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RESUMEN

ROSITA DENY ROMERO SANTOS. Diferencias en la viabilidad celular al estrés calórico

en linfocitos de ovejas de razas adaptadas a clima cálido y templado (bajo la dirección de:)

Dr. loel Hemández Cerón y MC Ana Delia Rodríguez Cortez

En este trabajo se hipotetizó que la oveja de la raza Pelibuey desarrolló, durante su proceso

de adaptación a los climas cálidos, mecanismos que les confieren resistencia al estrés

calórico a nivel celular. En este estudio se comparó la resistencia al estrés calórico de

linfocitos de la raza Pelibuey y Suffolk (raza adaptada a los climas templado y frío), en

condiciones in vitro. Se utilizaron 15 ovejas Pelibuey y 15 Suffolk, no gestantes, las cuales

recibieron la misma dieta y tuvieron la misma condición corporal al inicio del estudio (2.5 a

3.5). En tres ocasiones distintas a 5 ovejas de cada raza se les colectó 20 mi de sangre de la

vena yugular, en tubos al vacío con citrato de sodio. Los linfocitos obtenidos fueron

cultivados por duplicado (grupos testigo y estrés calórico) en cinco pozos (100 000

células/pozo) en una atmósfera de 5% de C02 . Los cultivos fueron incubados a 37 C

durante 24 h (testigos) o 43 C por 6 h seguido por 18 ha 37 C (estrés calórico). Al finalizar

el cultivo, la viabil idad celular fue determinada mediante el método de azul fonnazán, el

cual se basa en la capacidad de las células vivas para reducir la sal de tetrazolium. Se

comparó la proporción de células viables mediante un modelo estadístico lineal mixto,

donde se incluyeron los efectos fijos de raza, ensayo y temperatura, así como sus

interacciones. La proporción de células viables fue afectada por la temperatura [70.13 ±

2.98% (37 C) Y61.95 ± 2.95% (43 C) (P<O.OOOI)). El porcentaje de viabilidad celular fue

similar (P = 0.7343) entre las ovejas Pelibuey [68.40 ± 4.22% (37 C) Y60.65 ± 4.20% (43



C)] y Suffolk [71.86 ± 4.22% (37 C) Y 63.25 ± 4.15% (43 C)]. En este estudio no se

encontró evidencia que los linfocitos de ovejas .adaptadas a temperaturas cálidas (Pelibuey)

fueran más resistentes a un estrés calórico que los linfocitos de ovejas adaptadas a climas

templados y fríos (Suffolk).
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INTRODUCCIÓN

Los efectos del estrés calórico se han estudiado ampliamente en los bovinos y se conoce

que las altas temperaturas afectan negativamente la fertilidad. El estrés calórico afecta el

desarrollo folicular, la expresión de estro, la calidad de los ovocitos y el desarrollo

embrionario temprano (1). La susceptibilidad de las diversas razas de bovinos depende de

los mecanismos propios de cada una para termorregularse. En condiciones de altas

temperaturas ambientales, el ganado adaptado a climas cálidos (Bos indicus) mantiene una

temperatura corporal más baja que el ganado no adaptado (Bos taurus) (2, 3). En un estudio

se observó que la calidad de los ovocitos durante la estación cálida se redujo en el ganado

Holstein (Bos taurus) pero no en ganado Brahman (Bos indicus) (4). Asimismo, al

comparar el porcentaje de concepción del ganado Holstein y Brahman durante las

estaciones cálida y templada, se observó una reducción de la fertilidad en el ganado

Holstein en la época cálida mientras que en el Brahman fue similar en las dos épocas (1).

La diferencia del grado en que se afecta la función reproductiva en estas razas de ganado se

puede explicar a través de la mayor capacidad de termorregulación que tiene el ganado

Brahman en condiciones de estrés calórico; sin embargo, se puede deber en parte, a

diferencias en la resistencia al estrés calórico a nivel celular (5). En condiciones in vitro se

ha observado que un choque térmico provoca la muerte de una proporción menor de

linfocitos de vacas Brahman y Senepol (razas termotolerantes) que de Holstein y Agnus

(razas termosensibles) (6). Asimismo, una menor proporción de linfocitos de vacas

Brahman y Senepol presentaron apoptósis después de un estrés calórico, que linfocitos de

vacas Holstein y Angus (7).
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En las ovejas poco se ha documentado acerca de los efectos del estrés calórico en la

reproducción. Observaciones hechas en Australia, han correlacionado las altas temperaturas

durante el empadre con una disminución de la fertilidad (8), y se ha encontrado que el

aumento de un grado en la temperatura rectal en ovejas bajo estrés calórico provoca una

reducción de la fertilidad (9). Recientemente se observó en ovejas superovuladas, que la

exposición a altas temperaturas afectó el desarrollo embrionario (10).

En ovejas también se han observado diferencias genéticas en la termotolerancia, así las

razas que evolucionaron en climas cálidos regulan mejor su temperatura corporal durante

estados de estrés calórico que las ovejas que lo hicieron en climas templados o fríos. En

observaciones realizadas durante el verano en Estados Unidos, se encontró que las ovejas

Blackbelly (raza de pelo) tuvieron una menor temperatura rectal y menor frecuencia

respiratoria que ovejas de las razas Dorset y Suffolk (razas de lana) (11).

El borrego Pelibuey o Tabasco tiene su origen en las ovejas que llegaron con los españoles

durante los siglos XVI procedentes de las Islas Canarias y en las ovejas que llegaron

durante el tráfico de esclavos procedentes de África (12). El borrego Pelibuey está adaptado

a los climas cálidos (tropical y subtropical) y se desconoce si la tolerancia a las altas

temperaturas también obedece a adaptaciones celulares, como ocurre en el ganado bovino

de la raza cebuina.
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HIPÓTESIS

Los linfocitos de ovejas Pelibuey son más resistentes a un estrés calórico de 43 e durante 6

h que los linfocitos de ovejas Suffolk, en condiciones in vitro.

OBJETIVO

Evaluar las diferencias en resistencia al estrés calórico de linfocitos de una raza adaptada al

clima cálido (Pelibuey) y de una adaptada al clima templado y IDO (Suffolk), en

condiciones in vitro.

5



MATERIAL Y MÉTODOS

Los linfocitos fueron utilizados como modelo celular debido a la facilidad de su colección y

cultivo; considerando que los efectos de un incremento en la temperatura están bien

descritos (6). Se utilizó un tata! de 15 ovejas de la raza Pelibuey y 15 Suffolk, no gestantes,

las cuales se alojaron, en el Centro de Enseñanza Práctica e Investigación en Producción y

Salud Animal (CEPIPSA) en Topilejo D. F. Localizado en el km 29 de la carretera federal

México-Cuernavaca, a 190 latitud norte y 990 latitud oeste, a una altura de 2760 msnm. El

clima de la región es tipo c(w) (w)b(ij), que corresponde a semifrío-semihúmedo, con

lluvias en verano y precipitación pluvial de 800 a 1200mm (13). El experimento se realizó

durante la primavera en tres ocasiones (5 ovejas de cada raza). Las ovejas recibieron la

misma dieta y contaban con la misma condición corporal a! inicio del estudio (2.5 a 3.5, en

escala del 1 al 5) y con edades de 2 años. En cada ocasión se tomaron 20 mi de sangre de la

vena yugular por cada animal, para lo cual se utilizaron tubos a! vacío preparados con 200

111 de citrato de sodio (0.35 g/ml)

La sangre fue transportada y mantenida a temperatura ambiente hasta su procesamiento en

el laboratorio de cultivos celulares en el Departamento de Reproducción de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Una vez centrifugada a 800 g durante 20 min, se obtuvo la capa leucoplaquetaria por

medio de una pipeta Pasteur de vidrio, la cual se depositó en tubos cónicos de 15 mi;

posteriormente, se adicionaron 5 mi de DPBS (Buffer Salino de Fosfatos modificada por

Dulbecco) 1:lO Yse homogeneizó cada muestra. Cuidadosamente se colocó I mI de una

preparación de 222 mi de Ficoll 9% (F 5415 SIGMA) + 50 mi de Telebrix 60%
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(Ioxitalamate de meglumine GUERBET) en el fondo del tubo cónico, con ayuda de una

pipeta Pasteur evitando que se mezclara con la sangre y el DPBS 1:10. Las muestras así

preparadas se centrifugaron a 250 g durante 20 mino

Al terminar de centrifugar se separó la capa de linfocitos que se formó en la interfase y se

transfirió a un tubo cónico estéril de 15 mI. La capa de células se suspendió en 10 ml de

DPBS 1:1OYcentrifugó a 90 g durante 10 minoSe realizaron 2 lavados de esta manera.

Los linfocitos fueron cultivados por duplicado (grupos testigo y estrés calórico) en 5 pozos

de placas de cultivo de 96 pozos, en una atmósfera de 5% de eCh. Los cultivos fueron

incubados a 37 e durante 24 h (testigos) o 43 e por 6 h seguido por 18 h a 37 e (estrés

calórico). Al finalizar el cultivo la viabilidad celular fue determinada mediante el método

de azul formazán. Este método se basa en la propiedad de las células vivas para reducir la

sal de tetrazolium (MTT Sigma, M-5655) al producto azul formazán. Esta capacidad de

transformación se toma como proporcional al número de células vivas, ya que el MTT se

transforma al azul formazán por medio de la enzima succinato-tetrazolium reductasa, la

cual inicia la cadena respiratoria en la mitocondria y únicamente es activa en células vivas,

por lo que, esta característica ayuda a discriminar las células viables . Las lecturas se

obtuvieron mediante un espectrofotómetro Spectra Shell Microplate Reader MRX

(Dynatech, Laboratories) a 63Onm. Los datos obtenidos por el espectrofotómetro se

analizaron con el programa Universal Assay Zap.(l4) Se determinó la proporción de

linfocitos vivos y se comparó mediante un modelo estadístico lineal mixto, donde se

incluyeron los efectos fijos de raza, ensayo y temperatura, así como las interacciones.
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RESULTADOS

Las interacciones entre las variables no fueron significativas (P = 0.7343), por lo que sólo

se presentan los resultados de los efectos principales. Se encontró que el estrés calórico a

430 e causó una disminución significativa de la viabilidad celular [70.13 ± 2.98% (37 C) Y

61.95 ± 2.95% (43 C) (P<O.OOOI)] (Figura 1).
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Figura l . Porcentaje de viabilidad de linfocitos de ovejas en ambas razas (Pelibuey y

Suffolk) expuestos a un estrés calórico de 43 e durante 6 h en condiciones in vitro (P <

0.0001).

8



El porcentaje de viabilidad celular fue similar (P = 0.7343) entre las ovejas Pelibuey [68.40

± 4.22% (37 C) Y60.65 ± 4.20% (43 C») y SufTolk[71.86 ± 4.22% (37 C) Y63.25 ± 4.15%

(43 C»).
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de linfocitos de ovejas Pelibuey y Suffolk expuestos a un

estrés calórico de 43 e durante 6 h en condiciones in vitro. (P = 0.7343)
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DISCUSIÓN

La resistencia de los linfocitos de ovejas adaptadas a climas tropicales (Pelibuey) y las no

adaptadas (Suffolk), fue similar. Estos resultados son diferentes a los obtenidos en bovinos,

en los cuales es clara la mayor resistencia de los linfocitos de vacas de razas adaptadas a los

climas tropicales (Brahman) comparativamente con los linfocitos de vacas de razas no

adaptadas (Angus). (6)

El ganado Bos indicus ha desarrollado mecanismos que le confieren termotolerancia, tales

como mayor densidad de glándulas sudoriparas por cnr', menor tejido graso subcutáneo y

pelo corto (5). Estos mecanismos le proporcionan ventajas para eliminar el calor a través de

los mecanismos de convección (transferencia de calor de los órganos internos hacia las

mucosas por medio del flujo sanguíneo), irradiación (calor que un cuerpo despide al

ambiente) y evaporación (sudoración y jadeo) (5). Los ovinos Pelibuey también cuentan

con mecanismos que les dan mayor capacidad para eliminar el calor, uno de ellos es la

presencia de pelo en lugar de lana. Esta caracteristica fisica, les permite perder calor con

mayor eficiencia que las ovejas de lana, bajo condiciones de estrés calórico. Así, en

condiciones de 30 a 37 e (estrés calórico) las ovejas Pelibuey mantienen menor frecuencia

respiratoria y menor temperatura corporal, que las ovejas Suffolk (Díaz, datos no

publicados). En el presente estudio se hipotetizó que las ovejas Pelibuey, al igual que el

ganado Bos indicus, también tienen mecanismos a nivel celular que les confieren

resistencia al estrés calórico; sin embargo, los resultados indican que los linfocitos de

ovejas Pelibuey y Suffolk tienen la misma sensibilidad a un estrés térmico. En el ganado

bovino Bos indicus, se ha observado que la resistencia a nivel celular también les confiere



resistencia a los embriones durante condiciones de estrés térmico. Así, en condiciones in 

vitro los embriones de vacas Brahman son menos susceptibles a un estrés térmico de 41 C 

durante 6 h, que los embriones de vacas adaptadas a climas templados y fríos (Holstein y 

Angus). La termotolerancia a nivel embrionario también se extiende a ganado Bos taurus, 

que sufrieron un proceso de adaptación a climas tropicales. El ganado Romosinuano, es un 

ganado criollo colombiano, que tiene su origen en el ganado que trajeron los españoles en 

el siglo XVI; este ganado se adaptó a las condiciones tropicales (pelo corto, menos 

depósitos de grasa) y también desarrolló adaptaciones a nivel celular, las cuales les 

confieren a sus embriones resistencia al estrés térmico en condiciones in vitro. (15). 

El hecho de que no haya habido diferencia en la resistencia a nivel celular al estrés térmico 

entre las dos razas ovinas, contrasta con lo conocido en bovinos. La falta de diferencias 

puede ser definitiva; sin embargo, se deben considerar otras posibilidades para evaluarla 

En este estudio se determinó la viabilidad celular, después de someter las células a un estrés 

calórico de 43 C durante 6 h, mientras que en el estudio de Kamwanja et al., 1994 (6), en 

bovinos, el estrés térmico fue de 45 C durante 3 h. Es posible que la agresión térmica no 

haya sido de suficiente magnitud para poder ver la diferencia en resistencia. Cabe señalar 

que los porcentajes de viabilidad celular obtenidos en el presente trabajo fueron superiores 

a los obtenidos en bovinos por Kamwanja et al., 1994 (6), 10 cual indica que la agresión 

celular fue mayor en este último estudio. 

Por otra parte, en este trabajo se midió la viabilidad celular mediante la técnica de 

formazán, y aunque esta técnica esta validada para la evaluación de cultivos celulares, 

existen otros medios para medir el efecto de un estrés en la viabilidad celular. Se conoce 

que, en condiciones in vitro, el estrés térmico desencadena el mecanismo de apoptósis, 
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tanto en linfocitos como en embriones (7). En linfocitos se ha observado que un estrés 

térmico desencadena la apoptósis en una mayor proporción de linfocitos de vacas Holstein 

y Angus, que en vacas Brahman y' Senepol (7). Debido a que el mecanismo de apoptósis se 

desencadena antes de la muerte celular y que es posible medirlo, se debe considerar esta 

posibilidad para evaluar la diferencia en resistencia al estrés térmico entre razas. 

Otra opción que también se debe evaluar, consiste en medir la respuesta de las células a 

través de la determinación de la cantidad de la proteína de choque calórico 70 (HSP70) 

producida por las células expuestas al estrés térmico. Esta proteína se produce en respuesta 

a la alta temperatura y tiene como función proteger a las proteínas para no sufrir daño por 

calor debido a su acción como chaperona molecular para restablecer las proteínas dañadas 

(16,17,18). En un estudio donde se inyectó mRNA que codifica para la proteína HSP70 en 

ovocitos de ratón, se incrementó su resistencia al estrés calórico. (19) Se conoce que las 

células que resisten mejor la alta temperatura, producen mayores cantidades de ésta 

proteína (20,21). De esta forma. también se debe considerar esta posibilidad para medir la 

diferencia en la resistencia al estrés térmico a nivel celular entre razas de ovinos. 
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CONCLUSIÓN

En este estudio no se encontró evidencia que los linfocitos de ovejas adaptadas a

temperaturas cálidas (Pelibuey) fueran más resistentes a un estrés calórico que los linfocitos

de ovejas adaptadas a climas templados y fríos (Suffolk). Aunque se requiere realizar otros

estudios como podrian ser la medición de apoptósis o de HSP70 en estas células y en

embriones de estas mismas razas.
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