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RESUMEN

El estrés por calor constituye un desafio importante para la
industria lactea. Los bovinos de raza europea (Bos taurus)
estan adaptados al clima frio, presentando caracteristicas
morfo-fisiolégicas que los vuelven vulnerables al estrés
por calor. El aumento de la temperatura global, del
numero de vacas lecheras de alta producciéon (VLAP)
y la intensificacién de los sistemas productivos puede
afectar su potencial productivo, reproductivo y su sistema
inmune. Por primera vez se evalua el patron de expresion
de ARNm de TNF-a y sus receptores en animales
expuestos a estrés por calor. La expresion de ARNm de
esta citoquina proinflamatoria y sus receptores se realizo
mediante la técnica de PCR en tiempo real (QPCR), en
bovinos Holando Argentino, en Tandil, Argentina. Los
animales se evaluaron durante un afo, en tres periodos:
primavera (n = 15), verano (n = 14) y otofio (n = 11). Se
utilizaron los registros del Sistema Meteorolégico Nacional
de Argentina para estimar el indice de temperatura y
humedad (ITH). Durante el verano se analizaron 609
eventos, 471 (77.33%) excedieron el umbral critico de
72. En primavera, 6 de 537 eventos analizados (1.11%)
superaron el umbral, y en otofio, ninguno de los 993
eventos tenia un ITH>72. Los resultados demuestran
una disminucion en la expresion de ARNm de TNF-a y
sus receptores en animales expuestos a condiciones
ambientales compatibles con diestrés durante 8,5+1,09
h diarias. Este diestrés produce efectos negativos en
el sistema inmune, que podrian afectar la respuesta a
vacunas y aumentar la susceptibilidad a infecciones
oportunistas.

Palabras clave: bovinos Holando Argentino, estrés por
calor, TNF-a, TNFRI, TNFRII

ABSTRACT

Heat stress constitutes a major challenge for dairy
industry. European breed cattle (Bos taurus) are
adapted to low temperatures, with morpho-physiological
characteristics that make them vulnerable to heat
stress. The increase in global temperature, the number
of high production dairy cows, and the intensification
of productive systems might affect their productive
and reproductive potential, and immune system. For
the first time, expression pattern of TNF-a mRNA and
its receptors is evaluated in animals exposed to heat
stress. Expression of this inflammatory cytokine and
its receptors in Holando Argentino cows from Tandil,
Argentina, was evaluated by real time PCR (qPCR).
Animals were evaluated throughout a year, in three
periods: spring (n=15), summer (n=14) and autumn
(n=11). Data from the Sistema Meteorolégico Nacional
from Argentina were used to estimate the Humidity
and Temperature Index (HTI). During the summer, 609
events were analyzed, and 471 (77.33%) exceeded the
critical threshold of 72. In spring, 6 out of 5637 analyzed
events (1.11%) exceeded the threshold, and during
the autumn season none of the 993 events had an
HTI>72. Our results show a decrease in TNF-a and its
receptors mRNA expression in animals in environmental
conditions compatible with distress along 8,5+1,09 daily
hours. This discomfort provokes negative effects in
immune system that could affect vaccine response and
increase susceptibility to opportunistic infections.

Keywords: Holando Argentino cattle, heat stress, TNF-q,
TNFRI, TNFRII



INTRODUCCION

El estrés por calor (calérico) es uno de los factores
ambientales que mas afecta a la industria lactea,
comprometiendo la produccién’, la funcién inmune y el
rendimiento reproductivo?. Polsky y von Keyserlingk® lo
definen como la suma de las fuerzas externas que acttan
sobre un animal que causa un aumento de la temperatura
corporal y provoca una respuesta fisiolégica.

Los bovinos, generalmente, son capaces de mantener
su temperatura corporal, independientemente de la
temperatura ambiental. Por sus caracteristicas morfoldgicas
las razas derivadas de Bos taurus son mas vulnerables a
sufrir estrés por calor debido al reducido tamafio relativo
de sus pulmones, respecto a las razas adaptadas al clima
tropical*®. La temperatura y la humedad son factores que
originan procesos que afectan el desempefio productivo y
reproductivo del animal, por alteraciones en el consumo de
alimentos y la necesidad de disipar un mayor calor corporal.
El proceso adaptativo consiste en la modificacion del
comportamiento y cambios morfo-fisioldgicos, tendientes
a mejorar la disipacion térmica y el metabolismo®.
Combinado con el creciente niumero de vacas lecheras de
alta produccién (VLAP) y la intensificacidon de los sistemas
productivos, el estrés por calor se ha convertido en uno de
los desafios mas importantes que enfrenta la industria lactea
en la actualidad®. Definimos a la VLAP, segun procedimiento
utilizado en nuestro medio, con sistemas de dos ordefios
y sin usar hormona de crecimiento, a la vaca lechera con
una produccion lactea diaria estimada en 32-37 litros. El
estrés por calor se provoca cuando el organismo del animal
no es capaz ni de disminuir su temperatura corporal, ni de
sobreponerse al calor existente.

La zona termoneutral se define como el rango de
temperatura necesario para mantener la homeostasis, que
para el ganado lechero se encuentra entre los 5°C y 25°C’.
Por lo general, la temperatura corporal central es mas
alta que la temperatura ambiente, lo que garantiza que el
calor generado por el metabolismo se disipe al medio’. La
desviacion fuera de este rango, conduce a aumentos en el
metabolismo en reposo, modificaciones en la bioquimica y
fisiologia celular, asi como a cambios en el comportamiento
del animal®.

Este estudio se llevo a cabo en bovinos Holando Argentino,
VLAP. Esta raza por sus caracteristicas tiene mayores
requerimientos nutricionales para poder mantener el normal
funcionamiento de los procesos vitales, la lactogénesis y la
reproduccion. Existe unacorrelacion positivaentre lacantidad
de leche producida, la ingesta de alimento y la produccién
de calor metabdlico. El calor metabdlico contribuye a
mantener la temperatura corporal en un ambiente frio; sin
embargo, en un ambiente calido este calor debe disiparse
si se quiere mantener la neutralidad térmica, un requisito
previo para mantener la funcién fisiolégica normal, por lo
que se necesitan mecanismos termorreguladores efectivos®.
Inicialmente el animal elimina el exceso de calor por
vasodilatacion subcutanea y evaporacion de agua a nivel
respiratorio. Si esto no es suficiente, continia minimizando
sus movimientos de locomocién y por ultimo disminuyendo
el consumo de alimentos. A partir de ciertas condiciones
ambientales se considera que la vaca no podra manejar
su homeostasia y entrara en estrés por calor. Ademas
de la temperatura, también tiene importancia la humedad
ambiental, que impide la pérdida de calor por evaporacion,
y torna al ambiente alin mas estresante™®.

Se ha desarrollado un indice para estimar el estrés por
calor", definido en funcioén de la temperatura y la humedad
(ITH), cuyo umbral mas bajo se ha establecido en 68,
luego de una reciente revaluacion, debido a las mejoras
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en la produccion de leche'?; el aumento de 10 kg/dia en la
produccion de leche disminuye el umbral de estrés por calor
en 5°C'3. Por encima de ese valor, los bovinos comenzarian
a sufrir estrés especialmente las VLAP'". Para estimar la
severidad del estrés por calor se debe considerar, ademas
de la intensidad, la duracién y la frecuencia de exposicion
al mismo'®.

Diferentes estudios han demostrado que la funcién inmune
de las vacas lecheras puede verse afectada negativamente
por efecto del estrés por calor'®' asi como también
los rendimientos productivos y reproductivos®. Durante
estos periodos, y con el fin de mantener la homeostasis,
el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal y el eje simpatico-
adrenal-medular se activan liberando al torrente sanguineo
glucocorticoides y catecolaminas respectivamente?'. El
aumento de las concentraciones de estos mediadores en
sangre suprime la sintesis y liberacion de ciertas citoquinas
como la IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IFN-y y TNF-0?2.

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria que participa
en la regulacién de la proliferaciéon celular y la apoptosis
y ha sido estudiada junto al patréon de expresién de sus
receptores en procesos de transformaciéon celular?. Su
accion es mediada través de dos receptores proteicos,
TNFRI 'y TNFRII?4, con diferentes actividades, que regulan el
equilibrio entre la proliferacién celular y la apoptosis?®. Tanto
los receptores como su ligando participan en la respuesta
inmune desarrollada por los animales frente a diferentes
estimulos, que en este caso seria el estrés por calor, e
infecciones por patégenos, cumpliendo un rol primordial
frente a las infecciones virales®. La interaccion entre dicha
citoquina y sus receptores representa un ejemplo en el que
el equilibrio entre las sefiales apoptéticas y anti-apoptéticas
activadas por el TNF-a determinan si la salida final sera la
muerte o la supervivencia celular?®, de aqui la importancia
de estudiarlos en forma conjunta.

Se planted la hipdtesis que en las vacas estresadas por
calor disminuirian la expresion de ARNm de TNF-a y sus
receptores en los linfocitos, lo que finalmente afectaria al
sistema inmune.

El objetivo de este estudio fue analizar la expresién génica
de la citoquina TNF-qa, en conjunto con la de sus receptores,
en vacas lecheras sometidas a diferentes condiciones
ambientales y bajo estrés por calor, en la regién de Tandil.
Se considerd la dinamica de expresion de los genes a lo
largo de tres estaciones del afio.

MATERIAL Y METODOS

Seleccién de animales

Se seleccionaron bovinos hembras Holando Argentino
de dos a ocho afios de edad que se encontraban entre los
dias 45 y 300 de produccién lactea y entre la segunda y
la tercera lactancia, sin enfermedad aparente ni tratamiento
veterinario, que no habian sido vacunadas recientemente y
que no estaban dentro de las categorias descarte o venta.
Los animales estaban en sistema pastoril, y pertenecian
a dos establecimientos lecheros ubicados a 6,3 km. de la
ciudad de Tandil, Provincia de Buenos Aires (37°19'18.0”S
59°07°'59.4”W). Los animales se evaluaron a lo largo de
tres periodos durante el afio 2018: primavera (n=15),
verano (n=14) y otofio (n=11). La variabilidad en el ndmero
de animales es debida a que algunos de ellos tuvieron
que ser eliminados del tambo por diferentes razones a lo
largo del estudio. Los procedimientos fueron aprobados
por la Comision de Bienestar Animal, Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNCPBA.

Obtencion de ARN
A cada animal se le extrajo sangre de la vena yugular,



recogida en tubos heparinizados, inmediatamente después
del primer ordefie del dia. Se aislaron linfocitos de sangre
periférica (PBMC) por el método de cloruro de amonio.
Las extracciones se realizaron entre las 8 y 9 a. m.; el ITH
promedio al momento de la toma de muestras fue de 58,9
(DS: 0,42) para verano, 48,46 (DS: 0,4) durante el otofio y
57,6 (DS: 0,14) en el periodo de primavera.

Se extrajo ARN total a partir de PBMC, siguiendo el
protocolo de Trizol Reagent® (Thermo Fisher Scientific)?®; su
concentracion se determind mediante absorbancia a 260nm
y la calidad fue evaluada por la relacion 260/280-260/230
en espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™,
USA). Para comprobar la integridad de los ARN se realizo
una corrida electroforética en condiciones desnaturalizantes
y se visualizaron en un gel de agarosa tefido con SybrSafe
(Invitrogen). EIARN obtenido fue tratado, segun indicaciones
del fabricante, con DNAsa (DNase | Solution, 1 unit/ul,
RNase-free (Thermo Scientific™) para eliminar posibles
contaminaciones con ADN gendmico y retrotranscripto
utilizando el kit comercial ¢cDNA Transcriptor First Strand
(Roche). Se incluyé un control negativo para la sintesis de
ADNCc para cada muestra. EIADNc se utilizo inmediatamente
o se almacend a -20°C hasta su uso.

Calculo de indice de Temperatura y Humedad (ITH)
Se utilizaron los registros meteorolégicos brindados por

Disconfort
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el Centro de Informacion Meteoroldgica (CIM) perteneciente
al Servicio Meteorolégico Nacional. Estos registros
brindan datos diarios de Temperatura del ambiente (Ta)
y de Humedad Relativa (HR) por hora. Para el calculo
de ITH se utilizd la ecuacién propuesta por Armstrong?”:

ITH =(1,8*Ta + 32) - [(0,55 - 0,55 *E)Fé)* (1,8+Ta - 26)]

HR = Humedad relativa del aire (%)
Ta = Temperatura del aire (°C)

Se calculé el ITH diario promedio y las horas diarias en
las que los animales estaban en disconfort térmico. Para la
estimacion de las horas de disconfort, se utilizd la escala
de la Figura 1.

Cuantificacion relativa de ARNm de TNF-a y sus
receptores

Para la cuantificacion relativa por gqPCR, se utilizo
SybrGreen (FastStart Universal SYBR Green Master Rox,
Roche) como fluoréforo y los primers especificos detallados
en la Tabla 1.

La amplificacion y deteccion de los productos especificos
se realiz6 en un termociclador Applied Biosystems 7500.
Las condiciones de ciclado fueron 2 min a 50°C, 10 min

Referencias Confort Disconfort Alerta Peligro Emergencia
LU - N
Maximo =64 66 68 72 75 77 79 82 84 87 290
i : i
i i i EC en bovinos para carne
i L EC en bovinos para leche (Producciéon media - baja)
ITH: indice de i EC en bovinos para leche (Alta produccion)
Temperatura y HUMedad @------ === ===y

EC: estrés por calor

Figura 1: Referencia de escala de valores de ITH para bovinos de alta produccion.
(SDVE INTA Balcarce 2020). https://www.campolitoral.com.ar/?m=interior&id_um=228217-
emergencia-ganadera-por-calor-que-hacer-en-planteos-de-engorde-para-evitar-problemas-

ganaderia-campolitoral.html

Tabla 1. Primers utilizados para la cuantificacion de citoquinas.

GEN Sentido SECUENCIA5°-3 TAMANO  REFERENCIA
GAPDH  Forward ~ CACCCTCAAGATTGTCAGCA 142 Okuday col.
39
Reverse ~ GGTCATAAGTCCCTCCACGA 2010
INF.q  Forward AGCCTCAAGTAACAAGCC 176 Konnaiy col.,
40
Reverse TGAAGAGGACCTGTGAGT 2005
TNFRI Forward AAGCCCAAGCTCTACTCCATCA 64 Primer express*
Reverse GTTCTGGCTCCCCCTCTTTT
TNERl — Forward  CAGGCTGTGTTTACCCCCTA 142 Sakumoto y col.,
Reverse ~ TGTCCAAGGTCATGTTGCAT 2011

O Primers disefiados con el programa Primer Express software v. 3.0. (Applied Biosystems).



a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C, y por ultimo 60 seg
a 60°C. Cada punto de la curva se amplificé por triplicado
y la eficiencia de amplificacion se determind mediante un
modelo de regresion lineal de acuerdo a la ecuacién E =
10[-1/slope]?®. Se seleccionaron aquellos pares de primers
cuyo rango dinamico de amplificacion fuera similar al del
gen GAPDH utilizado como gen enddgeno normalizador.

Para analizar los niveles de expresion de ARNm de los
genes evaluados se utilizaron programas especificos. Se
utilizd el programa LinRegPCR (Analysis of quantitative
RT-PCR data—Versién 2014.2) para determinar el threshold
o umbral (punto en el cual la fluorescencia de la reaccién
sobrepasa la fluorescencia basal y da comienzo a la
reaccion de amplificacion). La expresion de los genes
de interés se normalizé al gen endégeno GADPH, y los
resultados de expresién relativa fueron analizados con el
software FgStatistics (Statistical software for the analysis of
microarray data-2009). Valores de P < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

RESULTADOS

Determinacién de ITH en el periodo en estudio

Se calculd el ITH diario promedio y las horas diarias en
las que los animales estaban en disconfort térmico en tres
periodos a lo largo del afio. Para el muestreo de verano,
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Figura 2: Estimacion del ITH diario, y las horas de estrés por calor a
las que estuvieron sometidas las vacas lecheras de alta produccién
cada dia, durante el periodo de verano, primavera y otofio. En todos
los graficos se sefiala el valor promedio de ITH diario, y las horas de
estrés a lo largo del dia. La linea punteada indica el valor de ITH a
partir del cual el animal esta en estrés por calor
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se tomaron datos desde el 1 al 26 de febrero, para el de
primavera del 1 al 23 de octubre, y para el de otofio del 1 de
abril al 12 de mayo (Figura 2).

En el muestreo de verano, de los 609 eventos analizados,
471 (77,33%) superaron el umbral critico ITH de 72 y los
animales estuvieron expuestos a 8,5+1,09 h diarias de estrés
por calor. En primavera, de los 537 eventos analizados, solo
6 (1,11%) superaron dicho umbral y el estrés por calor diario
fue de 1,4+0,5 h. En otofio ninguno de los 993 eventos
analizados present6 un ITH mayor a 68.

Expresion del ARNm de TNF-a y sus receptores

Se cuantificé la expresion del ARNm de TNF-a por qPCR,
en los tres periodos del afilo mencionados y se compard
la misma en los meses de otofo/verano y de primavera/
verano. Se observé una expresion 0,05 veces (P= 0,0021)
y 0,34 veces (P= 0,0102) menor en PBMC obtenidos en
el mes de verano respecto a los meses de primavera y de
otofio respectivamente.

El nivel de expresién de ARNm de TNRI disminuyé 0,16
veces (P=0,0010) y 0,42 veces (P=0,0008) en el mes
de verano respecto a los meses de primavera y otofio
respectivamente.

Al evaluar la expresion de ARNm de TNFRII
durante el verano, se observd una disminucion 0,21
veces (P=0,0004) respecto al periodo de primavera y
0,57 veces (P=0,0498) respecto al otofio (Figura 3).
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Figura 3: Cuantificacion por gqPCR de la expresion del ARNm de
TNF-a y sus receptores TNFRI y TNFRII en linfocitos de sangre
periférica de vacas lecheras de alta produccién. El asterisco
(*) indica diferencias significativas (P=0,05) entre los animales
testeados en el periodo de verano comparado con animales en
confort térmico.

DISCUSION

En este estudio, los bovinos hembra de raza Holando
Argentino, de dos a ocho afos de edad, fueron susceptibles
al estrés por calor durante el periodo de verano.

El estrés por calor ocurre cuando un animal no puede
mantener el equilibrio entre la acumulacion de calor y
la disipacion del mismo* y puede tener una influencia
negativa en el bienestar del ganado y mas alla del impacto
directo que el estrés por calor tiene sobre la salud y la
productividad de los animales, también debe considerarse
su impacto econémico?®. Los efectos del estrés por calor
dependen de la raza, del nivel de produccion, la cantidad
y calidad del alimento, el estado de salud y la hidratacion
del animal. De acuerdo a von Keyserlingk®, la vaca lactante



que no puede encontrar sombra, agua fresca o refrescarse
en un dia caluroso de primavera o verano (estado natural)
probablemente se sentira incomoda con temperatura alta
(estado afectivo) y experimentara una produccion reducida
en cantidad y calidad de leche (funcionamiento biolégico
inadecuado). Asi, por ejemplo, una VLAP (mas de 30 kg/
dia) genera un 48% mas de calor que una vaca seca, lo
que aumenta el riesgo de estrés por calor®'. La escalada
de las temperaturas globales combinado con el aumento
en el numero de VLAP y la intensificacion de la agricultura,
incluyendo a las economias emergentes, han provocado
que el estrés por calor se convierta en un desafio importante
que enfrenta la industria lactea®. De acuerdo con ello, en
este estudio se seleccionaron VLAP procedentes del partido
de Tandil, Provincia de Buenos Aires, Argentina, region que
se caracteriza por presentar un clima templado continental
con grandes variaciones térmicas y altas temperaturas
entre los meses de octubre y marzo, que se correlacionan
con el periodo de mayores precipitaciones®?. De acuerdo
con las condiciones climaticas de la region, en el periodo
de verano los animales estudiados estuvieron expuestos
8,5+1,09 h diarias a condiciones compatibles con estrés
por calor; mientras que, en el periodo de primavera, las
vacas estuvieron sometidas a 1,4+0,5 h diarias a estas
condiciones; y en otofio no se registraron condiciones de
estrés por calor. Varios estudios han demostrado que la
funcion inmune de las vacas lecheras puede verse afectada
negativamente por efecto del estrés por calor'®'® asi como
también los rendimientos productivos y reproductivos?. El
estrés por calor aumenta la concentracion de catecolaminas
y glucocorticoides en la sangre, afectando en forma negativa
la sintesis y liberacion de ciertas citoquinas, particularmente
TNF-a??, suprimiendo de alguna manera la inmunidad
mediada por células®*%, lo cual provocaria que los animales
fueran mas susceptibles a infecciones oportunistas?%. En
este trabajo, a partir de PBMC de los animales seleccionados
se obtuvo el ARN total y se cuantificod la expresiéon del
ARNmM de TNF-a, TNFRI y TNFRII. Se consideré un ITH>72
como valor critico ya que de esta manera se incluyen a los
bovinos de mediana y baja produccion (Figura 1) y porque
se establece que a partir de dicho valor se deben tomar
medidas médico-sanitarias para evitar efectos negativos
en la produccion que pueden llevar a una disminucion de
2kg/vaca/dia®®. Nuestros resultados indican que el estrés
por calor disminuye la expresién de ARNm de TNF-a y sus
receptores en las vacas lecheras expuestas a condiciones
de estrés por calor durante 8,5+1,09 h diarias. Esta
disminucion en la expresion de ARNm de TNF-a se condice
con lo reportado por algunos autores y apoya la hipotesis
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que el estrés por calor afecta la expresion de esta citoquina
y, por ende, al sistema inmune de los animales expuestos a
altos indices de temperatura y humedad'®°.

Con respecto a los receptores de TNF-a, hasta el
momento no hay trabajos que relacionen la expresién de
estos receptores con el estrés por calor en vacas lecheras.
Los reportes bibliograficos disponibles indican que existen
cambios en las concentraciones séricas de los TNFR
solubles en personas bajo estrés por calor®” y que existe
una relacion entre el TNFRI y la induccion de la expresion de
las proteinas de choque térmico como respuesta adaptativa
al estrés celular en ratones®®. Como ya se menciong,
el desbalance en la expresion de los receptores podria
determinar la direccidon de las células del sistema inmune
hacia la proliferacion o hacia la apoptosis, y en nuestro
trabajo resulté que este equilibrio estd muy influenciado por
el estrés por calor.

CONCLUSIONES

Este estudio constituye el primer reporte, a nivel regional
y nacional, sobre el posible efecto que provoca el estrés por
calor en la expresion de ARNm de TNF-a y sus receptores.
Si bien son multiples los factores que afectan la expresién
de esta citoquina y sus receptores, no se ha hallado en la
bibliografia estudios que relacionen variables ambientales
con la expresion de estos mediadores inmunolégicos. En
el presente estudio se demuestra la disminucion en los
niveles de expresién de los genes mencionados en las
vacas lecheras expuestas a condiciones de estrés por
calor durante 8,5+1,09 h diarias. Esta citoquina juega un rol
importante frente a los agentes patégenos y principalmente
frente a las infecciones virales. Los efectos negativos sobre
el sistema inmune podrian traducirse en una disminucion en
la respuesta a las vacunas y a una mayor susceptibilidad
a las infecciones oportunistas. El estudio del efecto de
las variables ambientales sobre el sistema inmune de
los animales de produccion resulta fundamental para el
desarrollo de nuevas estrategias en pos del bienestar
de los mismos, la sostenibilidad y la rentabilidad de los
sistemas productivos, en un contexto mundial donde el
cambio climatico podria favorecer la supervivencia de
los microorganismos y/o vectores y, en consecuencia,
la aparicibon de nuevas enfermedades emergentes.
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