieron ambos suplementos (AA y CN). Los
animales fueron alojados en tres corrales, en los que se tuvo la posibilidad de aplicar
individualmente los tratamientos correspondientes. Tres muestras de sangre se
colectaron antes, durante y después de los 30 dias del experimento, para determinar
parametros hematoldgicos y la concentracién de cortisol. El peso del animal se
registré antes, durante y después del experimento. Los resultados indicaron una
diferencia significativa (P<0.05) en la ganancia de peso debida a la administracién
de CN, ya que se obtuvo mayor ganancia de peso al final del periodo experimental
(28.4 kg) que a los demds tratamientos. Las concentraciones de cortisol sérico
mostraron una diferencia significativa (P<0.05) entre los tratamientos, revelando que
los animales que recibieron s6lo AA presentaron una reduccién de cortisol en suero

en comparacién con los demas. Esto nos demuestra que la administracién del AA

14



MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL, UANL
GARCIA MONTERO, S.G.

contribuye a reducir los niveles de cortisol sérico y que los animales alimentados

con CN aumentan su peso.
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ABSTRACT

Feedlot sheep production performed under intensive production system,
causes problems mainly caused by stress associated with high density and poor
animal management. Administration of supplements based on ascorbic acid (AA)
and dried citrus peel is thought to help reducing cortisol levels and stimulate the
immune system, as well as to have effects on some hematological parameters and
weight gain. Sixty male sheep between 16-27 kg and 2 months old were blocked by
weight and assigned into four groups (treatments) designed for the experiment.
Group one (control group) did not received any supplementation. Group two received
AA in purified water (75 mg/kg). Group three was given dried citrus peel (100 g per
animal); and group four was offered both supplements (AA and orange peel).
Animals were housed in three group pens. Blood samples were collected before
starting, during and at the end of the 30 day experiment for determination of
hematologic parameters and cortisol. The body weight was recorded at the same
time of the blood sample collection. The body weight results indicated a significant
difference (P<0.05) between the treatments administrated to animals. Blood serum
cortisol was significant different (P<0.05) among treatments, with those animals
receiving only the administration of AA showing a reduction of the serum cortisol
concentration in comparison with other groups. In conclusion, administration of AA
helps to improve the welfare of feedlot animals under stress lowering serum cortisol.

Supplementation of dried citrus peel increased the weight gain of the animals.
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1. INTRODUCCION

Alrededor del mundo la produccién ovina por lo general se realiza bajo un
sistema de produccion extensivo, es decir, en pastoreo, ya que desempefia una
ventaja en la economia de los productores, ahorrando en los costos de produccion.
Pero a la vez esto resulta susceptible a diversas variables como lo son las
condiciones climaticas, sequias extremas, lo que causa una importante carencia de
alimento en este tipo de sistema de produccién (Partida et al., 2013).

En México hasta el ario 2010, se tienen registradas cerca de 53,000 unidades
de produccion pecuaria (UPP) con una distribucidn total ovina de un 23% en el norte
del pais (PROGAN, 2010). Este tipo de produccidén se lleva a cabo en diversos
sistemas productivos, sin embargo, dos de los mas importantes son: el sistema
extensivo y el sistema intensivo, el primero, basado en el pastoreo con el uso
minimo de suplementos y/o aditivos, y el segundo, donde los ovinos son engordados
con dietas basadas en concentrado, con un mayor manejo zootécnico (Mendoza et
al., 2007).

En el caso del sistema intensivo, se requiere de un manejo controlado, para
obtener la minima mortalidad de animales, ademas del mayor peso de cordero al
finalizar la engorda con la mejor eficiencia alimenticia posible. De manera que los
animales se encuentran en condiciones de alta densidad animal. El espacio
recomendado por animal es de 2.5 m?, lo cual no se lleva a cabo, es por eso que
llegan a presentarse situaciones estresantes agudas y de corto plazo que elevan
los niveles de adrenalina y situaciones estresantes a largo plazo, que aumentan los

niveles de cortisol, deprimiendo su sistema inmune, llegando a provocar patologias
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y hasta la muerte (Alvarez, 2008; Gonzélez et al., 2013). Estas condiciones
generalmente afectan el bienestar del animal por la generacion de estrés (Gonzalez
et al., 2013; Santamaria et al., 2015), volviendose esta situacién negativa cuando
se presenta en exceso, resultando en diversos problemas en el animal, provocando
el esfuerzo para mantener el equilibrio entre si mismo y su ambiente, la produccion
del animal y la rentabilidad de la produccién (Moberg y Mench, 2000; Roca, 2011;
Gonzalez et al., 2013).

Para esto es necesario establecer estrategias para reducir los efectos de
estas situaciones negativas, causadas por los factores mencionados. Una de estas
estrategias es agregar a la dieta o administrar modificadores del consumo, como lo
son los aditivos, los cuales tienen diversos objetivos. Un objetivo es el satisfacer las
necesidades alimenticias de los animales, al actuar como coccidiostatos o
histomonostatos, influir positivamente en las caracteristicas del alimento, asi como
de los productos que se obtienen del animal, en la repercusién del medioambiente
de la produccién, asi como en la propia produccién, en la actividad de los animales,
y, por ultimo, el de mayor importancia para este trabajo en su bienestar (Carro et
al., 2006; Partida et al., 2013).

Acido ascérbico (AA) es uno de los aditivos que se han utilizado,
principalmente por ser barato, no téxico, no tener un tiempo de retiro y por ser de
facil administracion, por lo que representa un gran valor en el campo (Kassab y
Mohammed, 2014). El acido ascérbico es considerado un importante antioxidante
por sus propiedades reduccion — oxidacion (redox), por lo que se ha utilizado para

el tratamiento de condiciones de estrés. Algunos autores han descrito que AA es la
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primera defensa en sangre contra los radicales libres por medio de su
transformacion a acido dehidroascérbico (donando un electrén), que facilmente
puede nuevamente convertirse en ascorbato, dependiendo de la condicidn del tejido
en el que se esté llevando a cabo, ya que si éste se encuentra alterado la capacidad
reversible se reduce, quedando solo la funcién inactivadora de radicales libres
(Ceddia et al., 2005; Barbany y Javierre, 2006; Kassab y Mohammed, 2014). El
acido ascorbico tiene influencia en la movilidad fagocitica celular y la quimiotaxis
(Black y Hidirglou, 1996). Existen informes de que la suplementacién AA mejora la
funcién inmune y mejora la resistencia a la infeccion (Kim et al., 2012). También se
ha descrito que disminuye los efectos negativos del estrés ambiental en rumiantes,
aves y rata. Se ha descrito su efecto de dar proteccion a la integridad de las células
del sistema inmune, incluso se ha demostrado una proliferacion linfocitaria con su
administracion (Sunil et al., 2010). Estudios realizados por algunos investigadores
en animales han sugerido fuertemente que la suplementacién con AA reduce la
liberacién de cortisol inducida por el estrés (Brody et al., 2002).

A pesar de que los ovinos, son una de las especies que posee la enzima L-
gulonolactona oxidasa (GLO) necesaria para la sintesis de su propio AA (Black y
Hidirglou, 1996), Kassab en el 2014 describe que en un entorno especifico y en
condiciones fisioldgicas especificas, la cantidad de AA producido por el animal
puede ser insuficiente para cumplir con su requerimiento (Kassab y Mohammed,
2014).

El AA existe contenido en un alto nivel en frutas y verduras, tales como las

fresas, las naranjas, el brocoli y el pomelo, entre otras. EI AA natural y sintético es
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idéntico quimicamente, de manera que no se conocen diferencias en sus
actividades bioldgicas o su biodisponibilidad (Johnston y Luo, 1994).

En Nuevo Ledn la cédscara de naranja es un recurso natural que esta
disponible en grandes cantidades, ya que se considera un desperdicio en diversas
empresas que se dedican a la elaboracion de productos citricolas, ubicadas en los
municipios de Allende, Montemorelos, General Terdn, Hualahuises, Linares y
Rayones, denominandose a esta region zona citricola (Ordbdinez, 2007). Es por eso
que la cascara de naranja podria ser utilizada como una fuente de AA ya que posee
aproximadamente 16,3 + 1,4 mg por cada 100 g de muestra seca de harina de
cascara de naranja, ademas de otros microminerales como calcio, magnesio y zinc
(Rincén et al., 2005).

Conociendo la situacion de estrés en los sistemas de produccién de la
engorda de ovinos, se sugiere la implementacidén de estrategias de manejo como la
administracion de aditivos como el acido ascérbico y la cascara de naranja como
reductor de cortisol en sangre y la estimulacion del sistema inmune, con el fin de
mejorar la produccion y evitar enfermedades del ganado ovino destinado a la

engorda.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la administracion de acido ascorbico y de cascara de
naranja en la reduccion de cortisol en sangre y de la estimulaciéon del sistema

inmune en ganado ovino destinado a la produccion de engorda.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion de cortisol en sangre antes (dia 0), durante
(dia 15) y después (dia 30) de la administracion de los tratamientos por medio de la
técnica de inmunoensayo ELISA (Bio-Cortisol de Grupo Mexlab®).

2.- Determinar el efecto en la ganancia de peso mediante la administracién
de los tratamientos de acido ascorbico y cascara de naranja, durante y al peso final
del animal.

3. Determinar la relacién de células blancas (Neutréfilos/Linfocitos), asi como
el incremento de las globulinas y albuminas presentes antes, durante y después de

la aplicacion de los tratamientos.
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3. HIPOTESIS

La administracion de acido ascoérbico, asi como de la cascara de naranja
reduce los niveles de cortisol, estimula el sistema inmune, y apoya en la ganancia

de peso en los ovinos de engorda sometidos a estrés de manejo y adaptacion.
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4. ANTECEDENTES
4.1 Acido ascorbico

4.1.1 Historia

En el afo de 1720, Kramer un cirujano de la armada britanica observé que el
escorbuto de los soldados se curaba gracias al consumo de vegetales frescos, pero
no de vegetales secos. En el afio de 1747, el médico James Lind observo los similar
a Kramer, que los signos y sintomas del escorbuto mejoraban al suministrar a los
pacientes zumo de limén o de naranja (Bolet, 2004; Palacios, 2013). En 1789,
Darby, usé aceite de higado de vaca como terapia, lo cual sirvi6 como estimulo para
realizar posterior experimentacién continuada hasta el siglo XX (Bolet, 2004).

En 1830 el doctor Elliotson, profesor de Medicina de la Universidad de
Londres propuso que la enfermedad escorbuto era causada por una deficiente dieta.
Entre 1906 y 1912, el bioquimico inglés Sir Frederick Hopkins sospechaba que esta
enfermedad era a causa de dietas deficientes en nutrientes desconocidos, ya que
en ratas sometidas a una dieta de productos “purificados”, al suministrarles
diariamente una pequefa cantidad de leche fresca, se mejoraba crecimiento (Bolet,
2004; Palacios, 2013). La sustancia contenida en estos productos como frutas y de
otra indole seria denominada mas tarde como vitamina C (Palacios, 2013). En 1928
el profesor de quimica de la Universidad de Budapest, Albert Szent, aisl6é esta
vitamina del pimiento verde, hecho por el cual se le otorgd el premio Nobel de
Medicina y Fisiologia en el afio 1937 (Bolet, 2004). El efecto que tiene la vitamina
C, fue descrito por el médico James Lind, pero en si la sustancia fue nombrada de

esa manera por los cientificos Axel Holst y Theodor Brun (Palacios, 2013); y en 1933
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esta vitamina fue denominada como acido ascorbico (AA) por Albert Szent (Castro,

1994).

4.1.2 Alimentos ricos en acido ascorbico

Las principales fuentes de vitamina C son frutas, hortalizas y varios tipos de
hojas. El platano contiene la cantidad exacta que necesita el humano de esta
vitamina. Las hojas verdes con tonalidad oscura, como las del amaranto y la
espinaca contienen mas AA que las que se encuentran palidas (repollo, lechuga).
Los alimentos de origen animal como la carne, pescado, leche y huevo contienen
muy poca cantidad de AA, pero a pesar de esto también pueden abastecer con esta
vitamina. El calor destruye con facilidad al AA, por lo cual una larga coccién del
alimento puede causar la destruccion de una gran cantidad de AA contenida en el
alimento (Latham, 2002).

Se pueden encontrar las siguientes cantidades de AA por cada 100 g de los
alimentos: naranja 50 mg, kiwi 500 mg, limén 80 mg y pimientos rojos 200 mg.
Productos lacteos, pan y frutos secos apenas lo aportan. El acido ascérbico que
contienen los medicamentos son quimicamente idénticos a la forma natural y no hay

diferencia alguna en cuanto a actividad o biodisponibilidad (Valdés, 2006).

4.1.3 Cascara de naranja como fuente de acido ascorbico

Los frutos citricos que abastecen al ganado bovino aportan una cantidad
adecuada de fibra y vitaminas, ademas de que los aceites escenciales de éstos

tienen un efecto antibiético natural para el mismo ganado. En estudios previos se
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ha demostrado la aptitud del uso de la pulpa de naranja es una fuente de
alimentacion, que estimula la accién antimicrobiana intestinal (Ventura, 2011). Se
ha reportado también que la cascara y la pulpa de naranja no tiene problemas para
la aceptacion de consumo por el ganado. El problema principal de este producto es
su transporte, por la humedad contenida en el mismo. Se ha observado en
experimentos en campo en ganado ovino, que al realizar pellets de este producto
(corteza de naranja), se disminuye la cantidad de Salmonella intestinal en estos

animales (Ventura, 2011).

4.1.4 Otros alimentos ricos en acido ascorbico

El acido ascoérbico se encuentra en frutas citricas, asi como en la fresa, la
pifa, el meldn, platano y uvas. También la pueden proveer los vegetales, como la
col de Bruselas, los esparragos y las espinacas. Los productos animales también
contienen esta vitamina y la abastecen como lo es la carne, el higado y la leche. Es
conocido que la coccion y el envasado de estas fuentes de acido ascérbico pueden
provocar la pérdida de sus propiedades, asi como destruirla (Hernandez y Sastre,
1999). También la acerola, soja, brécoli, pimientos, kiwi, pomelo y tomate poseen el

mayor contenido de esta vitamina (Serra y Cafaro, 2007).

4.2 Biosintesis del acido ascorbico

El acido ascorbico es un importante antioxidante por sus propiedades redox.
Se ha informado que el ascorbato influye en la movilidad fagocitica celular y la

quimiotaxis. La mayoria de las especies animales son capaces de sintetizarlo,
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gracias a la enzima L-gulanolactona oxidasa, que realiza la conversion de acido
gulénico a gulanolactona y asi sintetizando AA. Se ha indicado que, en los
rumiantes, es de gran importancia en condiciones de estrés por frio, por lo que
requiere de mayor cantidad, ya que su sintesis se ve afectada en esas condiciones

(Black y Hidiroglou, 1996).

4.2.1 Estructura del acido ascorbico

El acido L-ascérbico (Figura 1) es la forma enol de la 2-ceto-1-gulofurano

lactona (Hernandez y Sastre, 1999).

CH,OH CH,OH
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| .
| |
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c c=—0 - C c—o0
AN S R TT 2 rd
H ©C=——==C :22';' H c
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Figura 1. Estructura del acido ascorbico y su conversion a acido dehidroascorbico
(Hernandez y Sastre, 1999)

4.2.2 Propiedades del acido ascorbico

El &cido ascérbico tiene un peso molecular de 173.13 Da. Es un compuesto
hidrosoluble acido, con caracteristicas altamente reductoras, esto gracias a la
estructura del enediol y su posibilidad para ionizar el hidroxilo en el carbono 3,

formando un anién que puede ser estabilizado por resonancia. El isémero L es la
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forma natural de la vitamina, el cual tiene propiedades nutricionales (Serra y Cafaro,

2007).

4.3 Organos donde se encuentra el acido ascérbico

El AA se encuentra ampliamente distribuido en la mayoria de los tejidos del
cuerpo, existe un equilibrio entre el acido ascérbico y el acido dehidroascorbico
(EFSA, 2013). Se encuentra en el plasma y en concentracién alta en la corteza y

cuerpo luteo (Mollinedo y Carrillo, 2014).

4.4 Absorcion

En los seres humanos el &cido ascorbico es esencial para todas las funciones
bioldgicas, incluidas reacciones enzimaticas y antioxidantes. Se absorbe en el
intestino delgado en un proceso activo que depende de sodio, siendo SVTC-1
(sodium-dependent vitamin C transporter 1), el transportador selectivo para L del
AA y el acido L-dehidroascérbico (ADA), pero no para la molécula de glucosa;
también se cuenta con el SVTC-2. Ambos transportadores son similares en su
estructura y funcionalidad, aunque estos se distribuyen en érganos diferentes, ya
que SVCT-1 se encuentra en intestino, pulmén e higado, mientras que SVCT-2 esté
en ojo y cerebro. El AA puede también ser puede ser incorporado a diversas células
como lo son neutréfilos y células del sistema nervioso a través de transporte
facilitado a través de poros de la membrana o por proteinas de transporte
especificas, de una membrana bioldgica, en respuesta a una concentraciéon o

gradiente electroquimico, facilitado, no especifico, mediado por el transportador de
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glucosa GLUT 1, el cual solo transporta las formas oxidadas, tanto del acido
ascorbico, como del acido L-dehidroascorbico. Este mecanismo depende de las
concentraciones de glucosa que se encuentren en plasma sanguineo.

El AA purificado, también puede ser administrado via oral, intravenosa,

subcuténea e intramuscular (Serra y Cafaro, 2007).

4.5 Degradacion

Por su estructura quimica el AA es fuertemente sensible a la degradacion por
un sin numero de factores. Por ejemplo, el pH, algunas enzimas, la concentracién
de oxigeno presente, algunos catalizadores metalicos, la concentracién inicial del
acido, asi como también la relacion de acido ascorbico y acido L-dehidroascérbico.
La degradaciéon de este compuesto se da mediante procesos oxidativos, por la
donacion de dos electrones. Primero se convierte a un mono-anién de ascorbato y
con la pérdida de un consecutivo electrén se convierte en ADA. Este se encuentra
susceptible a la hidrélisis del anillo lactona, por lo que puede hidrolizarse y produce
2,3-dicetoguldnico, el cual es degradado por medio de una decarboxilacién y pierde

su valor nutricional (Serra y Cafaro, 2007).

4.6 Excrecion

Dos metabolitos del acido ascérbico han sido reportados, el oxalato y el &cido
ascorbico-2-sulfato. EI AA es desechado rapidamente cuando el umbral renal
plasmatico de 1.5 mg/100 ml es excedido (Hernandez y Sastre, 1999). Estos

metabolitos son eliminados a través de la orina y el sudor (Mollinedo y Carrillo,
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2014). También se elimina por heces una fraccidon del AA que no haya sido

absorbido (Valdés, 2006).

4.7 Importancia

4.7.1 Funciones fisioldgicas

El AA tiene propiedades antioxidantes, en la medida en que disminuyen la
propagacion de radicales libres. EI AA por su fuerte propiedad reductora destruye
radicales libres transformandose en acido dehidroascérbico. Facilmente puede de
nuevo transformarse en ascorbato, dependiendo de las condiciones del tejido. Si el
tejido se encuentra alterado se reduce esta capacidad, limitdndose solo a su funcion
inactivadora del AA sobre radicales libres.

La funcién inactivadora del AA sobre radicales libres puede ser mediante dos
mecanismos:

Accion primaria, siendo cofactor de reacciones de intercambio de electrones
en reacciones metabdlicas, que inactivan radicales libres de tipo superéxidos,
hidroxilos, peroxilos y nitréxidos, relacionados con peroxidacién de lipidos y dafo
oxidativo sobre DNA y proteinas. Reduciendo especies reactivas de oxidacién
particularmente nocivas, como oxigeno y nitrégeno reactivo. Reduciendo algunos
metales oxidados, como hierro y cobre.

Accidn secundaria, reduciendo reacciones redox del organismo, como la del
glutation. Regenerando el alfa-tocoferol (vitamina E) y los carotenoides, los cuales
protegen tejidos y estructuras organicas, proteinas plasmaticas, liquido seminal y

granulocitos neutréfilos durante la inflamacion. A nivel celular y tisular, actua
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protegiendo el dafo oxidativo del material genético, previniendo la carcinogénesis y
mutaciones.

Su accién sobre el colageno es de gran importancia ya que actia como
cofactor reductor de los iones férrico y cuprico, en la hidroxilacion de la prolina 'y la
lisina, necesarios para la sintesis y estabilidad de la triple hélice del colageno
(Barbany y Javierre, 2006).

El AA, en sus formas de &cido L-ascorbico y acido semidehidroascorbico,
reduce radicales oxidativos donando un electrdn, proceso en el cual es convertido
en acido semidehidroascoérbico o dehidroascoérbico, respectivamente. Junto a la
vitamina E se ha demostrado que es capaz de suprimir la apoptosis.

El AA es transportado a diversos tejidos, incluyendo cuerpo luteo, por
transportadores dependientes de energia y sodio, SVCT1 y SVCT2, los cuales han
sido descritos en diversas especies. En Humano, cerdo, conejillo de indias, ratas y
ratones se tienen las secuencias primarias de éstos transportadores proteicos,
aunque no se han descrito en ovejas. Son altamente conservativos, siendo probable
que las ovejas también los expresen, con estudios realizados se encontré una
homologia de estos receptores con el humano (90%), el cerdo (90%), la rata (87%)
y el ratén (87%) (Ceddia et al., 2005).

El acido ascorbico cuenta con otras funciones no enzimaticas:

1. Favorece la absorcién del hierro con la reduccién a un estado ferroso, en el
estdmago.

2. Protege de la oxidacion a la Vitamina A, Vitamina E y algunas del Complejo B.
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3. Es considerado un antioxidante biol6gicamente importante. Se ha reportado que
bajo cantidades adecuadas de antioxidantes como el AA y el B-caroteno en la dieta
reducen el riesgo de presentacion de cancer.

4. El AA es necesario para el metabolismo de la tirosina, asi como para la
hidroxilacion del colesterol a acido calico.

5. Ademas es indispensable para la conversién de 3,4 dihidroxifeniletilamina en
noradrenalina, 4-butirobetaina en carnitina y triptamina en 5-hidroxitriptamina que

es la serotonina (Hernandez y Sastre, 1999).

4.8 Requerimientos

La dosis diaria recomendada en humanos es de 75 mg/dia en mujeres y 90
mg/dia en hombres. En nuestro organismo se encuentra disponible una cantidad de
AA de entre 1.2 y 2 g, siendo aproximadamente 20 mg por kg de peso. La vida
media de este compuesto es de 10 a 20 dias (Valdés, 2006). En rumiantes es
desconocido el requerimiento de este compuesto, y aunque no se considera un
nutriente esencial, bajo ciertas condiciones fisicas y fisiolégicas especificas es

necesaria su suplementacién (Kim et al., 2012).

4.8.1 Problemas por la falta de acido ascorbico

En algunas encuestas realizadas en diversos paises de América Latina, Asia
y Africa, se muestra que una gran cantidad de las poblaciones consumen cantidades

de acido ascorbico menores a las consideradas esenciales o recomendadas.
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La enfermedad clasica causada por estas deficiencias es el escorbuto,
aunque esta ya no es tan comun actualmente, pero si es frecuente en campos de
refugiados, durante la hambruna y en carceles. El escorbuto se presenta por la falta
de vasos sanguineos pequenos y capilares débiles y fragiles, por lo que sangran y
provocan hemorragias en diversos lugares del organismo. La carencia subclinica de
este compuesto también puede provocar una pobre cicatrizacidn de heridas o
ulceras, una anormalidad en el nivel de &cido ascérbico plasmético, puede inducir
una anemia durante el embarazo (Latham, 2002).

En los animales, lo mas relevante de la deficiencia de este compuesto es que
produce una menor resistencia al estrés (Rodriguez y Barrio, 2005). Se ha
demostrado que la deficiencia de AA puede reducir la formacién de carnitina,
resultando en una acumulacion de triglicéridos en sangre, dando una fatiga fisica.

Si el lugar de sintesis de AA, el higado, se encuentra dafiado, su suministro
en rumiantes se encontrara afectado, ya que el AA dietético es facilmente
degradado en rumen, siendo mas propensos a deficiencias los animales con

hepatopatias (Kim et al., 2012).

4.9 Efecto del acido ascorbico

Uno de los métodos que se han utilizado para el control del estrés es el acido
ascérbico (AA), el cual es considerado un importante antioxidante por sus
propiedades redox. Ademas, tiene influencia en la movilidad fagocitica celular y la
quimiotaxis (Black y Hidiroglou, 1996). Existen informes de que la suplementacién
AA mejora la funcion inmune y mejora la resistencia a la infeccion (Kim et al., 2012).
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Estudios en animales han sugerido que la suplementacion con AA reduce la
liberacidn de cortisol inducida por el estrés, ademas de otros indicadores del mismo,
lo que lleva a evitar la mortalidad por la exposicidn excesiva a un estresor. EI AA
esta relacionado directamente con la atenuacidén del mecanismo suprarrenal (Brody
et al., 2002).

Otra de las capacidades del AA es su accién sobre el colageno, ya que actia
como cofactor reductor de los iones férrico y cuprico, en la hidroxilacidén de la prolina
y la lisina, necesarios para la sintesis y estabilidad de la triple hélice del colageno
(Barbany y Javierre, 2006). También se ha encontrado que junto a la vitamina E es

capaz de suprimir la apoptosis (Ceddia et al., 2005).

4.9.1 Rumiantes

Dado que la mayoria de las especies animales son capaces de sintetizar el
AA en el higado, gracias a la enzima L-gulanolactona oxidasa, que realiza la
conversion de acido guldnico a gulanolactona, a menudo no se considera al AA
como un nutriente esencial. A pesar de esto se ha reportado una baja de las
concentraciones plasmaticas durante el estrés patol6gico y térmico. Se ha descrito
que la sintesis de AA comienza en terneros de entre 2 y 3 semanas de vida, por lo
qgue un joven ternero obtiene AA de la leche, aunque su contenido es bajo (Kim et
al., 2012). El AA se encuentra ampliamente distribuido en la mayoria de los tejidos
del organismo, incluyendo tejidos endocrinos y leucocitos (Kim et al, 2012),
existiendo un equilibrio entre el AA 'y el acido dehidroascorbico. Se ha indicado que,

en los rumiantes, es de gran importancia en condiciones de estrés por frio, por lo
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que requiere de mayor cantidad, ya que la sintesis de éste se ve afectada en tales

condiciones (Black y Hidiroglou, 1996; EFSA, 2013).

4.10 Funcion del acido ascéorbico como inmunoestimulante

El 4cido ascérbico se ha investigado especialmente en seres humanos y
animales de laboratorio, en torno a sus caracteristicas de oxidacién y reduccién
reversible (Matsui, 2012).

En su papel de antioxidante, AA es una de las primeras defensas en sangre
contra los radicales libres por medio de su transformaciéon a ADA (Ceddia et al.,
2005; Barbany y Javierre, 2006) que ayuda a la movilidad fagocitica celular y la
quimiotaxis de leucocitos (Black y Hidiroglou, 1996; Matsui, 2012) debido a la
proteccion de la integridad de las células del sistema inmune (Hidiroglou et al.,1997)
(Figura 2), mejorando la funcién de la respuesta inmune y causando la resistencia

a la infeccién (Kim et al., 2012).

corrompen la
pared celular

Peroxidacion

Figura 2. Antioxidantes vs Radicales libres

Imagen tomada de http://www.consejosfitness.com/que-son-los-radicales-libres
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Protege a neutrofilos contra el estrés oxidativo eliminando especies reactivas
de oxigeno (ROS), las cuales causan dafo celular y tisular, llevando a la progresién
de enfermedades (Pohanka et al., 2012) ademas estimula la produccion de
interferon, lo cual genera una proteccién en las células contra un ataque viral
(Matsui, 2012).

La cantidad de AA necesario para mejorar la respuesta inmune en rumiantes,
puede ser mayor que la que se proporciona en dosis normales para las necesidades
nutricionales (Hidiroglou et al.,1997).

En cuanto a la regulacion del sistema inmune, no se conoce bien cual es la
funcion del AA. Sin embargo, se tiene descrito por algunos autores un efecto
potenciador sobre la produccidn de algunos isotipos de inmunoglobulinas. En ratas
al administrar dosis altas de AA, y exponerlas a un antigeno, estimula la respuesta
de TH1, es decir, produce respuestas proinflamatorias necesarias para atacar
parasitos intracelulares y resistir respuestas autoinmunes, siendo el interferén
gamma la principal citocina de este tipo. También disminuye el nivel de IgG e IgE;
de manera contraria podria suprimir vias relacionadas con el TNFa, NF-kB, proteina
quinasa C y MAPK p38 (Berger, 2000; Pohanka et al., 2012).

Es por eso que se sugiere que en animales de granja que son susceptibles
al estrés oxidativo, debido a la exigencia de una alta productividad y eficiencia
economica (Kobayashi et al., 2009), la administracidén de este tipo de antioxidantes

puede ayudar a la mejora de estas complicaciones.
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4.11 Influencia del AA en el bienestar animal

El bienestar animal se define como el estado de salud mental y salud fisica
de un animal que se encuentra en armonia con su medio ambiente. La presencia o
ausencia de estrés, se ha considerado un indicador potencial de éste concepto
(Gonzalez et al., 2013; Santamaria et al., 2015).

Para que se lleve a cabo en un establecimiento productivo de manera
adecuada, de acuerdo a lo descrito por Gonzélez et al., el animal debe de contar
con una serie de libertades:

12 Vivir libre de desnutricidn (hambre y sed).

2° Libre de temor y angustia.

3¢ Libre de molestias tanto fisicas como térmicas.

42 Vivir libre de enfermedades (lesiones y dolor).

5¢ Contar con la libertad para presentar su comportamiento natural (Gonzalez et al.,
2013).

Cuando un animal se ve afectado en una o més de estas libertades y/o
percibe una situacién de miedo o amenaza para llevar a cabo sus propdsitos
productivos, puede presentarse el estrés. El estrés es considerado como una
respuesta bioldgica del individuo, cuando uno o mas factores influyen interna o
externamente en el animal (temperatura, manejo, alimentacion, adaptacién, etc.).
Esto provoca que el animal se esfuerce para mantener el equilibrio entre si mismo
y su entorno. Cuando el estrés se torna excesivo y negativo, éste presenta una
situacion de disestrés, siendo la verdadera amenaza para el animal (Moberg y

Mench, 2000; Roca, 2011).
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El correcto funcionamiento de un organismo, se mantiene por medio de la
homeostasis, que constantemente se ve obligada a actuar frente a factores
exogenos llamados estresores (estimulo ambiental capaz de afectar la
homeostasis), provocando estrés. El estrés altera el equilibrio de las funciones del
animal (Alvarez, 2008). Los estresores generan respuestas que perjudican no sélo
el bienestar del animal, sino también, en una proporcion variable, la calidad del
producto que se obtiene (Damian y Ungerfeld, 2013). Dependiendo de la intensidad
y duracién del estimulo se desencadenan respuestas tanto en el comportamiento
como fisioldgicas, las cuales afectan estructuras somaticas y viscerales del animal,

provocando alteraciones nerviosas, endocrinas y metabdlicas (Carmen, 2005).

4.11.1 Mecanismo del estrés

De acuerdo a Vélez y Uribe el mecanismo de estrés esta basado en dos
conceptos: el Sindrome de Emergencia y el Sindrome General de Adaptacion (SGA)
(Vélez y Uribe, 2010). Enfatizaremos en el segundo concepto, ya que es el tema de
interés y donde se tiene una accion del AA. El SGA, corresponde a una teoria de
adaptacion, el cual costa de tres fases:

1. La respuesta inmediata, automatica, defensiva y antiinflamatoria, dada por el eje
Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA), en el cual actua el Sistema Nervioso Central
(SNC) (Figura 3).

2. Resistencia, el organismo intenta superar, adaptarse y afrontar la presencia de

estresores (factores de amenaza). En esta fase también participa el eje hipotalamo-
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hipdfisis-adrenal, pero en este caso se normalizan los niveles de corticoesteroides,
desapareciendo asi la sintomatologia.

3. Reaccion de agotamiento, en esta fase el estimulo cronico sobrepasa los niveles
que el organismo resiste, ocasionando un aumento de la actividad endocrina,
afectando los sistemas y aparatos organicos, pudiendo ocasionar la muerte (Vélez

y Uribe, 2010; Damian y Ungerfeld, 2013).

En los establecimientos de produccidén animal, se generan cotidianamente
situaciones de estrés, por el estricto manejo zootécnico (ej. descole, extraccion de
sangre, pesaje, vacunacion, desparasitacion, corte de pezuinas, destete, transporte,
etcétera) y por la densidad animal en ellas. Esto genera agentes estresantes agudos
y de corto plazo, que elevan los niveles de adrenalina inmediatamente por ser
respuestas a una situacién de miedo y/o amenaza, y agentes estresantes a largo
plazo (confinamiento y/o hacinamiento, aislamiento social, temperaturas altas)
aumentando los niveles de cortisol permanentemente, afectando de modo
significativo la funcién reproductiva por la activacién del eje hipotalamo-hipéfisis-
adrenal, su crecimiento, deprimiendo su sistema inmune, llegando a provocar
patologias y muerte (Alvarez, 2008; Gonzalez et al., 2013).

La suplementacién de AA, participa de manera importante en la mejora de
las condiciones, reduciendo la liberacién de cortisol inducida por el estrés, ademas
de otros indicadores del mismo, lo que lleva a evitar la mortalidad por la exposicidén
excesiva a un estresor. El AA esta relacionado directamente con la atenuacién del

mecanismo suprarrenal, segun lo mencionado por Brody et al., 2002.
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Figura 3. Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, liberacion de glucocorticoides desde la corteza
adrenal, y Eje simpatico-adrenomedular liberacion de adrenalina desde la médula adrenal

ACTH: hormona Adrenocorticotropa; CRH: hormona liberadora de corticotropina; SNA: sistema
nervioso autbnomo (Damian y Ungerfeld, 2013).

Un estudio realizado en codornices estresadas y no estresadas, dio como
resultados en ambos casos que el acido ascérbico redujo la inmovilidad ténica frente
a reacciones de amenaza, por lo que se ha sugerido un efecto en la experiencia de
estrés del animal, asi como en el sistema endocrino relacionado con la liberacion
de cortisol (Minka et al., 2009), esto ultimo también demostrado en cabras (Sunil et

al., 2010). Por lo tanto, no esta claro si el acido ascorbico tiene su efecto en un nivel
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psicoldgico de la valoracion de estrés o en algun momento en el eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (Minka et al., 2009).

Otro estudio en aves ha reportado que la adicion de AA en la dieta antes de
llevar al sacrificio, reduce la respuesta al estrés inhibiendo la liberacion de ACTH y
enzimas de las glandulas suprarrenales, por ende, disminuyendo la secrecion de
glucocorticoides y mineralocorticoides (Rubio et al., 2015).

Se ha demostrado la importancia del AA en la aclimatacién en frio de los
rumiantes. Black y Hidiroglou (1996) mencionan que en corderos por tener una fase

monogastrica son capaces de utilizar el AA via oral exdgeno.

4.11.1.1 Efectos de los glucocorticoides en el sistema inmune

Cuando un organismo se encuentra en condiciones de estrés prolongado, las
acciones excesivas de los productos del eje HHA y del Sistema Nervioso Simpético
pueden provocar alteraciones patofisiologicas en diversos sitios del individuo,
incluyendo al sistema inmune.

La ACTH causa la liberacién de glucocorticoides por parte de la corteza
adrenal, los cuales son considerados inmunosupresores. La ACTH actua
directamente sobre linfocitos, siendo posible que éstos también sinteticen ACTH.
Asi, la liberacion de ACTH de la hipdfisis, asi como la posible liberacion en linfocitos
activados, tiene un efecto inhibitorio sobre el sistema inmune. Los corticoesteroides
afectan negativamente varios aspectos de la inmunidad mediada por células,
cambiando el tipo de respuesta dada por Th1 a Th2 de acuerdo a lo descrito por
Sanchez et al. (2007).
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4.12 Métodos para la cuantificacion de acido ascérbico

La Association of Official Analytical Chemist (AOAC) recomienda determinar
las diversas vitaminas mediante varios métodos, tales como espectrofotometria,
fluorometria, incluso por métodos microbioldgicos. Uno de los principales métodos
de medicion ha sido la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), ya que a este
método se le ha acoplado los detectores fluorométricos y espectrofotométricos, lo
que nos permite analizar las vitaminas contenidas tanto en compuestos
farmacéuticos como en una fuente natural. Un método rutinario también es la
volumetria, el cual puede ser aplicado en un laboratorio de control de calidad de
diversos alimentos; éste es la mejor opcion cuando no se tiene el equipo de alta

tecnologia necesario (Zago et al., 2010).

4.12.1 Cuantificacion en alimentos

El método volumétrico es uno de los mas utilizados en la industria alimenticia

por ser accesible y de facil aplicacién, ademas de estar recomendado por la AOAC.

OH \ OH
0.,/0 oH c Ny cl N P OH
- - +
B 0 (o 0 0 0
o . ¢
AC.IdO l-““{' bico 2,6-diclorofenolindofenol  2,6-diclorofenolindofenol  Acido L-dehidroascorbico
(Vit. C reducida) (forma oxidada) (forma reducida) (Vit. C oxidada)

Figura 4. Reaccion de oxidacion del acido ascérbico

(Zago et al., 2010)

41



MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL, UANL
GARCIA MONTERO, S.G.

Este se aplica mediante la titulacion con el indicador redox 2,6-
diclorofenolindofenol. El analisis consiste en la oxidacidén del acido ascérbico por
medio del colorante redox 2,6-diclorofenolindofenol, el cual es de color azul en
medio basico y de color rojo en medio acido, reduciéndose este compuesto cuando
se encuentra ante la presencia del AA (Figura 4). El resultado se interpreta como
que el acido ascorbico es directamente proporcional a la capacidad de un extracto
de la muestra para reducir una solucidén que es estandar determinada por titulacién

(Zago et al., 2010).

4.12.2 Cuantificacion en organismo

Se han utilizado métodos colorimétricos para determinar la concentracién
plasmatica de acido ascérbico en rumiantes, aplicando variadas reacciones
basadas en la oxidacion de AA. Estos métodos han presentado baja especificidad
y son afectados por algunas otras sustancias reductoras contenidas en el plasma
sanguineo. Por ello también se determina el contenido de AA por medio de HPLC
en plasma. Se han realizado comparaciones en estudios con plasma bovino usando
HPLC con un detector espectrofotométrico después de un tratamiento con
ditioeritritol y del método a, o’-dipiridilo, el cual es un método colorimétrico. En esta
comparacion se demostré que el método colorimétrico proyecté concentraciones
mas elevadas de AA respecto al HPLC, por lo cual se ha determinado que la mejor
forma de determinacién de AA en el organismo es mediante una cromatografia

liquida dada su confiabilidad (Matsui, 2012).
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4.13 Diversos estudios con acido ascorbico

El cuadro 1 se presentan los diversos resultados que se han obtenido en
estudios similares a lo largo de los ultimos afos con un enfoque en nuestro tema de

interés.
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Cuadro 1. Estudios relacionados con la administracion de AA en diferentes especies animales

Sistema Inmune

Bienestar Animal

Especie

Ano

Autor

Aumento de la resistencia a la infeccion de E.

Administracion de 30, 60, 150, 300 y 3000 mg/kg de AA. Mejora peso

incrementaron.

las cabras en tension.

ictaluri., la produccién de ac’s y la respuesta del | corporal con niveles altos de AA. Peces 1985 Liy Lovell
complemento. Mejora la fagocitosis.
NA Con la administracién de 10g/d de AA, hubo una disminucién de cortisol, Bovinos 2003 Tylery
con estrés por transporte. Cummins
Incremento de globulos blancos, monocitos, | Adicion de AA a 800 mg/kg en la dieta podria mejorar la inmunidad Aves 2003 Worapol et al.
linfocitos. humoral bajo estrés por calor.
NA Aumento de ganancia de peso final y diaria, adicionando 500, 750, y 1000 Ovinos 2008 Abd-El-Monem
mg/kg de AA en la dieta, bajo estrés por calor. etal.
Incrementa la concentracion lisosomal. La administracién de AA a razén de 10 mg/kg inyectado, tiene un efecto Camellos 2008 Al-Sultan
inmunoestimulante, cuando se realiza una privacién de calostro.
Reduccion del efecto adverso, de la tension en las cabras impuestas por
Disminucion en conteo de neutrofilos. la manipulacion, carga y transporte, al administrar 100mg/kg de AA antes Caprinos 2009 Minka et al.
del transporte.
Aumento de la respuesta linfoproliferativa y la | Alivia los efectos del estrés oxidativo, una administracion de 15
inmunidad mediada por células. g/animal/dia de AA mas 12.5 g/a/d de carbonato de potasio, més 10 g/a/d Bufalos 2010 Sunil et al.
de AA polifosfato.
Aumento de N/L, proteina total, globulina, | EI administrar AA a razén de 250 mg/kg, mejora los parametros
albumina. hematolégicos, por lo tanto, reduce los efectos adversos del estrés, Porcinos 2011 Adenkola et al.
cuando son transportados durante 8 horas en temporada harmattan.
Incremento de glébulos rojos, hematocrito,
hemoglobina, linfocitos, monocitos, proteinas | Efecto beneficioso del AA en dosis de 25, 50 y75 mg/kg, aumentando Ovinos 2011 Babe
totales, glucosa y colesterol. Disminucion en | parametros sanguineos, en animales afectados por estrés caldrico.
conteo de neutrofilos y eosindfilos.
Mejora de la relacion de neutréfilos/linfocitos y | Mejora de los efectos de la carga y transporte con la administracioén de Caprinos 2011 Minka y
eosinopenia. 100 mg/kg de AA. Olusegun
Menor sensibilidad de los leucocitos contra el | El administrar vitamina C y E (2.5 g/animal y 750 Ul, respectivamente),
efecto citotéxico de M. haemolytica. Ejerce un | como apoyo para el tratamiento y profilaxis de CRB, en animales después Bovinos 2011 Urban et al.
efecto protector en los leucocitos. de transporte.
Células blancas disminuyeron, conforme el nivel | Al administrar 150, 350, 550 mg/kg de AA, se encuentra una mejoria en
de administracion de AA. Linfocitos aumentaron. | el peso corporal. Beneficia el estado del animal por efecto de estrés Aves 2012 Elagib y Omer
Titulos de ac’s contra Newcastle aumentaron. térmico.
NA La suplementacion de AA (5 g, 2 veces al dia) tras el estrés prolongado, Equinos 2012 Ralston y Stives
aumenta sus concentraciones plasmaticas.
Valores de Alanina aminotransferasa, Aspartato | La administracion de AA a 100 mg/kg, mejora el efecto del estrés debido Minka y
aminotransferasa y Fosfato creatinin quinasa se | al transporte por carretera y el post-pastoreo facilitado la recuperacién de Caprinos 2013 Olusegun
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Sistema Inmune

Bienestar Animal

Especie Ano

Autor

Incremento en proteina total, albimina, globulina, | La suplementacion con AA a razén 2.5 g/d mejora los efectos adversos Ovinos 2014 Abd-Allah y
glucosa, colesterol y calcio en sangre. del estrés por calor durante la temporada de verano. Zanouny
Incremento de células rojas y blancas, y | La administracion de AA a razén 125 mg/kg alivia los efectos del estrés Kassab y
disminucién en Neutrdfilos/Linfocitos, ademas de | por transporte, modulando la respuesta fisioldgica. Ovinos 2014 Mohammed
cortisol.
NA No permitié el aumento de corticosterona, la administracién de 500 mg/1 Ratas 2014 Lodhi et al.
litro de agua.
Disminucién de la mortalidad. Efecto en la conversién alimenticia, administrando 300 ppm de AA. Aves 2015 Majekodunmi et
al.
Modula la neutrofilia e induce alteraciéon de marcadores eritroides, con la
Aumento del conteo eosindfilo. administracion de AA a 200 mg/kg oral al someterlos a aglomeracion Asnos 2015 Olaifa et al.
durante la temporada harmattan.
Elevado titulo de anticuerpos frente varias | El suministro de extracto de cascara de naranja a 1000 ppm y 1250 ppm Aves 2015 Pourhossein et
vacunas. en las raciones puede ayudar a mejorar respuesta inmune relativa. al.

*NA: no aplica, ac’s: anticuerpos

45



MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL, UANL
GARCIA MONTERO, S.G.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Area de estudio

El presente trabajo se realizé en el Rancho Santa Ursula, el cual se dedica a
la Cria y engorda de ovinos de las razas Katahdin y Dorper, asi como de sus cruzas.
Su Ubica en el municipio de Ciénega de Flores en la Carretera Monterrey-Nuevo
Laredo en el km 21.5.

Este municipio cuenta con una superficie de 156.2 kilometros cuadrados,
colindando al norte y al oeste con Salinas Victoria, al sur con Apodaca y General
Zuazuay al este con General Zuazua, en el Estado de Nuevo Leon. Tiene un clima
seco estepario calido, con temperatura media anual de 23° C. Tiene una
precipitacion promedio anual de 624 mm. Los vientos dominantes son los del

noreste al este y del norte al sur (SEGOB, 1998).

5.2. Colecta en campo

Se utilizaron 60 ovinos de aproximadamente de 2 meses de edad, de 1 dia
de destetados y de un peso de entre 16 y 27 kg, los cuales se distribuyeron por
medio de un disefo de bloques al azar por parte del peso del animal. Los animales
se distribuyeron en cuatro grupos de tratamientos, siendo: Tratamiento 1: con 15
animales que se les denomin6 Grupo Control (GC); Tratamiento 2: también con 15
animales en el Grupo con Dosis de Referencia de Acido Ascérbico (AA) (GDR), a
los que se les administraron 75 mg/kg de peso (Babe, 2011) via oral; Tratamiento
3: con 15 animales en el Grupo con Cascara de Naranja a los que se les ofrecieron

100 g/dia por cada animal de cascara de naranja molida (GCN) y el Tratamiento 4:
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con 15 animales en un Grupo con Cascara de Naranja (100 g) y con Dosis de
Referencia de AA (75 mg/kg) (GCNDR).

Los animales fueron alojados en 3 corrales a razén de 20 borregos por corral
de 6.2 m por 4.2 m dando un espacio de 1.3 m?animal, Se colocaron 5 animales
del grupo control bien identificados en cada corral para dar un total de 20 animales
por corral.

Todos los animales se expusieron al mismo manejo zootécnico (vacunacion,
desparasitacion, dieta, pesaje, cambio de ubicacién) y a las condiciones climaticas
durante el periodo experimental que inicid el 4 de julio del 2015 y finalizé el dia 2 de

agosto del mismo afo.

5.3 Método para la obtencién de sangre

Se obtuvieron muestras sanguineas por punciéon de la vena yugular,
utilizando tubos Vacutainer® sin EDTA y con EDTA. Las muestras se tomaron al
comienzo, a los 15 dias y al final del experimento, y se mantuvieron en refrigeracion
en hieleras para su traslado al Laboratorio de Fisiologia, Farmacologia y Toxicologia
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en donde se realizé el
procesamiento de las muestra. Las muestras contenidas en los tubos sin EDTA se
sometieron a centrifugacion refrigerada a 4° C a 2500 rpm por 10 minutos, en una
centrifugadora de la marca Hermle-Labortechnik® de modelo Z300 K, para obtener
el suero. El suero obtenido se almacend en tubos Eppendorf y se mantuvo en

congelacién a -20° C para su posterior analisis de cortisol, asi como analisis
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diferencial de albuminas y globulinas. Las muestras con EDTA se mantuvieron en

refrigeracion para su analisis.

5.4 Temperaturas. Humedad relativa

5.4.1 Temperatura rectal

En cada grupo de animales (Grupo 1 control; Grupo 2 Tratamiento AA; Grupo
3 tratamiento CN; Grupo 4 tratamiento de administracion de AA mas CN), se obtuvo
la temperatura rectal semanalmente de todos los animales de estudio con un
termémetro digital de la marca Omron® modelo MC-102 con una precisién de 0.1°C,
con la finalidad de conocer si tenian algun trastorno que pudiera alterar su estado.
Algunos autores (Hernandez et al., 2007; Montoya et al., 2013) mencionan que este
indicador que comparandolo con la temperatura ambiental podria revelar algun

estado de estrés caldrico.

5.4.2 Temperatura ambiental y humedad relativa

Diariamente se registré la temperatura ambiental en el Rancho Santa Ursula,
con un termohigrémetro modelo HTC-1 (marca Lonn, China) el cual registra un
rango de temperatura de -50° C a 70° C con una resolucion de 0. 12 C. La humedad
relativa (HR) es registrada con un rango que va desde el 10% a 99% con una
resoluciéon de 1% de HR. Con estas mediciones se pudo determinar bajo qué
condiciones climaticas se encontraban los animales y en qué condiciones se

desarroll6 el experimento.
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5.5 Pesaje

Los 60 ovinos de los 3 tratamientos (Tratamiento 1: con 15 animales Control,
Tratamiento 2: también con 15 animales en el Grupo con dosis de Referencia, de
AA (GDR), Tratamiento 3: con 15 animales en el Grupo con Céscara de Naranja)
fueron pesados un dia antes del dia 0 y el dia 0, para calcular un promedio del peso
corporal de ambos dias al inicio de la investigacion. Posteriormente se pesaron los
animales a intervalos quincenales, es decir, al dia 15 y el dia final del experimento.
Esto se realizé con una bascula de la marca Gallagher® modelo W810 v2, con una
capacidad de 2,000 kg y con una resolucién de 0.1 kg. Esta variable fue registrada
para determinar si hubo un aumento o disminucion de los pesos de los animales
sometidos a los diversos tratamientos. Estos resultados se muestran reunidos por
tratamientos en la seccidn de resultados (Figura 16), este parametro fue analizado

por medio de un bloques al azar y analisis de varianza por Tukey.

5.6 Procesamiento de muestras en el laboratorio

5.6.1 Sangre completa

Con la muestra de sangre colectada en tubos con EDTA, se realizé un
Hemograma completo para verificar los parametros de hematocrito, proteinas
totales, conteo de glébulos blancos, y un diferencial de los glébulos blancos para
saber qué tipo de células se encontraban en la sangre de los animales en esos
momentos. Una muestra de sangre se tomd con un capilar heparinizado de
capacidad de 60 pl, de la marca Kimbel Chase® el cual se coloc6 en una

centrifugadora de capilares de la marca Gemmy Industrial Corp.® modelo KHT-400
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por espacio de 5 minutos a 12,000 rpm, obteniendo asi la separacion de paquete
celular de eritrocitos, plasma y capa leucocitaria en el tubo. Posteriormente el tubo
capilar del microhematocrito se colocé en la tabla de lectura para conocer el valor

del paquete celular.

5.6.1.1 Conteo de glébulos blancos

Para el conteo de Leucocitos utilizamos un liquido de dilucion llamado liquido
diluyente de Turk, que se compone de las siguientes sustancias:
Por cada 100 ml de agua destilada:
Acido acético glacial ................eeiieiiiiie e, 2 ml

Solucién acuosa de violeta de genciana o azul de metileno al 1 %............ 1 ml

La funcion de este diluyente es que el acido acético produce lisis de los
eritrocitos sin alterar a los leucocitos y el violeta de genciana o azul de metileno tifie
el ndcleo de los leucocitos para que estos puedan observarse mejor. Entonces se
tomo6 una muestra de sangre con la pipeta de Thoma hasta la marca 0.5, después
se rellen6 con solucion de Turk hasta la marca 11. La pipeta se colocé en un agitador
de la marca Clay Adams® modelo 1171 por unos segundos, se tomd la pipeta y se
retiraron las primeras 3 gotas, posteriormente la cuarta gota se colocé sobre una
ranura de la camara de Neubauer o hemocitémetro, en el cual se le colocé un cubre
objetos previamente, y por capilaridad la gota de la muestra se distribuye por un
lado de las camaras, para asi proceder a la lectura de los 16 cuadritos de la camara

a un aumento de 10x en un microscopio de la marca Zeiss®. El conteo de cada
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muestra se realizd con la ayuda de un contador de células de la marca Unico®. La
cuantificacion de células blancas, Neutrofilos y Linfocitos fue realizada mediante
este procedimiento en sangre completa que se obtuvo con los tubos Vacutainer®
con EDTA (tapon violeta); utilizando el método tradicional con una camara de
Neubauer. Posteriormente se realizé la diferenciacion de células blancas mediante
un frotis sanguineo con el mismo tubo de muestra, obteniendo Neutrofilos y
Linfocitos, ademas de Monocitos, Baséfilos y Eosindfilos al conteo de 100 células.
Los resultados obtenidos se muestran en la seccion de resultados y fueron
analizados por un disefio completamente al azar y analisis de varianza por Tukey,

(ver gréfica 3).

5.6.1.2 Frotis sanguineo

De la sangre con EDTA se realiz6 un frotis sanguineo para conocer datos
importantes como la cantidad, morfologia, y dimension de las células componentes
de la sangre, pudiendo esclarecer diversas patologias sanguineas. Para ello se
tomo una gota con una pipeta desechable y se colocé sobre un portaobjeto en la
parte central y con otro portaobjetos se extendié la muestra a lo largo con un angulo
de 45° para que la extension quedara como una capa fina de sangre, y con ello
obtener un frotis sanguineo. Después esta extension se fijé en alcohol por unos
segundos, luego se tind con los hemocolorantes Hematoxilina y Eosina para asi
diferenciar las diferentes células blancas contenidas en la muestra. Se dejaron secar

y se etiquetaron para su identificacion y posterior analisis al microscopio.
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5.6.1.3. Proteinas totales por refractometria

Se obtuvieron las proteinas plasmaticas por medio de un refractometro de la
marca Sper Scientific® modelo 300005, solo para comparar el resultado con el del
método de espectrofotometria. En el refractdmetro se colocé una gota del suero
previamente centrifugado del tubo de microhematocrito, el cual se rompe por encima
de la placa leucoplaquetaria (Buffy coat) para depositar la gota en el lector del
refractémetro. Este es cerrado y en la escala del centro se visualiza un horizonte
marcando la cantidad de proteina plasmatica total que contiene, y obteniendo asi el
indice de refraccion de cada muestra. Este paso fue efectuado, para la realizar como

es indicado el hemograma completo.

5.6.2 Cortisol

Para determinar la concentracion del cortisol en sangre se utilizaron 25 pl de
suero, siguiendo las recomendaciones e indicaciones del fabricante del kit Bio-
Cortisol del Grupo Mexlab®. Este es un inmunoensayo de ELISA, que contiene
estandares, enzima conjugada, solucion de frenado, buffer de lavado y sustrato,
para determinar los ng/ml de cortisol en cada muestra. El procedimiento fue
realizado en una serie de pasos: 1) Pipetear 25 pl de estandares de cortisol,
controles y suero problema, 2) Agregar 200 ul de enzima conjugada cortisol a los
pocillos, 3) mezclar por 10 segundos, 4) Incubar por 60 minutos a temperatura
ambiente (18-26°C), 5) Remover el liquido de los micropozos por medio de 3
lavados con 300 ul de 1X buffer de lavado y secar con papel, 6) Agregar 100 pul de

sustrato TMB a los micropozos, 7) Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos,
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8) Agregar 50 pl de solucién de frenado a todos los micropozos y agitar para
mezclar, 9) Proceder a la lectura de absorbancia con un lector de micro ELISA a
450 nm después de 20 minutos transcurridos del ultimo paso. Posteriormente se
tomaron las absorbancias de cada muestra y se dio lectura segun la curva de
calibracién para obtener la concentracion de cortisol en ng/ml. Los resultados

obtenidos se analizaron mediante una X2.

5.6.3 Proteinas totales, Albuminas y Globulinas

Una cantidad del suero congelado se utilizd para determinar
cuantitativamente proteinas totales por un método colorimétrico mediante de la
técnica Total Protein Biuret de Spinreact®, con la ayuda de un espectrofotémetro de
la marca Shimadzu® modelo UV-1800. Otra cantidad del suero congelado se utilizd
para determinar cuantitativamente las albuminas por colorimetria por medio de la
técnica Albumin Verde bromocresol de Spinreact®, con la ayuda del mismo
espectrofotometro de la marca Shimadzu® modelo UV-1800. Al obtener los dos
parametros anteriores, se determinaron globulinas por la diferencia de ambas
concentraciones en el suero (proteinas totales y albuminas). Los resultados fueron

analizados por un disefio completamente al azar y andlisis de varianza por Tukey.
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6. RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron: Peso, Cortisol en suero, Relacion de células
blancas (N/L) en sangre, Temperatura rectal, Temperatura ambiente, Humedad
relativa, Proteinas Totales, Albuminas y Globulinas. En el caso de Peso, N/L,
Proteinas Totales, Relacion Albuminas y Globulinas se obtuvieron resultados de los
60 animales en los tres muestreos y en el parametro Cortisol solo analizaron y

obtuvieron resultados de 40 animales en los tres muestreos.

6.1 Temperaturas y humedad relativa

6.1.1 Temperatura ambiental y humedad relativa
Como se menciond anteriormente, se tomaron diariamente durante el periodo
experimental la temperatura ambiente (TEM) y humedad relativa (HR), esto para

tomar en cuenta el clima que estuvo predominando durante el estudio.

HR y TEM
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Figura 5. Humedad relativa y temperatura ambiental que se estuvo registrando durante los 30
dias del estudio
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En la Figura 5, se observo el valor de las temperaturas durante los 30 dias
de experimento. En el dia 2 se registré la menor TEM con 23°C y la menor HR al
dia 29 con 40%, el valor medio de TEM se obtuvo al dia 31 con 30°C y el de HR
también al dia 31 con 64%, y en cuanto a los valores mas altos de TEM y HR, fueron

de 34°C y 88%, respectivamente.

6.1.2 Temperatura rectal

Esta variable fue medida en 5 tiempos, es decir, semanalmente, contando

el primer dia del comienzo del estudio. Ver Figura 6.

Temperatura rectal
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Figura 6. Temperatura rectal registrada de los animales en los cuatro tratamientos
respectivamente

Se obtuvo en el tratamiento control una temperatura rectal (TR) alta a la
muestra nimero 4 con 41.3°C y una baja a la muestra 3 con 39°C, obteniendo una

temperatura rectal promedio de 40.18°C. En el tratamiento AA una TR alta a la
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muestra 2 con 41.3°C y una baja a la muestra 3 con 39.4°C, con promedio de TR
de 40.26°C. En el tratamiento CN se encontré una TR alta a la toma de muestra 2
con 41.6°C y una baja a la muestra 1 con 39.2°C, lo que nos dio un promedio de TR
de 40.3°C. Y por ultimo en el tratamiento AA+CN, se obtuvo una TR alta a la muestra
3 con 41.3°C y una baja TR a la muestra 1 con 39.2°C, con un promedio de TR de

40.34°C.

6.2 Hemograma

6.2.1 Relacion Neutréfilos/Linfocitos en diferencial de sangre

La cuantificacion de células blancas, Neutrofilos y Linfocitos fue realizada
mediante un conteo de glébulos blancos, el cual determind una diferencia
significativa entre tratamientos (P>0.05), siendo el AA+CN con el mejor resultado
obteniendo una media de 42.2 neutréfilos/100 células, seguido por el tratamiento de
CN con 40.2 neutrofilos/100 células, los cuales son iguales estadisticamente
(P<0.05), después le sigue el tratamiento GC con 33.9 neutro6filos/100 células, y
después el tratamiento AA con 33.8 neutrofilos/100 células, siendo estadisticamente

iguales (P<0.05) al tratamiento CN pero diferentes de CN+AA.

56



MAESTRIA EN CIENCIA ANIMAL, UANL
GARCIA MONTERO, S.G.

Neutréfilos por Tratamiento
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Figura 7. Resultados de la relacion de la cantidad de neutrofilos por tratamiento

Control: sin nada, Acido ascérbico: 75 mg/kg, Cascara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA
+ 100 g de CN. 20 | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey
P<0.05)

En la Figura 8, se obtuvd que el mejor resultado obtenido fue a los 0 dias del
tratamiento con 51.7 neutr6filos/100 células, seguido del dia 30 con 35.3
neutrofilos/100 células y al dia 15 con 25.6 neutréfilos/100 células, con una

diferencia significativa (P<0.05), entre los dias de toma de muestra.
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a Neutrofilos por Muestreo

51.7

© 35.3

25.6

0 15 30

Figura 8. Relacion de cantidad de neutréfilos por dia de muestreo

Muestra las medias que se obtuvieron en los tres dias de muestreo, con la totalidad de animales. &
b.¢ | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)

En la Figura 9, se muestra una diferencia significativa (P<0.05) entre los
tratamientos al dia 0, donde también encontramos una interaccion entre los dias de
muestreo y el tratamiento, teniendo como la mejor media al tratamiento con AA con
55.6 linfocitos/100 células siendo estadisticamente igual (P<0.05) al tratamiento GC
con 46.1 linfocitos/100 células, pero diferente (P<0.05) a CN con 40.3 linfocitos/100
células y CN+AA con 34.0 linfocitos/100 células. El tratamiento GC fue similar
(P<0.05) a CN, pero diferente (P<0.05) a CN+AA. En este caso CN fue similar
(P<0.05) a CN+AA.
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Figura 9. Interaccion de la cantidad de linfocitos con el dia de muestreo

Control: sin nada, Acido ascorbico: 75 mg/kg, Cascara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA +
100 g de CN. a.b.¢ | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05),
NS: no significativo.

6.3 Proteinas totales: Relacion albuminas/globulinas

La Figura 10 muestra, una diferencia significativa (P<0.05), al dia 15 de toma
de muestra con 6.1 g/dL de proteinas totales obteniendo la mejor media a
comparacién de los dias 0 con 5.8 g/dL y dia 30 con 5.6 g/dL, pero esta a su vez
siendo estadisticamente igual (P<0.05) al dia 0 de toma de muestra, siendo la media

del dia 0 similar (P<0.05) al dia 30 de toma de muestra.
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Proteinas Totales por Muestreo
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Figura 10. Relacion de los resultados de proteinas totales por dia de muestra

Muestra las medias que se obtuvieron en los tres dias de muestreo, con la totalidad de animales. &
b Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)

En la Figura 11 se observd, una diferencia significativa (P<0.05), obteniendo
que al dia 0 los animales del CN tenian una mejor media de 3.2 g/dL de albumina,
seguido por AA+CN y GC con 3.1 g/dL siendo estos iguales estadisticamente
(P<0.05), pero diferentes (P<0.05) de AA con 2.9 g/dL, a excepcion de GC que

también fue igual (P<0.05) estadisticamente a AA.
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Figura 11. Resultados de la cantidad de albuminas en suero en los diferentes dias de muestreo

Control: sin nada, Acido ascérbico: 75 mg/kg, Céscara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA +
100 g de CN. 20 | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)

En la Figura 12, se muestra las globulinas por muestreo en donde se obtuvé
una diferencia significativa (P<0.05), siendo la mejor media al dia 15 del muestreo
con 3.4 g/dL, siendo diferente al dia 0 con 2.6 g/dL y al dia 30 con 2.7 g/dL, donde

estados dos ultimas resultaron estadisticamente iguales (P<0.05).
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Globulinas por Muestreo
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Figura 12. Resultado de la cantidad de globulinas en suero registradas durante los dias de
muestreo

Muestra las medias que se obtuvieron en los tres dias de muestreo, con la totalidad de animales. &
b Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)

6.4 Cortisol

En la Figura 13 se obtuv6 que, al comienzo del estudio, dia 0 con 87.9 ng/ml,
los animales se encontraban con el cortisol elevado, obteniendo una diferencia
significativa (P<0.05), a diferencia de los otros dias de muestreo, dia 15 con 45.9
ng/ml y dia 30 con 46.9 ng/ml, estos dos ultimos resultados a su vez siendo iguales

(P<0.05) estadisticamente.
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Figura 13. Resultados de cortisol sérico en las diferentes tomas de muestra

Muestra las medias que se obtuvieron en los tres dias de muestreo, con la totalidad de animales. &
b Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)

En la Figura 14, hubo una diferencia significativa (P<0.05) por medio del
tratamiento de AA, siendo el mejor tratamiento ya que obtuvé la menor cantidad de
animales con cortisol elevado del dia 0 al dia 15, es decir de 10 animales, 7 tenian
una reduccién del cortisol y 3 no la tuvieron. El tratamiento GC obtuvo 6 animales
sin reduccién y 4 animales con reduccién, el tratamiento CN obtuvo 6 animales con
reduccion y 4 animales sin reduccion, y el tratamiento CN+AA obtuvo 5 animales
con reduccion y 5 animales sin reduccion.

La Figura 15, se observa una diferencia significativa (P<0.05) también en el
tratamiento AA, siendo el mejor tratamiento del dia 0 al dia 30 al obtener, de 10
animales, 9 animales con reduccién y 1 animal sin reduccién. El tratamiento GC

obtuvo 5 animales con reduccién y 5 animales sin reduccion, el tratamiento CN 7
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animales sin reduccién y 3 con reduccién, y el tratamiento CN+AA 6 animales sin

reduccién y 4 con reduccion.
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Figura 14. Cantidad de animales que presentan una reduccion y una no reduccion de cortisol
sérico del dia 0 al dia 15 del periodo experimental

Control: sin nada, Acido ascérbico: 75 mg/kg, Cascara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA +
100 g de CN. *Acido ascérbico: marca una diferencia significativa en comparacioén de los demas
tratamientos (Tukey P<0.05)
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Figura 15. Cantidad de animales que presentan una reduccion y una no reduccion de cortisol
sérico en el periodo comprendido por el estudio, dia 0 a dia 30

Control: sin nada, Acido ascérbico: 75 mg/kg, Cascara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA +
100 g de CN. *Acido ascérbico: marca una diferencia significativa en comparacién de los demas
tratamientos (Tukev P<0.05)
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6.5 Peso final de los animales

La Figura 16 nos indica, una diferencia significativa (P<0.05) entre los
tratamientos al final del estudio, siendo el mejor tratamiento el CN con 28.4 kg de
peso, seguido por AA con 27.4 kg, después GC con 27.0 kg y al final CN+AA con
26.3 kg. El tratamiento CN fue estadisticamente igual (P<0.05) a GC y AA, pero
diferente (P<0.05) de CN+AA, este a su vez siendo igual (P<0.05) estadisticamente

que GC y AA.
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Figura 16. Resultados de los pesos registrados durante las tres tomas de peso durante el
periodo experimental

Control: sin nada, Acido ascérbico: 75 mg/kg, Cascara de naranja: 100 g, AA+CN: 75mg/kg de AA +
100 g de CN. 2.0 | etras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (Tukey P<0.05)
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7. DISCUSION

Los animales del tratamiento con cascara de naranja obtuvieron un peso al
final de los 30 dias del periodo experimental, superior (28.45 kg) en comparacion
con los demas grupos de tratamientos. Esta ganancia de peso concuerda con lo
obtenido por Villanueva et al. (2013), utilizando un porcentaje similar (15%) de
residuo fresco de naranja junto a su concentrado donde el consumo fue mayor que
en otros porcentajes ofrecidos, esto debido a las caracteristicas que posee este
alimento que tiene una palatabilidad y digestibilidad elevada en ensilaje, pudiendo
ser la razon del incremento en el consumo y la ganancia de peso en este estudio,
Calsamiglia et al., (2004).

Al comienzo del trabajo, los animales se encontraban con cortisol elevado,
posteriormente a los 15 dias de realizar el experimento, los animales a los que se
les ofrecio solo acido ascérbico, 7 de 10 animales presentaron menor concentracion
de cortisol sérico a comparacion con los demas grupos y al final del experimento
(dia 30), 9 de 10 animales presentaron una reduccion de cortisol sérico. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos con Tyler y Cummins (2003), quienes en
novillas expuestas a estrés por transporte observaron una reduccién de la cantidad
de cortisol conforme pasaron los dias. Kassab y Mohammed (2014) en corderos
expuestos a estrés por transporte obtuvieron una disminucion de la cantidad de
cortisol en los animales a los cuales se les ofrecidé AA, aunque esta disminucién no
fue significativa.

En el presente trabajo se obtuvo una diferencia significativa en el caso de los

neutréfilos, por dia de muestra, con la mayor cantidad de neutréfilos al dia 0 del
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periodo experimental (51.7 células/100 células), en comparacién con los otros
tratamientos. Esto demuestra que tenia altas cantidades de neutrdfilos al inicio del
experimento. El resultado obtenido por tratamiento de estos mismos fue una
reduccion durante los dias (15 y 30 d) y se obtuvo un promedio mas bajo en
tratamiento con acido ascorbico (33.8 células/100 células), aunque no hubo
diferencia significativa con respecto al grupo control. Babe (2011) en ovejas
sometidas a estrés por calor obtuvo un menor porcentaje de neutréfilos en el
tratamiento con acido ascorbico, con un resultado significativo.

Sin embargo, en el numero de linfocitos, no hubo diferencia significativa entre
los tratamientos, solo diferencia significativa el primer dia de muestreo entre
tratamientos, donde el grupo tratado con acido ascérbico tuvo la mayor cantidad de
linfocitos al inicio del experimento (55.6 células/100 células), y aunque este nimero
fue disminuyendo con el paso del tiempo no fue significativo. Esto en conjunto puede
ser debido al cortisol que se liber6é durante el destete y el manejo que estaba dando
durante esta etapa, y con el paso de los dias se adaptaba, por lo que el cortisol dejé
de ser la causa de este comportamiento. Algo similar ocurrié en el trabajo de Minka
y Olusegun (2011) en cabras bajo notorio estrés fisiologico y psicoldgico por el
transporte, las cuales presentaron este comportamiento en los dichos parametros.

En el presente trabajo, en el caso de proteinas totales, albuminas vy
globulinas, se obtuvo el parametro proteina total superior a los 15 dias de
experimento con un promedio de 6.1 g/dL, a diferencia de otros dias, pero no hay
diferencia significativa entre los tratamientos. En el caso de la albumina las

diferencias significativas entre tratamientos, en que el tratamiento con acido
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ascorbico y cascara de naranja obtuvo 3,2 g/dL siendo el mejor numero promedio
en comparacion con los otros tratamientos. Y en cuanto a la cantidad de globulinas
obtenida por la diferencia de los parametros anteriores, el dia 15 el mejor promedio
con 3.4 g/dL en comparacion con los otros dias de muestreo, pero no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos. Algo similar paso en el trabajo
realizado por Abd-Allah y Zanouny (2014) en corderos expuestos a estrés por calor
en temporada de verano, donde obtuvieron mayor cantidad de proteinas
plasmaticas con diferencia significativa en el tratamiento en el que se administraba
acido ascérbico a diferencia de los demas grupos, lo cual atribuyeron la disminucién
de las proteinas plasmaticas en el grupo control a la dilucion de éstas por el aumento
corporal del agua, al estar expuestos al calor, asi como al aumento de hormonas
catabdlicas como los glucocorticoides, como lo es cortisol, Alvarez y Johnson

(1973).
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8. CONCLUSION

1.- La administracion diaria como suplemento del AA redujo la
concentracion de cortisol en suero, en comparacion con los demas grupos.

2.- La administracion del AA mejora el bienestar de los animales que estan
sometidos a estrés de manejo rutinario en las explotaciones intensivas ovinas
mostrando menor cantidad de cortisol sérico en sangre.

3.- La administracion de una cantidad de CN en conjunto con el alimento
diario de los ovinos de engorda, aumenta el consumo diario de alimento habitual,

por lo que su peso se ve aumentado.
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INTRODUCCION N

En México se tienen registradas cerca de 53,000 unidades
de produccién ovina'. Los sistemas de producciéon de
engorda intensiva requieren minima mortalidad, el mayor
peso de cordero al finalizar la engorda con la mejor
eficiencia alimenticia posible. En condiciones de una alta
densidad animal (recomendado 2.5m?2 x animal)? se
tienen agentes estresantes agudos y de corto plazo que
elevan los niveles de adrenalina y agentes estresantes a
largo plazo que aumentan los niveles de cortisol,
deprimiendo su sistema inmune, llegando a provocar
patologias y hasta la muerte*s, El estrés generado
provoca una afeccion al bienestar del animal®s,
provocando el esfuerzo para mantener el equilibrio entre
el animal y su esta

negativa cuando se pvesenta en exceso?$7. Es por eso
que en ocasiones se agregan a la dieta suplementos que
mejoren ésta condicion®s.

Uno de los suplementos que se han utilizado, es el acido
ascérbico (AA) por ser barato, no téxico, sin tiempo de
retiro y de facil i6n, por lo que rep: un
gran valor en el campo. El AA es considerado un
importante antioxidante, el cual ha sido utilizado para
gestionar condiciones de estrés'?. Estudios han
d do que la I ion con este nutriente
antioxidante puede atenuar los efectos negativos del
estrés ambiental en rumiantes, ademas de aves y ratas'’,
demostrando que es una de las primeras defensas en la
sangre total en contra de radlcales libres, incluso que
tiene influencia en la y

Se ha reportado que a pesar de que los ovinos, son una
de las especies que posee la enzima L-gulanolactona
oxidasa necesaria para la sm(esus de su proplo AA'Z, en
un entorno la
cantidad de acido ascorblco producido por el animal
puede ser insuficiente para cumplir con su requisito'®. Se
ha demostrado la importancia del AA en la aclimatacién
en frio de los rumiantes; en corderos se ha descrito que
por tener una fase monogastrica son capaces de utilizar
el AA exdgeno via oral'z.

Otro recurso para este fin es la cascara de naranja que
podria ser utilizado como un sustituto del AA por el
contenido que posee en su composicién quimica, siendo
de 16,25 + 1,43 mg / 100 g de muestra seca de harina de

El analizar los parametros hematolégicos, nos lleva a
demostrar indices importantes de salud, produccién y
capacidad de adaptacion del animal a las condiciones
ambientales que prevalecen en su entorno; el obtener la
relacion de neutroflos/llnfocltos (N/L), slrve como un
indice de c en la

inmune y la capacidad del animal para adaptarse a
diversas condiciones de estrés™, al igual que la medicion
de la temperatura rectal, siendo un indicador de la
capacidad para superar el efecto perjudicial del medio
ambiente durante la temporada de calor'®'s. La
evaluacién de cortisol formaria parte de un indicador de
estrés'+,

Es por eso que el conocer la presencia de situaciones de
estrés en sistemas de produccion, ha sugerido la
implementacién de compuestos y/o aditivos que ayuden
a la mejora continua de la produccién. Por lo cual se ha
planteado la hipétesis de que la administracion de acido
ascérbico y de cascara de naranja reduce los niveles de
cortisol y estimula el sistema inmunitario del ganado
ovino de engorda.

OBJETIVOS

jetivo de la pre i igacion es el
efectn de la a 1 de acido < y cascara
de naranja para reducir el cortisol en sangre (indicador
de estrés), y estimular el sistema inmunitario en ganado
ovino de engorda.

Al cual llegaremos, por medio de los siguientes objetivos
especificos:

1.Determinar la relacion de células blancas (N/L) y
proteinas (proteinas totales, globulinas, albuminas, etc)
presentes antes (dia y después (dia 3 e la
aplicacion del tratamiento con acido ascorbico y cascara
de naranja, mediante biometria hematica y quimica
sanguinea, respectivamente.

2.Determinar las concentraciones de cortisol en sangre
antes (dia 0), durante (dia 15) y después (dia 30) de la
administracién de acido ascérbico y cascara de naranja,
mediante inmunoensayo.

cascara de naranja, ademas de otros
como calcio, magnesio y zinc (Tabla 1)13.

Naranja  27.341:0.31

864°2040 0382011 16252143  235°20.17

Mandarina 502594024 15.61V4033 044v:008 1232v+183 11.03v4053

Toronja  49.54:1039 10.35¢1046 08751002 281741218

N

23191029

3.D i si el acido y la cascara de naranja
tienen influencia sobre los aumentos de peso y peso
final del animal.

Sy

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizara en el Rancho Santa Ursula,
ubicado en la Carretera Monterrey-Nuevo Laredo km
215, dedicado a la engorda de ovinos de 18-40 kg de
peso. Se utili como
ovinos de similares edades y pesos. Los animales se
distribuiran en cuatro grupos de tratamientos, siendo: T1:
15 animales en un Grupo Control (GC), T2: 15 ammales en
un Grupo con Dosis de Referencia 2.5
aproximadamente 45 mg/kg de peso corporal!®13 (GDR),
T3: 15 animales en un Grupo con Cascara de Naranja 20%
en la dieta (GCN) y T4: 15 animales en un Grupo con
Céscara de Naranja y con Dosis de Referencia (GCNDR).
Los animales seran alojados a razén de 15 animales en
corrales de 3 x 5 m (1 m2/an|mal) Todos los animales se
expondran al mismo manejo zootécnico io
desparasitacion, alimentacion, etc) y condi
durante el periodo experimental. El peso corporal se
registrara un dia antes del dia 0 y el dia 0, sacando un
promedio de ambos dias, luego a intervalos quincenales,
es decir, dia 14 y dia 15 sacando promedio de ambos
dias, hasta el final del experimento.

Semanalmente se mediran temperaturas rectales. Al
principio, a los 15 dias y al final del experimento se
obtendran muestras de sangre con EDTA y sin EDTA por

venopuncién de la vena yugular, se mantendran en
i i Su p

para
de obtencién de suero y ana is de qulm»ca sangumea,
en el aparato VetTest® Analyzer (Idexx Laboratories) para
proteinas totales, albumina, globulinas, etc., ademas de
una biometria hematica analizadas por QBC®
VetAutoread™. También una parte del suero se
almacenaran a -20°C de temperatura para el analisis de
cortisol, con una muestra adicional durante el
to, esto se i mediante inmur

ELISA(Flgura ).

Los resultados obtenidos se analizaran por el disefio
experimental de bloques al azar, en un factorial 2 x 2, con
dos niveles de acido ascorbico (0 y 2.5 g/d) y dos niveles
de cascara de naranja (0 y 20% en la dieta). Sera probado
mediante analisis de varianza y Tukey, utilizando el
paquete de software SPSS (v17).

Anexo 1. Cartel presentado en el Simposio “Una Salud”
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condiciones de estrés

Garcia-Montero, Selene G., Bernal-Barragan, Hugo, Sanchez-Davila, Fernando, Canti-Martinez, Marco A.

N'L

INTRODUCCION

La engorda intensiva de ovinos requiere de minima mortalidad y la mayor ganancia de peso de cordero al finalizar la
engorda con la mejor eficiencia alimenticia posible, donde se tiene una alta densidad animal por lo cual encontramos
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estresores agudos y de corto plazo que elevan los niveles de adrenalina, asi como estresores a largo plazo que

aumentan los niveles de cortisol, deprimiendo su sistema inmune llegando a provocar patologias y muerte (Alvarez,
2008; Gonzalez et al. 2013). Por lo cual se han buscado alternativas que puedan ayudar a modular estas situaciones
(Carro et al. 2006; Sunil et al. 2010; Partida de la Pefia et al. 2013). La medicion y evaluacion de la actividad del eje s
hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), en el cual se desencadena el estrés, se puede realizar a través de la =)

cuantificacion del cortisol (Babe, 2011).

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la administracién tanto de AA como de Cascara de Naranja (CN)
en la reduccién de cortisol en sangre y ganancia de peso en el ganado ovino de engorda.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Determinar el efecto de la administracion de los tratamientos sobre el peso del animal.

2.Determinar las concentraciones de cortisol en suero antes (dia 0), durante (dia 15) y
después (dia 30) de la admil ion de los

itos.

METODOLOGIA
El trabajo se realizé en el Rancho Santa Ursula, ubicado en la Carretera Monterrey-
Nuevo Laredo km 21.5. Se utilizaron 60 ovinos de 2 meses de edad recién desteiados
con un peso entre 16 y 27 kg. Los anil se dividieron en cuatro 15
animales por grupo, un grupo control, un segundo grupo al que se le administré AA en
agua purificada (75 mg/kg), un tercer grupo, al que se le dio CN (100 g por animal) y el
ultimo grupo al cual se le ofreci6 ambos tratamientos (AA y CN). Los corderos fueron
alojados a razén de 20 animales por corral con medidas de 6.2 m x 42 m (1.3
mzlanlmal) en cada corral se encontraban 5 animales del grupo control y 15 animales del
pondiente. Todos los i se expusieron al mismo manejo
zootécnico (vacunacion, desparasitacion, dieta, destete, vitaminacion) y condicion
climatica desde el dia 4 de julio al 2 de agosto del 2015, periodo en el cual diariamente
se registraron la humedad relativa (HR) y temperatura ambiental (TEM) con un termo-
higrometro (Gréfica 1). Semanalmente se midieron temperaturas rectales de todos los
animales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el caso del peso vivo, se obtuvieron resultados de los 60 animales en los tres
muestreos y para el cortisol solo se obtuvieron resultados de 40 animales de los tres
muestreos. El peso promedio de los corderos se presentan en la Gréfica 2. Los animales
del tratamiento con CN obtuvieron una media superior (28.45 kg), lo que concuerda con
Villanueva et al. (2013), donde utiliza un porcentaje similar (15%) en corderos
alimentados con residuo fresco de naranja junto a su concentrado, donde el consumo fue
mayor que en otros porcentajes ofrecidos, esto debido a las caracteristicas que posee la
CN, palatabilidad y digestibilidad elevada en ensilaje, pudiendo ser la razon del
incremento del consumo y la ganancia de peso en este estudio (Calsamiglia, Ferret &
Bach, 2004). Al comienzo del trabajo, los animales se encontraban con cortisol elevado
(Gréfica 3), a los 15 dias los animales a los que se les ofrecid sélo AA, 7 de 10 animales
presentaron menor concentracién de cortisol sérico en comparacion con los demas
grupos (Graficas 4, inciso A) y al final del experimento (dia 30), 9 de 10 animales
(Gréficas 4, inciso B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos con Tyler &
Cummins (2003) en donde novillas expuestas a estrés por transporte se observaron con
una reduccion de la cantidad de cortisol conforme pasaron los dias. Al igual que Kassab
& Mohammed (2014) en corderos que se expusieron también a estrés por transporte
obtuvieron una disminucién de la cantidad de cortisol en los animales a los cuales se les
ofrecié AA, aunque esta disminucion no fue significativa.
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la sangre obtenida en tubo con EDTA se realizé una Biometria hematica, ok los

a os de: 1) N t crito, 2) Proteinas Plasmaticas, 3) Conteo de Gldbulos
Blancos y 4) Diferencial de Glébulos Blancos por medio de un frotis sanguineo (relacién
Neutréfilos/Linfocitos). Con el suero obtenido se realizé un 1) Inmunoensayo para
Cortisol (Bio-Cortisol Grupo MEXLAB®), 2) Cuantificacién de Albiminas (Albumin, verde
bromocresol, SPINREACT®), 3) Cuantificacién de Proteinas Totales (Total protein, biuret,
SPINREACT®) y 4) Determinacioén de Globulinas por diferencia de PT y ALB,

Los resultados se analizaron por disefio de bloques al azar, factorial 2 x 2, con dos
niveles de AA (0 y 75 mg/kg) y dos niveles de céscara de naranja (0 y 100 g) para peso.
Para analizar niveles de cortisol, se utilizé Xi2 (reduccién, no reduccién). Fueron
probados mediante andlisis de varianza y Tukey, utilizando el software SPSS (v22).
Todos los parametros se evaluaron con el valor de P <0.05 y se acepté como el minimo
nivel significativo.
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CONCLUSION

La administracién diaria como suplemento del AA mostré una reduccién de cortlsol en
suero, en comparacion con los demas grupos. Esto nos d tra que la i 1
del AA mejora el blenestar de los animales que estan sometidos a estrés de manejo
rutinario en las es ivas ovinas. La admini ion de una cantidad de CN
en conjunto al alimento diario de en los corderos de engorda, aumenta el consumo de
alimento y repercute en el peso vivo en forma positiva.

significativa def batamenta 2 (hcido ascértice’) 5 020 €, se mussirs diferencia sgnifcativa del
SIS 6o i 501 feauscon de coise.« Dfrencas sgaeatives ey 7<0.05). - dias

AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, Facultad de Agronomia, a MC. Marco A. Cantl, Dr. Hugo Bernal, Dr.
Fernando Sanchez, CONACYT y a el Sr. Jaime Quintanilla.

Anexo 2. Cartel presentado en la Reunion Anual de la Asociacion Mexicana para la
Produccion Animal y Seguridad Alimentaria

81



