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REBUMEN

MONTES BALDERAS MIGUEL ANGEL. Niveles de Acido Vanilmandé&lico
en orina de bovinos estresados: Estudio realizado bajo la
asesoria de: M.V.Z. Héctor Sumano LSpez, M.V.Z. Sara Caballero
Chacén y M.V.Z. Luis Ocampo Camberos.

El presente trabajo comprende la determinacién de los niveles de
Acido Vanilmandélico como medida del grado de estrés en vacas,
dedicadas a la préctica de alumnos y docencia en la F.M.V.2. Los
valores fueron tomados en base de Acido Vanilmandélico-Creatinina
(AVM-Cr) en orina de éstas vacas, bajo condiciones normales de
manejo y alimentacién.

Los valores de (AVM-Cr) se ubicaron entre 3.495 mg - 0.707 mg ,
con una media de 1.9936 y una desviacién estandar de () 0.957.
N& se-encontrd correlacién significativa entre parﬂmetros como
edad y nGmero de partos.



INTRODUCCION

El Acido Vanilmandélico es uno de los principales metabolitos de
las catecolaminas (epinefrina y norepinefrina), y éste es un
dcido fendlico excretado libremente en la orina (12,20). En
literatura de medicina veterinaria né se tienen datos acerca de
las concentraciones normales de Acido Vanilmandélico urinario en
bovinos (6,9,18). Sin embargo, se ha utilizado la determinacidn
de los niveles de éste acido y del cortisol como parametros para
conocer el grado de estrés en otras especies (1,3,15); siendo
éstos niveles una medida real y objetiva del grado de estrés.
Asimismo, en el humanc una de las formas mas confiables para
determinar el grado de estrés es mediante la determinacidén del
Acido Vanilmandélico urinario (12,24).

Tanto en medicina veterinaria como en medicina humana se maneja a
menudo el término estrés . Este se define como:" E1l producto de
reacciones bioldgicas y psicolégicas que se desencadenan en un
organismo cuando se enfrenta de una forma brusca con un agente
nocivo. Cualquiera que sea su naturaleza " (22). En biologia se
utiliza comunmente el término estrés para indicar que ésta es
una respuesta inespecifica del organismo a cualquier demanda
externa; en la que los animales se encuentran sujetos a condi-
ciones ambientales adversas e interfieren con su bienestar
(5,10,14)

Los efectos del estrés estudiados por Selye (24) indican que
existe una relacidn entre la agresividad del medio externo y la
respuesta organica del individuo, como reaccidén defensiva. Esta
se puede manifestar como una respuesta organica generalizada ante
los agentes inductores de estrés (stressors en inglés) y, sus
componentes fisiocldgicos pueden ser: las estructuras somaticas y
viscerales, las diferencias entre especies, las alteraciones
metabolicas, la alteraciones endocrinas y nerviosas, los cambios
en los patrones conductuales normales y finalmente adaptacion o
la muerte del sujeto (21,24)



Existe una preocupacidn creclente por evitar al maximo el
sufrimiento de los animales; tanto de los que son destinados a la
produccién , como a la ensefanza o a la investigacidn. Es
importante sefialar que muchos de los animales con los gue trabaja
el hombre estén siempre en estrés y que éste sea causado por
diversos factores gque el veterinario a menudo né considera ; por
ejemplo: cambios en la alimentacién, maltrato por parte de los
trabajadores, presencia de otros animales, medio en que
encuentran, alteracidén de las jerarquias y otros (7,15,19).

Los agentes inductores de estrés alteran la reaccién generaliza-
da y desequilibran los mecanlismos reguladores homeostaticos.
cuando se afectan éstos mecanismos, el organismo pierde la
capacidad de mantener sus funciones fisioldgicas dentro de los
limites normales y es cuando surge el sindrome general de
adaptacidén. El sindrome comprende tres fases:

1. Reaccidén de alarma.

Esta se dd por una respuesta inmediata.

2. Estimulacién constante. (tipo crénico)

Se origina una respuesta del eje hipotalamo-hipofisis y
corteza adrenal del cual pueden surgir en ambos casos un
estado de adaptacidn y resistencia del organismo,.

3. Reaccién de agotamiento.

La respuesta del individuo ante un estimulo crénico ,

sobrepasa los niveles de resistencia y ocurre como

consecuencia el agotamiento de la energia de adaptacidn y
finalmente la muerte (4,21,24,25) (Fig. 1)




El estrés entonces, es por si mismo un sindrome especifico y que
consiste en la activacién de todos los cambios inespecificos o
respuestas del estrés inducido en un sistema bioldégico (5,8)

Las respuestas né especificas relativamente rapidas estan asocia-
das con la liberacidén de epinefrina y norepinefrina: respuesta
de luchar 6 huir , vasoconstriccidn periférica, un incremento del
ritmo cardiaco, aumento de la presidén sanguinea, ritmo respirato-
rio e incremento en los niveles de glucosa sanguinea. Las
respuestas relativamente lentas se asocian con la produccidén de
corticosteroides, cuya secrecidén tiene profundos efectos sobre
muchos de los sistemas corporales (metabélicos, bioquimico,
fisioldgico e inmunolégice) (2,10,13,14).

Es evidente entonces, que la magnitud del esfuerzo de adaptacidn
del animal ante cambios del medio, depende de su capacidad para
interactuar con éste de manera favorable (7,19). Las
inter-acciones inapropiadas de los humanos con los animales
pueden cambiar el grado de adaptabilidad y resultar en un abuso
del bienestar animal , que puede 1limitar su potencial productivo
asi como, en casos extremos su vida. (8,15,17)

La capacidad de adaptacién y la complejidad de respuestas
fisiolégicas estdan reguladas por la liperacién de hormonas como
la adrenocorticotropina (ACTH), los glucocorticosteroides (GC) y
las catecolaminas (CA). La cantidad y proporcién de éstas
hormonas depende del tipo de estrés experimentado (1,14). La
regulacidén interna se da por ciclos de retroalimentacidn en 1los
que se puede ver que la biosintesis de catecolaminas en la médula
adrenal esta determinada por la cantidad de glucocorticoides
circulantes 'y que son las concentraciones de catecolaminas
sanguineas las que estimulan la liberacién de adrenocorticotropi-
na de la pituitaria anterior .(7,12,13) (Fig. 2)

El Acido vanilmandélico (AVM) es un metabolito de las
catecolaminas de excreciodn urinaria , y bien pueden ser un
indicador de estrés , ya que refleja los cambios de la secrecién
de epinefrina y norepinefrina (27) Savid (23) mididé los niveles
de (AVM) en vacas sometidas a estrés de tipo agudo (moscas) bajo
condiciones de temperatura controladas, obteniendo valores de
(AVM) urinario que se asociarion al grado de estrés pero sin dar
un parametro fisioldgico .

En funcidén que las catecolaminas son las mismas en el hombre y
los bovinos, y el metabolito es el mismo, es factible utilizar la
determinacién de (AVM) en bovinos de la misma manera gque en
humanos; esto es, como medida de estrés. (12,20)



Dado que la concentracién de (AVM) puede revelar el grado de
estrés al que se sujetan los animales y por la importancia de
disminuir el maltrato hacia los animales destinados a la docencia
e investigacién, se considerd de utilidad llevar a cabo un ensayo
en el cual se determinaran los valores de (AVM) en orina de vacas

destinadas a la practica y docencia de la F.M.V.Z propiedad de
la misma.




HIPOTESIS

Las vacas utilizadas para la docencia tiene niveles elevados de
Acido Vanilmandélico urinario.



OBJETIVO

Determinar la concentraciones del Acido Vanilmandélico en orina
de vacas estabuladas de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, que son utilizadas para la docencia.



MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se realizdé en el Centro de Ensefianza Practica
Investigacién y Extensién en Rumiantes (CEPIER) de la F.M.V.Z.,
ubicado en el Km. 28 de la carretera federal México-Cuermavaca,
en Topilejo, D.F., situada a 2360 metros sobre el nivel del mar,
con una temperatura media anual de 15.2 *C, con una precipitacién
pluvial de 680.7 mm anual y vientos dominantes del noreste.

Se utilizaron 15 vacas Holstein/Cebu de 5 a 14 afos de edad,
clinicamente sanas. A cada vaca se le tomé una muestra de orina
durante el dia, en forma directa. Cada muestra fué de 100 ml.
Estas se colocaron en frascos ambar limpios, y se les conservd
con &4cide clorhidrico 6N al 10% y en congelacidén a 4°C para su
transporte a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, y
en el Departamento de Fisiologia y Farmacologia se le analizo
mediante la técnica de Pisano (26) que a continuacidn se
describe:

1. Se verifica gque el pH de la orina sea siempre menor de 3.
2. Colocar en un tubo 1 ml. de acido clorhidrico concentrado.
3. Afadir 10 ml. de orina lentamente.

4. Agregar 0.75 g de silicato de magnesio.

5. Agitar suavemente durante 10 minutos.
{cada minuto por 10 segundos)

6. Centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos y filtrar con papel
Watherman # 1.



Extraccion.

1.

2.

3.

En 17 tubos con tapdén esmerilado de 50 ml. marcados como ¢
1 blanco, 1 estandar y 15 problema.

Agregar al tubo blanco 2 ml. de agua destilada.

Agregar al tubo estandar 2 ml. de solucién diluida de Acido
Vanilmandélico al 10%.

Agregar a los tubos problema 2 ml. de la orina diclorada.

A todos los tubos afadir 20 ml. de acetato de etile y agitar
30 segundos.

Centrifugar 3 minutos a 1500 rpm y aspirar la parte inferior.

Anadir 2.5 ml. de carbonato de sodio al 2.44% agitar 30
segundos, centrifugar 3 minutos a 1500 rpm y aspirar la capa
superior.

Pasar 2 ml. de 1la capa inferior a otros 15 tubos de centri-
fuga de 15 ml. con tapén esmerilado. Posteriormente se proce
did a realizar la reaccidén de color.

Reaccion de Color:

1.

Afadir 0.1 ml. de reactivo de diazo (1 ml. de solucién de

nitrito de sodic al 5% y 8 ml.de solucién de para-nitro-ani-
lina al 2%). Mezclar suavemente y dejar reposar durante 5

minutos.

Agregar 6 ml. de acetato de etilo a todos los tubos , agitar
durante 20 segundos, centrifugar a 1500 rpm por un minuto y
aspirar la capa inferior.

Afiadir 1 ml. de solucién de hidréxido sédico al 16.7% agitar
20 segundos , centrifugar 1 minuto a 1500 rpm y aspirar la ca-
pa inferior



4. Repetir el paso anterior 2 veces, si es necesario hasta que
la capa inferior sea incolora.

5. Afladir 2 ml. de metanol a todos los tubos y mezclar suave -
mente.

6. Dejarlos reposar durante 5 minutos y leer con el colorime ~
tro a 530 nm de absorbancia.

Observando que la tasa de excrecidén de la creatinina es
relativamente constante diariamente, se determinaron los valores
de creatinina en las muestras de orina, el gasto de creatinina se
mide en algunas ocasiones como una comprobacién de la exactitud
de los estudios metabdlicos en las muestras de orina. El calculo
del promedio diario de excrecidn de creatinina , hace posible
corregir los valores para la excrecién diaria de otras
substancias. (12)

A cada uno de los datos obtenidos en la lectura del colorimetro a
$30 nm de absorbancia, se les dividié con el resultado de las
muestras estandar, el dato que se obtuvo se multiplicé por los
milimetros de la muestra {100 ml.}) a este resultado se le
multiplicéd por una constante (0.011), obteniéndose asi los mg
(AVM) por 100 ml. de orina , este resultado se relaciond
efectuando una divisidén con los gramos de creatinina obtenidos en
este mismo ensayo, obteniéndose como resultado los mg de (AVM)
por gramo de creatinina. (Cuadro 1 y 2).
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RESULTADOS

Los valores de Acido Vanilmandélico obtenidos de la orina de las
vacas del CEPIER perteneciente a la Facultad de Medicina Veteri-
naria y Zootecnia fueron los siqguilentes; y se determinaron
mediante la fé6rmula:

nm de absorbancia — el estandard x los mililitros de la muestra x
0.011 (constante) — los gramos de creatinina = mg (AVM) / gr de
creatinina

El promedio fué de 1.9936 mg AVM/gr creatinina

. con la
desviacién estandar de 0.957.

Los valores maximos y minimos se ubicaron en un rango de 3.495 -
0.707 gr AVM / gr creatinina. (Cuadro 1)

A su vez se traté de correlacionar con par&metros ; como nGmero
de partos, edad de animal y raza. (Cuadro 2)
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DISCUSION

En este ensayo se eligi6 a la cruza holstein-cebd, dado que es
una de las cruzas mas comunes en el pais (28). De hecho es
importante hacer notar que en esta cruza se conjugan los extremos
de caracter de la raza bovina; esto es, los animales son en
extremo nerviosos y poco habituados al wanejo en el caso de los
cebuinos y animales m&s déciles tradicionalmente acostumbrados al
manejo como los holstein. Asimismo, dentro de la definicién de
los limites de este trabajo se pensd conveniente llevar a cabo el
estudio bajo condiciones mas definidas posibles; esto incluye que
los animales sean clinicamente sanos, el trato amable por los
manejadores* , el hecho de que se respeten las jerargquias dentro
del hato, que la alimentacién sea homogénea en cantidad y calidad
Y que el clima no sea extremoso, es decir una temperatura media
anual de 15 a 20 C (16).

Las edades de los animales fluctuaron entre los 5 y 12 afios con
un valor medio de 7 afios, por lo que se puede considerar a todos
adultos. con base en los requisitos de produccién los animales
se pueden considerar bajos productores por lo que se excluye a
los animales que en otros ensayos se les ha definido como sujetos
a estrés de produccién (10).

La precisién con la que se definen las caracteristicas del
entorno y de los animales muestreados es necesaria si se desea
incluir datos recogidos a un conscenso general de los valores
basales de &cido vanilmandélico (AVM) en bovinos. con la misma
precisidén se han definido en otros ensayos con las mismas
variables pero para determinar niveles de cortisol, catecolami-
nas, variaciones en la cuenta blanca plasmiatica (8).

Precisamente con la idea de reducir los errores inherentes al
estado de salud-enfermedad de los sujetos incluidos en este
ensayo se recurre a contabilizar el indice de creatinina.
Mediante la sencilla operacidn de dividir los mg de AVM en 100 ml
entre los gramos de creatinina, se obtienen los niveles de AVM en
condiciones supuestamente normales de funcién renal. Este paso
es esencial dado que el AVM se elimina a través de la filtracién
glomerular y cualquier alteracién de la capacidad de filtracién
modificara la cantidad de AVM en orina (6).

* Informacién personal de M.V.Z. Salvador Avila Tellez, Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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La determinacién de AVM se llevé a cabo mediante la técnica
propuesta por Pisano, et al. (26). La confiabilidad de este
método es superior a otras metodologias espectrofotométricas perc
es obviamente menos sensible que los métodos cromatogr&ficos
(26). No obstante, mientras que las técnicas espectrofotométricas
permiten la deteccién de valores a nivel de ug, mientras que el
andlisis cromatografico define con precisién las cantidades de
pcy (1x10-1z), gque son niveles de demasiada sensibilidad, ya que
las variaciones encontradas son suficientes a nivel de ug.
Ademds resulta demasiado costoso y por lo tanto es impréactico
tratar de establecer un sistema de deteccién universal de AVM
basado en una tecnologia poco accesible en el campo.

Los primeros resultados presentados en la literatura fueron
proporcionados por Savid, et al. (23), en este estudio el valor
medio encontrado en vacas estresadas de forma aguda fueron de
18.9 ug de AVM/100 ml de orina.

Dentro de este ensayo, en el que se determinaron los niveles de
&cido vanilmandé&lico en vacas de raza holstein-cebG, los
resultados obtenidos reportan una media de 0.15915 mg AVM/g Cr y
una desviacidén estandar de 0.4687. Mientras qgue los valores
medios obtenidos en el trabajo de Morales, O.H. (29), para las
vacas bajas productoras se encuentran en 6.32 mg AVM/g Cr,lo que
implica que los segundos son 24.69% mids altos que los obtenidos
en este trabajo. Las diferencias encontradas pueden cbedecer a
problemas afin no detectados en la metodologia.

Es evidente que ante las diferencias encontradas, seri necesario
recurrir a una investigacién mas detallada y exhaustiva para
identificar todas las variables que puedan modificar de alguna
manera significativa a los valores de &cido vanilmandélico en las
diferentes poblaciones, apoyindose ademds en estudio etolégicos
tendientes de identificar las conductas relacionadas con el
estrés, ya que los resultados no pueden predecirse en base a un
antropocentrismo.

Por tales razones es posible pensar que este ensayo abre las
perspectivas para realizar nuevos ensayos y establecer las
determinaciones basales de los niveles de &cido vanilmandélico en
condiciones diferentes (raza, funcidn zootecnia, manejo, tipos de
ambiente, etc.) © bien previas a la exposicién a un agente
inductor de estrés y posterior a esta dentro de la misma
poblacién para que esta sirva como propio testigo y correlacio-
narlas con estudios etolégicos y los niveles de produccidn, de
tal manera gue emerja un conjunto de estudios de los niveles
basales de AVM y sus niveles en condiciones de estrés.
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CUADRO 1. OBTENCION DE MG DE AVM/G CREATININA
mg AVM mg AVM/g

NO. VACA ABS STD ML CTE ML 100 GeR Creatinina
151 0.0621 | 0.308 | 0.2012 | 100 | 0.011 2.213 1.403 1.577
152 0.047 0.308 | 0.1526 | 100 | Q.01 1.678 1.314 1.277
153 0.069 0.308 0.224 100 | 0.011 2.464 0.705 3.495
154 0.052 0.308 | 0.1689 | 100 ) 0.011 1.858 1.281 1.45
156 0.078 0.308 | 0.2532 | 100 | 0.011 2.785 0.987 2.821
157 0.51 0.308 | 0.1656 | 100 | 0.011 1.821 1.034 1.761
158 0.081 0.308 | 0.2629 | 100 | 0.011 2.892 0.644 4.49
159 0.062 0.308 | 0.2012 | 100 | 0.011 2.213 1.075 2.058
161 0.05 0.308 | 0.1623 | 100 | 0.011 1.785 1.268 1.407
162 0.055 | 0.308 | 0.1785 | 100 | 0.011 1.964 | 1.311 1.498
163 0.058 | 0.308 | 0.1884 | 100 | 0.011 2.072 | 1.016 2.039
164 0.026 0.308 | 0.0845 | 100 | 0.011 0.925 1.314 0.707
165 0.043 | 0.308 | 0.1397 | 100 | 0.011 1.536 | 0.694 2.214
166 0.064 | 0.308 | 0.2077 | 100 | 0.011 2.285 | 1.034 2.209
167 0.025 0.308 | 0.0812 | 100 | 0.011 0.893 0.991 0.901

X 1.9936

DS 0.957




CUADRO 2. PARAMETROS CONSIDERADOS COMO FACTORES DE
ESTRES EN ESTE TRABAJO.

NO. VACA Mg AVM/G CR EDAD NO.PARTOS RAZA
151 0.1570 11 7 H
152 0.1276 12 7 H
153 0.3495 1 7 H
154 0.1450 10 5 H/C
156 0.2021 7 5 H
157 0.1761 7 H/C
150 0.4471 0 ‘H/C
159 0.2001 0 H
161 0.1407 7 i3 H/C
162 0.1470 6 4 H/C
163 0.2039 6 e H
164 0.0700 6 4 H/C
165 0.1027 6 4 H/C
166 0.2207 6 3 H/C
167 0.0701 5 2 H/C




'AGENTES INDUCTORES DE ESTRES

‘— EFECTO INMEDIATO INDIVIDUO —————— EFECTO RETARDADO
ESTIMULACION AGUDA ESTIMULACION CRONICA
RESISTENCIA
ACTIVACION DEL S.N.C. HIPOTALAMO
|
ADENGHIFOFISIS
!
CORTEZA ADRENAL

REACCION DE AARMA —————— ADAPTACION — . cormsow
MEDULA ADRENAL PARASITOS
wrecciones — AGOTAMIENTO
' DESNUTRICION
EPINEFRINA
SHOCK MUERTE

Figura 1. Esquemno de "Sidrome General de Adoptacién” .
Modificado de Selye (24).




FACTORES GENETICOS

Herencio '\’/4_

. FACTORES N
PREDISPONENTES Eficacig de los
mecoanismos de
CLMATICOS ADAPTAg:lON
SISTEMA FISIOLOGICO

Humedad ' DE INTEGRACION
Temperatura ORGANICA DE
Ventilocién SENSACIONES

PRESION SOCIAL

Posicién grupal

Jerarquizacion

Dominancio—Competencia

Espacio vital b
Varigcion biolégica

individual g\E"R&CION
Actividades en grupo

[diversibn/ociof EXFOSICION

Bacterigs
Parésitos
Virus

Agentes t6xicos

Quimicos [organicos e inorgénicos]
Biolégicos [toxinas y venenos
Fisicos [radiaciones]

Disponibilidad de:
Agua

Alimento

Sales minerales

<{Presencic de agentes patégenos MUERTE

ESTADO FISIOLOGICO

BALANCES

Reacciones
organicas
ADAPTATIVAS

exo

alla
Fertilidad
Estado de solud
Inmunidad

Hidrico-salino
Acido~bésico
Calbrico y
termoregulodor
Circulatorio

RAPIDAS
Cardiovascular
Respiratoria
Muscular
Conductual

LENTAS
Sométicas y
visceroles
Endberinas
Enzimdticas y
metabdlicas
Conductuales

Figura [2] Esquema de los diversas interacciones entre el " animat y su ambiente,

Navarro [21]

Medificado de
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