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Resumen

Aranguren, A.J.; Flores, C.A.; Meléndez, C.E.; Marquez, Y.C.; L.Ortega, A.A.: Estrés
oxidativo y actividad antioxidante en leche de vacas con mastitis subclinica. Rev. vet. 28: 2,
103-107, 2017. La mastitis es una patologia costosa en la ganaderia lechera, su mayor incidencia
ocurre en el periparto. El objetivo del presente estudio fue determinar el estrés oxidativo (EO)
y la actividad antioxidante (AA) en la leche de vacas con mastitis. Se evaluaron 30 vacas mes-
tizas Holstein x Carora en los primeros 150 dias de lactancia, pertenecientes a una explotacion
comercial del estado Lara (Venezuela) divididas en dos grupos, cada uno de 15 animales: uno
control y el otro con mastitis subclinica (MS). Se les extrajo dos muestras de leche en crioviales
almacenados en nitrégeno liquido y una en tubos de ensayo que se mantuvieron a 8°C. Como
indicadores de EO se cuantificaron dienos conjugados (DC) por método de Wallin y malon-
dialdehido (MDA) por test de sustancias reaccionantes con el acido 2-tio barbiturico). La AA
derivada de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) y del glutation (GSH), fue evaluada por kit
comerciales. Para establecer la significacion estadistica de los resultados se utilizo la prueba “t”
de Student exigiéndose un 95% de certeza (p<0,05). Se observo un incremento de DC en el gru-
po con MS (1,41+0,12 nmoles/mg proteinas) en relacion al grupo control (0,59+0,08; p<0,001),
como también de MDA (0,38+0,02 nmoles/mg proteinas) al comparar con el valor control (0,29
+0,02; p<0,001). La actividad de la GSH-Px se encontro elevada en el grupo con MS (40,75+5,09
mmoles/min/ml) al comparar con el grupo control (27,65+2,18; p<0,05). La concentracion de
GSH se presenté aumentada en el grupo con MS (273,71£37,51 pmoles/l) en relacion al grupo
control (150,00+21,17; p<0,05). Se concluye que la mastitis subclinica induce en la leche un esta-
do de EO, acompanado con un aumento de la actividad antioxidante. Estos resultados apoyarian
la suplementacion controlada con antioxidantes durante el periodo del periparto bovino.
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Abstract

Aranguren, A.J.; Flores, C.A.; Meléndez, C.E.; Marquez, Y.C.; Lopez-Ortega, A.A: Oxi-
dative stress and antioxidant capacity in milk of subclinical mastitic cows. Rev. vet. 28: 2,
103-107, 2017. Mastitis is a expensive disease for dairy farming, the highest incidence occurs
in the peripartum. The objective of this study was to determine the oxidative stress (OE) and
antioxidant activity (AA) in the milk of cows with mastitis. Crossbred cows Holstein x Carora
(n=30) were evaluated in the first 150 days of lactation, belonging to a commercial exploitation
of Lara (Venezuela), divided into two groups of 15 animals each: control and one with subclini-
cal mastitis (SM). Two milk samples were collected and stored in cryovials in liquid nitrogen.
As OE indicators conjugated dienes (CD) were quantified using the Wallin and malondialdehyde
(MDA) method by TBARS. The AA was evaluated by enzyme glutathione peroxidase (GSHPx)
and glutathione (GSH) using a commercial kit. Data were analyzed by the “t” test. CD increased
in the group with SM (1.414+0.12 nmol/mg protein) compared to the control group (0.59+0.08;
p<0.001), as well as MDA (0.384+0.02 nmol/mg protein) compared to control (0.29+0.02,
p<0.001) value. GSH-Px activity was elevated in the group with SM (40.75+5.09 mmol/min/
mL) compared with the control group (27.65+2.18, p<0.05). GSH concentration was increased in
the group with SM (273.71+37.51 pmol/L) compared to the control group (150.00+21.17; p<0.05).
It is concluded that subclinical mastitis in milk induces a state of OE, accompanied with an
increase in antioxidant activity. These results support antioxidant supplementation during the
peripartum period bovine.
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INTRODUCCION

La mastitis, una de las patologias mas costosas que
enfrenta la ganaderia lechera, es definida como Ia in-
flamacion de la glandula mamaria (GM), independien-
temente de la causa, que generalmente corresponde a
una infeccion bacteriana ®. Se presenta en dos formas.
En la forma clinica se observa visiblemente el proceso
inflamatorio de la GM, que en casos extremos induce
septicemia o endotoxemia que pueden causar la muerte
del animal &.

La forma subclinica, cuya frecuencia es 15 a 40
veces mayor que la forma clinica, no presenta signos
visibles de inflamacion pero reduce la produccion de le-
che y afecta negativamente su calidad, lo que ocasiona
pérdidas econdémicas importantes al sector agropecua-
rio, ademas de incrementar la transmision de agentes
patégenos que causan mastitis '%2¢.

La mayor incidencia de mastitis se produce en las
primeras semanas del posparto (lactancia temprana) y
se relaciona con la inmunosupresion que suele ocurrir
en dicha etapa . En la vaca, el periodo de transicion
se caracteriza por modificaciones dramaticas en el esta-
do endocrino de las hembras bovinas gestantes, que las
prepara para los eventos del parto y de la lactogénesis 7.

En esta etapa las células polimorfonucleares
(PMN) presentan modificaciones provocadas por la de-
teccion de los patogenos invasores y la diapédesis hacia
la glandula mamaria, lo que promueve la incidencia de
mastitis . Por otra parte se ha demostrado que, du-
rante el periodo sefialado, la vaca lechera aumenta su
demanda metabdlica, lo cual genera incremento de las
necesidades de oxigeno y acrecentamiento en la pro-
duccioén de radicales libres (RL) del tipo “especies reac-
tivas del oxigeno” (ERO).

Cuando el nivel de RL excede a la respuesta an-
tioxidante enddgena del animal, se origina un estado
de estrés oxidativo (EO) *, el cual puede aumentar la
susceptibilidad de ganado lechero, especialmente en el
periodo de transicion, para una variedad de trastornos
que incluyen inmunodeficiencia, enfermedades infec-
ciosas como neumonias, enteritis y mastitis, asi como
también infertilidad >+,

En las infecciones intramamarias la actividad anti-
bacteriana del neutrofilo se realiza a través del “estalli-
do respiratorio” con produccion de ERO como radical
hidroxilo y oxigeno, fundamentales en el mecanismo
de muerte dependiente de O,. Ademas los neutrofilos
producen iones superoxido, hipoclorito y H,O, para
eliminar a las bacterias 2°. Estas ERO, atn cuando son
esenciales en la respuesta al agente causal de mastitis,
en exceso ocasionan dafio tisular 5.

EL objetivo del presente estudio fue determinar el
EO en leche de vacas con mastitis subclinica, mediante
la cuantificacion de los parametros de EO, dienos con-
jugados (DC) y malondialdhido (MDA) y de la activi-
dad antioxidante derivada del glutation (GSH) y de la
enzima glutation peroxidasa (GSH-Px).
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MATERIAL Y METODOS

Localizacion, poblacion, grupos. El estudio se
realizé en una unidad de produccion comercial, ubica-
da en el sector “El Callao”, via Boro del municipio Mo-
ran del estado Lara, Venezuela, localizada a 9°47°12”N
y 69°47°34°°0, con una altitud de 635 msnm, distante 63
km de la ciudad de Barquisimeto. El clima es semidri-
do templado, temperatura media anual 27°C, variacion
de 19°C hasta 30°C, precipitacion media anual: 973,9
mm, distribuida bimodalmente: el 83,5% en los meses
de abril a noviembre y 16,5% entre diciembre y marzo,
caracteristicas de bosque seco tropical 1.

La poblacion estuvo conformada por un total de
545 animales en produccion, presentes en el plantel,
con 305 vacas en ordefio. El sistema de produccion
fue de tipo intensivo, con ordeflo mecanico, alimento
concentrado, heno picado y agua ad libitum durante
el dia. Los criterios de inclusion fueron: vacas de raza
mestizas Holstein x Carora, con 2 0 mas partos, que se
encontraran hasta en 150 dias de lactancia.

Los criterios de exclusion fueron: vacas con mas de
150 dias de lactancia, que presentaran alguna patologia
(infecciosa, parasitaria, reproductiva, nerviosa o po-
dal), que recibieran tratamiento antibidtico o lo hayan
recibido en los ultimos 15 dias.

Los animales incluidos se distribuyeron en: un gru-
po control constituido por 15 vacas que resultaron ne-
gativas a las pruebas de fondo negro y California Mas-
titis Test (CMT), y en un grupo con mastitis subclinica
(MS) formado por 15 vacas que en la prueba de CMT
arrojaron contajes celulares mayores a 200.000 células/
ml de leche.

Manejo de animales, toma de muestras. La ma-
nipulacion de los animales para la experimentacion se
realizd en cumplimiento con lo establecido en la legis-
lacion de la Republica Bolivariana de Venezuela, to-
mando como normativa a seguir el Codigo de Bioética
y Bioseguridad (tercera edicion, publicado en 2008 por
el Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion -
FONACIT).

A todos los animales que cumplian con los criterios
de inclusion, antes del ordefio se les realizo la prueba
de fondo negro, para evidenciar presencia de grumos o
coagulos en la leche, que indican alteracion de sus ca-
racteristicas fisicas. Las vacas negativas a esta prueba
se sometieron al diagnodstico para mastitis subclinica,
que se realiz6 con un kit de Agritech-CA para la prue-
ba CMT ?'; los resultados de esta prueba fueron confir-
mados con el recuento electronico de células somati-
cas (RECS) en leche, realizada con equipo Fossomatic
Minor®, segtn las recomendaciones de la Federacion
Internacional de Lecheria, 1984.

A los animales seleccionados se les extrajeron
3 muestras de leche del cuarto afectado con mastitis.
Una de las muestras con aproximadamente 100 ml de
leche, destinada al RECS, fue trasladada en una cava
con gel congelado, a una temperatura de aproximada-
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Figura 1. Parametros de estrés oxidativo en leche de vacas con mastitis subclinica y controles. Izquierda: dienos
conjugados (DC). Derecha: malondialdehido (MDA), media + EE, n=15, ***p<0,001.

mente 8°C, hasta el laboratorio de Bromatologia de los
Alimentos, donde fue procesada. Otras dos muestras en
crioviales de 2 ml cada uno, se colocaron en una cava
con hielo seco y fueron trasladadas al laboratorio de la
UNIHM (UCLA), donde fueron almacenadas en nitro-
geno liquido, hasta el momento de su procesamiento.

Determinacion de los parametros de EO, de la ac-
tividad antioxidante y andlisis estadistico. El nivel de
DC se determin6 por el método descrito por Wallin
y el MDA fue cuantificado por la prueba TBARS (test
para sustancias reaccionantes con el acido 2-tio barbi-
tarico) de acuerdo a la técnica de Ohkawa *.

La concentracion de proteinas en leche se deter-
mind mediante el kit comercial (Pierce, Rockford, Ill,
USA), basado en la técnica descrita por Bradford 7. La
actividad antioxidante fue cuantificada en la leche a
través de la GSH-Px y de la concentracion de GSH, en
ambos casos utilizando kits Calbiochem-Novabiochem
Corp. (La Jolla, Ca, USA).

Los resultados obtenidos representan la media +
error estandar (EE). El analisis estadistico fue reali-
zado con la ayuda del paquete SPSS version 17.0 para
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Windows, mediante la prueba “t” de Student, conside-
randose significativos los resultados con p<0,05.

RESULTADOS

Recuento electronico de células somdticas
(RECS) en leche. El valor promedio del RECS en le-
che de vacas mestizas Holstein x Carora con mastitis
subclinica fue de 1.061.200 células/ml de leche, a dife-
rencia del valor obtenido en el grupo control, de 52.571
células/ml de leche, en una explotacion ubicada en el
Municipio Moran, Estado Lara, Venezuela (n=15).

Pardametros de estrés oxidativo. A la izquierda de
la Figura 1 se presentan las concentraciones de DCy a
la derecha las concentraciones de MDA, en la leche de
vacas mestizas Holstein x Carora con mastitis subcli-
nica, y en controles. Ambos parametros mostraron un
incremento estadisticamente significativo (p<0,001) en
el grupo de animales con MS, en comparacion con el
grupo control.
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Figura 2. Actividad antioxidante en leche de vacas mestizas Holstein x Carora con mastitis subclinica y contro-
les. Izquierda: glutation peroxidasa (GSH-Px), derecha: glutation (GSH), media + EE, n=15, *p<0,05.
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Actividad antioxidante. Los resultados de la acti-
vidad de GSH-Px en las muestras de leche de vacas
mestizas Holstein x Carora con MS y en vacas contro-
les, se presentan en la Figura 2 (izquierda). Se observo
un aumento estadisticamente significativo (p<0,05) en
el grupo de vacas con MS, cuando se las compar6 con
el grupo control. En forma similar, en la concentracion
del GSH se aprecié un aumento estadisticamente sig-
nificativo (p<0,05) en el grupo de vacas con MS, en
relacion al grupo control (Figura 2, derecha).

DISCUSION

La mastitis es una patologia de honda repercu-
sién econdmica que enfrenta la ganaderia lechera en
el periodo del posparto. La forma subclinica es la mas
frecuente, caracterizandose por ausencia de signos vi-
sibles de inflamacion pero con significativa reduccion
de la produccion de leche y efecto negativo sobre la
calidad de ésta. El estado de EO que presenta la vaca
en el periparto hace necesario un adecuado sistema an-
tioxidante que minimice dicho estado, evitando la posi-
ble aparicion de trastornos que comprometen la salud y
productividad del animal.

En el presente estudio, los niveles lacteos de DC
(productos iniciales de la cadena lipoperoxidativa) y de
MDA (producto final de dicha secuencia, que se origi-
na en las membranas celulares por interaccion con las
ERO, derivadas del estado de EO tisular), se incremen-
taron en las vacas con MS, hecho indicativo del estable-
cimiento de un estado de EO en la leche.

Este hallazgo coincide con reportes que indican
que la mastitis induce un aumento de RL en la leche
bovina, dando paso a un EO en la lactancia temprana '.
En las condiciones subclinicas de mastitis existe una
respuesta inmunoldgica celular a nivel de la GM, con la
finalidad de frenar el crecimiento bacteriano y destruir
los microorganismos causantes de la infeccion intra-
mamaria 3y se incrementa el RECS en la leche siendo
las células predominantes los PMN, especificamente
los neutrofilos .

La principal funcion de los PMN es la fagocitosis y
destruccion de microorganismos, por lo cual son con-
siderados la primera linea de defensa celular de la GM
contra los gérmenes patdgenos °. Su capacidad bacte-
ricida esta dada por mecanismos dependientes e inde-
pendientes del oxigeno.

Este Gltimo mecanismo esta compuesto por enzi-
mas presentes en los lisosomas, tales como la lisozima
y la perforina, mientras que los mecanismos depen-
dientes de oxigeno estan dados por la generacion de
ERO. Una vez iniciado el proceso de fagocitosis, los
PMN generan anion superoxido y H,O,, los cuales ac-
tian como substrato para la formacién de productos
toxicos *.

La elevacion de los niveles de DC y de MDA en el
grupo de vacas con MS corresponderia al incremento
en la respuesta celular, ya que si un nimero de bac-
terias relativamente pequefio logra tener acceso a la
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glandula mamaria, y el sistema inmune innato es com-
petente, puede eliminar la amenaza sin signos clinicos
aparentes de la enfermedad, lo que limita la produc-
cion de mediadores pro-inflamatorios . La magnitud
de la respuesta celular dependera de la patogenicidad
del germen y de la efectividad de los mecanismos de
defensa de la vaca.

El EO debe ser neutralizado para que no induzca
dafio a las estructuras celulares, lo cual generaria dis-
funcion tisular. En este sentido existen mecanismos
antioxidantes que degradan a los RL o que impiden
que actuen. Asi, el radical O," es transformado por la
enzima superoxido dismutasa a peroxido de hidroge-
no (H20 ). En presencia de metales de transicion (Fe o
Cu), mediante la reaccién de Fenton, el H O puede dar
origen al radical hidroxil (*OH) un RL de 2gran poder
deletéreo.

Sin embargo, este H,0, es detoxicado por las enzi-
mas catalasa y GSH-Px, esta ultima utilizando al GSH
que se transforma a disulfuro de glutation, que poste-
riormente, bajo la accion de la glutation reductasa, re-
genera las dos moléculas de GSH "'

Este tripétido (y-glutamilcisteinilglicina) sinteti-
zado en el citosol de las células, con propiedades re-
ductoras y nucleofilas, cumple diversas funciones, en-
tre ellas la homeostasis redox, lo cual reduce el dafio
oxidativo intracelular con un papel importante en las
bacterias como factor protector contra el EO generado
en el huésped, la resistencia bacteriana a la accion del
H,0, dependeria de la acumulacion de GSH, que puede
activar en las células el sistema GSH-glutation peroxi-
dasa / glutation reductasa '.

En este estudio los resultados de la actividad antio-
xidante lactea derivada de la enzima GSH-Px, tuvieron
una significativa elevacion (p<0,05) en las vacas con
MS (Figura 2, izquierda). Este hallazgo es coincidente
con lo reportado para vacas con MS, en cuanto a un
aumento de la GSH-Px en la leche, el cual se deberia
principalmente a la hidrolisis del complejo enzima-
caseina con liberacion de la GSH-Px y asimismo, a un
mecanismo antioxidante de las bacterias infectantes *.

Por su parte la concentracion lactea de GSH se
elevo significativamente (p<0,05) en las vacas con MS
(Figura 2, derecha). Este compuesto tidlico contribuye
a la capacidad antioxidante de las células debido a que
es el mayor regulador no enzimatico de la homeoes-
tasis redox intracelular. Es sustrato de la reaccion en-
zimatica de la GSH-Px y en el postparto temprano en
vacas sanas, se ha determinado una disminucion de su
concentracion en las células sanguineas y cambios en
la actividad de la tioredoxina reductasa .

Esta enzima y otras proteinas ricas en residuos de
cisteina, tienen la propiedad de reponer los niveles de
GSH y por esta razon son consideradas antioxidantes
celulares, con diferentes funciones durante la sintesis
del ADN nuclear, como también de defensa ante el EO
y en la sefializacion redox, lo que conlleva a regulacion
de la homeostasis celular '®. Se afirma que la suplemen-
tacion controlada de vitaminas y elementos trazas en el
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periodo de transicion bovina, minimizaria los efectos
deletéreos del EO con disminucion de la incidencia de
las enfermedades del post parto 2.

Se concluye que la mastitis subclinica induce en la
leche un estado de EO, acompafado con un aumento de
la actividad antioxidante. Estos resultados apoyarian la
suplementacion controlada con antioxidantes durante
el periodo del periparto bovino.
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