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RESUMEN 

La producción mundial de leche ha crecido en las últimas décadas, el 50% de la producción se 
concentra en 8 países. En  el 2011, nuestro país ocupó el decimosexto lugar. México necesita 
acrecentar la producción láctea debido al aumento en la densidad poblacional.  Un incremento en 
las exigencias productivas y metabólicas de la vaca lechera, se ve reflejado en un mayor consumo 
de oxígeno y por consiguiente,  un  riesgo elevado para el desarrollo de un cuadro de estrés 
oxidativo, alteración metabólica relacionada con problemas de mastitis, infertilidad o hipocalcemia, 
entre otras. El objetivo de esta investigación fue identificar la presencia de un posible  cuadro de 
estrés oxidativo en vacas lecheras Holstein en estabulación durante su ciclo productivo a través de 
algunos indicadores metabólicos como son:  FRAP (capacidad antioxidante), TBARS (peroxidación 
lipídica), determinación de la actividad de la enzima glutatión peroxidasa y cuantificación de los 
niveles plasmáticos de ácido ascórbico (vitamina C), con la finalidad de señalar un uso factible de 
antioxidantes y sus beneficios  a los índices productivos. Se trabajó con plasma proveniente de 80 
vacas de 1 a 9 meses de gestación y diez días después de parir; estas vacas fueron  divididas en 10 
grupos de 8 vacas cada uno, acorde al  tiempo de gestación (Grupo 1 al 9), y 10 días después de parir 
(Grupo 10). Se utilizó un diseño aleatorizado. Los datos obtenidos se analizaron por medio de 
análisis de varianza y las medias por la prueba de Tukey. Los resultados indican que la capacidad 
antioxidante (FRAP), se encuentra elevada solo en los grupos 2 y 4 (1.747 y 1.754 nmol Fe [II] /mL 
de plasma respectivamente);  mientras que en los demás grupos, se observó un disminución 
gradual, aunque sin diferencias estadísticas, sin embargo, en el grupo 10  se presentaron los valores 
más bajos P < 0.05 (1.0876 nmol Fe [II]/mL). En peroxidación lipídica (TBARS) se registró un aumento 
progresivo a partir del quinto mes de gestación (grupo 5) y se continuó hasta 10 días después de 
parir (grupo 10), con una concentración 111.62 nmol de MDA/mL. Para la actividad de la enzima 
glutatión peroxidasa; se encontró  un comportamiento igual al de peroxidación lipídica, 
aumentando a partir del quinto mes de gestación (grupo 5) con un valor de  42.10 μmol NADPH/min, 
y se mantuvo hasta 10 días después de parir (grupo 10). En cuanto al ácido ascórbico se refiere, el 
nivel más bajo (29.07 nmol/mL), se registró en el octavo mes de gestación (grupo 8). Con base en 
los resultados obtenidos en este trabajo se sugiere  la inclusión de antioxidantes en la dieta de la 
vaca lechera a partir del segundo tercio de gestación y hasta el final del periodo de transición, con 
el propósito  de controlar la producción basal de especies reactivas del oxígeno durante este periodo 
y evitar así, el desarrollo  de un cuadro de estrés oxidativo que pudiera ser el responsable de algunas 
alteraciones metabólicas presentes en el periparto.  

Apoyado parcialmente por DGAPA IT222611-3. 

Palabras clave: Estrés oxidativo, vacas lecheras, FRAP, TBARS, actividad de la glutatión peroxidasa, ácido ascórbico. 
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ABSTRACT 

Global milk production has grown exponentially in recent decades, 50% of the production is 
concentrated in eight countries. In 2011, our country was ranked in the 16th place. Mexico needs to 
improve milk production due to increased population density. In dairy cow higher production and 
metabolic requirements, is reflected by increased oxygen consumption and therefore a high risk for 
the development oxidative stress, metabolic disorder related diseases such as mastitis, infertility or 
hypocalcemia, among others. 

The aim of this study was to identify the possible presence of oxidative stress in Holstein dairy cows 
in confinement during its production cycle through some metabolic indicators such as: FRAP 
(antioxidant capacity), TBARS (lipid peroxidation), activity of the enzyme glutathione peroxidase and 
quantifying levels of ascorbic acid (vitamin C), in order to indicate the possible use of antioxidants 
and benefiting their productive parameters. We worked with plasmas of 80 cows divided into 10 
groups of 8 cows each group, from 1 to 9 months of pregnancy (group 1 to 9) and 10 days after 
calving (group 10). We conducted a randomized design, analysis of variance (P <0.05) and Tukey's 
multiple comparison test. The results indicate that the antioxidant capacity (FRAP) is elevated only 
in groups 2 and 4 (1747 and 1754 nmol Fe [II] / mL respectively), whereas in the other groups, were 
declining gradually, but without statistical differences, however, statistical differences were shown 
in group 10 presenting the lower values (1.0876 nmol Fe [II] / mL). A progressive increase in lipid 
peroxidation (TBARS) was observed from the fifth month of pregnancy (group 5) and continued until 
10 days after birth (group 10), with a concentration of 111.62 mmol MDA / mL. The glutathione 
peroxidase enzyme activity  showed the same tendency of lipid peroxidation, starting with a value 
of 42.10 μmol NADPH / min, at the fifth month of pregnancy (group 5) and continued until 10 days 
after birth (group 10). The lowest levels of ascorbic acid were recorded in the eighth month of 
pregnancy (7.29 nmol / mL). With the data obtained in this work is concluded that dairy cows 
presents oxidative stress during the second trimester of pregnancy until the transition period; we 
suggests the addition of antioxidants in the diet starting in the second trimester of pregnancy, in 
order to avoid the presence of oxidative stress during this period, responsible of metabolic diseases 
in peripartum.  

Partially supported by DGAPA IT222611-3. 
 

Keywords: Oxidative stress, dairy cows, FRAP, TBARS, glutathione peroxidase activity, ascorbic acid. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 La producción mundial de leche ha crecido en forma exponencial en las últimas décadas, el 50% 
de la producción se concentra en 8 países, México ocupó en el 2011 el decimosexto lugar, con una 
participación de 10,724,288 de toneladas de leche. Recientemente la producción de leche en polvo 
ha disminuido y los precios se han incrementado en forma acelerada. La producción mundial de 
leche fresca de bovino ha crecido y solo en unos cuantos países se concentra más de la mitad de la 
producción. Siendo el país con mayor participación Estados Unidos de América, con una producción 
de 89,015,235  de toneladas de leche (FAOSTAT, 2011).  Son pocas las empresas que controlan este 
producto y que se ven favorecidas, ya que los países desarrollados consideran a la leche como un 
alimento de primera necesidad. Sin embargo, a partir del 2006, el precio de la leche aumentó; en 
algunos países se ha retirado el subsidio a la exportación, lo que puede generar oportunidades para 
México (Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentación 2007-2012). 

  Con la finalidad de incrementar los parámetros productivos y reproductivos en la vaca 
lechera, las prácticas de manejo se intensifican y el riesgo a sufrir enfermedades también aumenta 
(Goff et al., 1997; Bell et al., 1997; Persson Waller, 2000), por ejemplo, hígado graso  y cetosis, al 
igual que  algunos problemas reproductivos (Goff et al., 1997; Rukkwamsuk et al., 1999). Por otro 
lado, en el periodo de transición, el cual comprende las cuatro semanas previas al parto y cuatro 
semanas posteriores a este, la incidencia de mastitis aumenta (Seegers et al., 2003), así como las 
enfermedades subclínicas se tornan clínicas (Kimura et al., 1999), debido a un estado de supresión 
inmunológica (Saad et al., 1989; Kehrli et al., 1989; Mallard et al., 1998). Durante el desarrollo de 
alteraciones metabólicas y enfermedades infecciosas, se ha demostrado  la presencia de un cuadro 
de estrés oxidativo, lo que no está claro, es si este desequilibrio oxidante, es causa o efecto  de 
dichas patologías. Explorar la posible presencia de un cuadro de estrés oxidativo, durante el ciclo 
productivo de la vaca lechera, fue el objetivo de este trabajo.  

 

1.1 Generalidades 

Los organismos aeróbicos utilizan el oxígeno como un aceptor de electrones, los cuales han 
sido extraídos de una variedad de sustratos orgánicos (glucosa, cetoácidos, ácidos grasos y 
aminoácidos) con la finalidad de producir adenosin trifosfato (ATP), vía la fosforilación oxidativa. 

  A nivel mitocondrial, la transferencia de dos electrones al oxígeno produce como producto 
final el agua, a través de la cadena respiratoria. Este proceso enzimático no es del todo eficiente, ya 
que algunos de sus intermediarios, facilitan la generación de especies reactivas de oxigeno (ROS, 
por sus siglas en ingles), entre ellas los radicales libres (RL) los cuales son tóxicos para la célula. Fuera 
de la mitocondria, el metabolismo celular produce de modo constante ROS, debido al potencial 
daño que estos oxidantes pueden causar a la célula, esta tuvo que desarrollar un mecanismo de 
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defensa, llamado sistema antioxidante. Tanto los oxidantes como los antioxidantes, forman parte 
del sistema salud- enfermedad,  importante para los seres vivos (Castrejón, 2009). 

  Un RL se define como cualquier átomo o entidad molecular que cuenta con uno o más  
electrones desapareados, lo que incrementa su reactividad química, ya que requiere completar su 
par electrónico para alcanzar su estabilidad. El radical puede ceder su electrón desapareado (radical 
reductor),  o puede abstraer un electrón (radical oxidante) de una  molécula estable (Castillo et al, 
2000).  

Clasificación 

  Los RL se clasifican de acuerdo con el átomo que posee el electrón desapareado. Por lo que 
hay radicales centrados en oxígeno, centrados en nitrógeno, centrados en el carbono, etc. En los 
sistemas biológicos los más comunes son los centrados en el oxígeno y los centrados en el nitrógeno. 
Los radicales centrados en el carbono resultan de las reacciones de los primeros sobre diversas 
biomoléculas no radicales (Castrejón, 2009; Castillo  et al, 2000). 

Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) 

ROS Particularidades 

Anión superóxido (-O•2) Formado en reacciones de autoxidación (flavoproteínas, ciclo redox). 

Radical hidroxilo (•OH) Formado en las reacciones de Fenton o en la de Haber-Weiss 
catalizada por metales (hierro). Es la especie de vida media más corta 
y el más reactivo de todos. Puede captar los electrones de  tioles, 
interactúa con las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos, 
alterando la información genética de las células. También estimula la 
peroxidación lipídica, afectando a los fosfolípidos de las membranas 
celulares. 

Radical peroxilo (ROO•) Formado a partir de hidroperóxidos orgánicos o del ROOH por pérdida 
de H+. 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) Formado a partir de la dismutación del -O•2. Al no contener electrones 
despareados no es considerado como radical libre. Es generador de 
OH• . 

Ácido hipocloroso (HOCl) Producido durante el estallido respiratorio en los linfocitos. Se origina 
a partir del H2O2 por acción de la mieloperoxidasa. No es un radical 
libre. 

Óxido nítrico (NO) Producido por la unión del oxígeno con el nitrógeno. (Rajaraman et 
al., 1998). 

Ozono (O3) Especie molecular formada por 3 átomos de oxígeno. Tampoco es 
considerado como un radical libre. 

Oxígeno singlete (1O2) Es el oxígeno molecular simple, el primer estado excitado. Se forma 
por la activación del O2 (luz solar, radiaciones). 
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El modo de actuar de los RL se divide en tres pasos: Reacción de iniciación, de propagación 
y terminación. 

Reacción de iniciación 

En estas reacciones se convierte una molécula no radical a un RL, requiere de un catalizador 
físico como luz ultravioleta o químico como enzimas, agentes reductores o metales. Los mecanismos 
productores de radicales son: a) Pérdida de un solo electrón de una molécula no radical para formar 
un radical; b) Adición de un electrón a una molécula no radical; c) Ruptura homolítica del enlace 
covalente de una molécula no radical, en la que cada molécula retiene uno de los electrones de un 
par compartido (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

Reacción de autopropagación 

En esta reacción un RL formado como resultado del proceso de iniciación se une a un no 
radical, lo cual origina una segunda especie de radical. Las nuevas especies de radicales libres 
formados como efecto de esta reacción pueden actuar a su vez con otras moléculas no radicales, lo 
cual inicia una reacción en cadena (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

Reacción de terminación 

Dos radicales libres reaccionan entre sí, pueden unir sus electrones que están desapareados 
y establecer un enlace covalente, dejando de ser un radical. Otro mecanismo de terminación es 
cuando un radical es reducido por un agente donador de electrones libres, por ejemplo los 
antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

  

Un modelo experimental para esquematizar las diferentes reacciones en las que interviene 
los RL, es la reacción de Fenton; en ella el peróxido de hidrógeno (H2O2) un no radical, es escindido 
homolíticamente a un anión hidroxilo OH- y un radical hidroxilo OH•  por medio de un metal de 
transición, como el hierro (Campbell y Miller, 1998). Esto es, del estado reducido (ferrosos, Fe [II]) 
al oxidado (férrico, Fe [III]) al perder un electrón utilizado para romper el enlace covalente entre los 
dos átomos de oxígeno en el H2O2. Se pueden utilizar otros metales de transición, como es el cobre; 
la luz ultravioleta también se comporta como catalizador físico (Leung, 1998; Inanami et al., 1999). 

  Los animales producen de una manera constante ROS como resultado del metabolismo de 
diversas sustancias, así mismo el medio circundante proporciona condiciones que favorecen su 
síntesis, como son agentes químicos (humo, plaguicidas, conservadores, colorantes, etc.), así como 
la luz ultravioleta. 

 

Fuentes endógenas de radicales libres 
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Dentro de las fuentes internas en la generación de los RL están: 1) Metabolismo 
intermediario, 2) Fagocitosis, 3) Metabolismo de xenobióticos. 

 

1.2 SISTEMA DE ANTIOXIDANTES 

Un antioxidante es una sustancia que se encuentra en bajas concentraciones con respecto 
a un sustrato oxidable, retrasando o inhibiendo la oxidación de este sustrato. Los antioxidantes 
previenen el daño que pueden causar los RL a las biomoléculas y estructuras submoleculares. 

Los sistemas antioxidantes se clasifican en endógenos y exógenos según su origen. Los 
endógenos son los que se sintetizan en el organismo y se dividen en enzimáticos como dismutasa 
de superóxido (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GSH-Px), tiorredoxinas, entre otras; y los 
no enzimáticos como glutatión (GSH/GSSG), lactoferrina y ferritina, transferrina, ceruloplasmina, 
albumina, hemopexina y hepatoglobina.   

 

 

Antioxidantes endógenos enzimáticos 

Dismutasa de superóxido (SOD) 

Son una familia de isoenzimas, que catalizan la dismutación del  O•-
2  para obtener O2 y H2O2. 

En humanos se conocen tres isoformas SOD-Zn2+/Cu, se localiza en citoplasma, SOD-Mn3+, ubicada 
en la matriz mitocondrial y una SOD-extracelular, secretada hacia el líquido extracelular y plasma 
sanguíneo. A nivel mitocondrial, donde se produce una gran cantidad de energía, la SOD requiere 
de manganeso como cofactor. 

Catalasa (CAT) 

  Se encuentra en los peroxisomas de la mayoría de las células. Cataliza la conversión de  
moléculas de H2O2 en dos moléculas de agua y una de O2• previniendo la formación de radicales 
hidroxilo a través del mecanismo de Fenton. Trabaja sucesivamente después de SOD ya que el 
producto de este, es el sustrato de la catalasa (Halliwel B, Gtteridge JM, 1999). 
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Glutatión peroxidasa (GSH-Px) 

Es una selenoproteína citosólica que cataliza la reducción de  H2O2  en dos moléculas de 
agua, utilizando los electrones de hidrógeno que dona el tripéptido glutatión. El selenio se requiere 
para la actividad de la glutatión peroxidasa (GSH –Px).  

La SOD atrapa a los radicales libres  del citoplasma y los convierte en peróxido de hidrogeno, 
que posteriormente es procesado por la GSH-Px.   Enzimas como tioredoxina reductasa (TrxR) se ha 
demostrado que inactivan al peróxido de hidrógeno y a los peróxidos de los ácidos grasos 
produciendo agua y alcohol respectivamente. Su actividad complementa a la glutatión peroxidasa. 
(Sordillo et al, 2007). 

 

Antioxidantes exógenos 

   Son compuestos de bajo peso molecular, que provienen de la dieta como: la vitamina C (ácido 
ascórbico), vitamina E (alfa tocoferol), beta carotenos (provitamina A), elementos traza (selenio, 
cobre, zinc y manganeso), ácido lipóico y otros antioxidantes como los compuestos fenólicos. Estos 
antioxidantes funcionan como atrapadores de RL por lo tanto es importante entender que los 
antioxidantes exógenos son nutrientes que ayudan a la eliminación de los ROS (Halliwell y Gtteridge, 
1999). 

 

1.3 ESTRÉS OXIDATIVO 

Cuando la producción de RL rebasa la capacidad antioxidante de la célula, estos afectan 
estructuralmente moléculas como ácidos nucleícos, proteínas y lípidos entre otras, causando 
modificaciones en su función biológica, esta condición se traduce en una alteración metabólica de 
la célula, situación que se identifica como  estrés oxidativo. El estrés oxidativo ocurre  en un daño 
por trauma, infección, estrés calórico, radiación, hipoxia, inflamación, presencia de toxinas y 
ejercicio excesivo.  

 

1.4 DAÑO OXIDATIVO A BIOMOLÉCULAS 

Daño oxidativo a los lípidos 

Los ácidos grasos poliinsaturados son oxidados por los ROS en un proceso  conocido como 
lipoperoxidación. Las membranas celulares están constituidas por fosfolípidos, los cuales contienen 
ácidos grasos poliinsaturados susceptibles a un deterioro oxidativo, causando alteraciones 
funcionales de la membrana y por lo tanto una posible disfunción de la célula. Los ácidos grasos 
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poliinsaturados (AGP) como el ácido araquidónico son fácilmente atacados por los radicales libres 
convirtiéndose en  lípidos peroxidados. En contraste los ácidos grasos monoinsaturados y los 
saturados (AGS) son más resistentes al ataque de los  radicales libres. Los lípidos peroxidados son 
tóxicos y causan daño a las células. 

La lipoperoxidación se inicia cuando un radical libre extrae un átomo de hidrógeno  de un 
grupo metilo. Este proceso se impulsa cuando existen enlaces carbono-hidrógeno adyacentes a 
dobles ligaduras, ocasionando la formación de  radicales lipoperoxilos, los cuales tienden a abstraer 
otro átomo de hidrógeno de su lípido vecino por lo que se desarrolla una reacción en cadena que 
desestabiliza la membrana plasmática. El aumento en la concentración de los productos finales de 
la lipoperoxidación como el MDA (malondialdehído) o bien la identificación de dienos conjugados, 
son una evidencia de la presencia de radicales libres (Halliwell, 1999; Castillo et al., 2000; Castrejón, 
2009; Frankel, 1991). 

La reacción antioxidante más importante, pero no la única en la ruptura de cadenas de lípidos, es la 
de α- tocoferol a tocoferol, reduciendo el ácido ascórbico que se encuentra en la superficie de las 
membranas (Esterbauer  et al., 1989; Tappel  1968). El glutatión reducido (GSH) también contribuye 
al reciclaje del  α- tocoferol. 

Daño oxidativo a las proteínas 

El deterioro funcional de  las proteínas ocasionado por los ROS conlleva a una alteración 
metabólica celular, que conduce a un estado apoptótico de la célula ya que se  llega a afectar la 
función de enzimas, transportadores, receptores, etc. El principal daño protéico es la modificación 
a los grupos radicales de los residuos de aminoácidos de las proteínas; los más susceptibles son: 
cisteína, lisina, arginina y prolina modificando la vida media y función de la proteína (Halliwell et al., 
1989). 

Daño Oxidativo al DNA 

Los ROS atacan al esqueleto de desoxirribosa del DNA o a cualquiera de sus bases 
nitrogenadas, provocando que se altere la conformación de la doble hélice y por lo tanto,  la 
información genética. El DNA tiene grupos reactivos en sus bases nitrogenadas que son muy 
susceptibles al ataque de los radicales libres, el daño oxidativo del DNA ocasiona mutaciones. Las 
glucosilasas especificas del DNA reparan de manera eficaz la mayor parte de las lesiones oxidativas, 
pero la reparación no es del todo eficiente y se acumula con la edad, en la división celular las lesiones 
se vuelven estables y dan como resultado transformaciones que pueden llegar a evolucionar a 
cáncer. 
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Daño Oxidativos a los carbohidratos 

Los carbohidratos están sujetos al ataque de los radicales libres en menor proporción que 
otras moléculas. La glucosa, el manitol o ciertas desoxirribosas pueden reaccionar con radicales OH•-  

para producir sustancias reactivas. Los polisacáridos pueden sufrir ataque por parte de los radicales 
libres causando su fragmentación, estos monosacáridos una vez oxidados forman moléculas 
capaces de reaccionar con el radical amino de las proteínas vía su grupo carbonilo, lo que origina la 
acumulación de productos finales de glucosilación avanzada. 

1.5 Estrés oxidativo en vacas lecheras 

En la mastitis, los fagocitos migran al sistema de ductos de la glándula mamaria en 
respuesta al estímulo bacteriano, lo que causa una excesiva producción de ROS en el tejido y un 
posible cuadro de estrés oxidativo, esto depende de la protección antioxidante con que cuente el 
animal. Los antioxidantes pueden optimizar la salud en animales que experimentan un mayor 
riesgo de estrés oxidativo, debido a sus elevadas exigencias productivas. 

 Una de las mayores fuentes de antioxidantes son los forrajes, sin embargo hay varios 
factores que pueden hacer cambiar este aporte; como el tipo de suelo, estado de madurez de la 
planta y el almacenamiento del forraje; disminuyendo así la concentración de vitaminas. El 
confinamiento y el estrés calórico también contribuyen a aumentar los requerimientos de 
antioxidantes en los animales. La suplementación de antioxidantes  mejora la respuesta inmune y 
disminuye el estrés oxidativo generando una mayor  resistencia a enfermedades infecciosas y 
degenerativas (Chew PB, 1993). 

La prevalencia y gravedad de ciertas patologías de las vacas lecheras, en particular la 
mastitis, parecen estar relacionadas con el estrés oxidativo, afectándose la calidad de la leche, el 
número de células somáticas y la cantidad de nutrientes antioxidantes de la leche. 

En un estudio, 66  vacas fueron alimentadas con forraje fresco, ensilado, maíz y soya; 
durante el periodo seco con tres diferentes tratamientos: 1) 100 UI de vitamina E por día, durante 
el periodo seco y los primeros 30 días de lactación; 2) 1000 UI de vitamina E durante el periodo seco 
y 500 UI de vitamina E durante la lactación; 3) 1000 UI de vitamina E los primeros 46 días del periodo 
seco, 4000 UI de vitamina E los últimos 14 días del periodo seco y 2000 UI de vitamina E durante la 
lactación. El selenio fue suplementado a una ración 0.1 ppm en los tres grupos de estudio. Durante 
los primeros 7 días de lactación se observó que la mastitis clínica afectó al 25%, 16.7%, 2.6% de las 
vacas que recibieron las dietas con concentraciones baja, media y alta de vitamina E 
respectivamente. El porcentaje de infecciones intramamarias en la lactación no fue diferente en 
vacas alimentadas con concentraciones de vitamina E, media y baja (32%), pero en las dietas que 
tenían concentraciones altas de vitamina E se redujo los casos de mastitis post-lactación en un 67% 
(Weiss et al, 1997) 
En trabajos realizados por Miller y Brzezinska-Slebodzinska (1993) en rumiantes empleando 
diferentes dosis de vitamina E en la dieta, se demostró una disminución en la incidencia de 
enfermedades, mejorando la respuesta inmune y la productividad. Estos autores estudiaron el 
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balance de antioxidantes y estrés oxidativo en 64 vacas gestantes, divididas en dos grupos, el primer 
grupo recibió una dieta suplementada con 160 UI vitamina E al día y el segundo grupo de vacas 
recibieron un dieta suplementada con 1000 UI vitamina E al día. Se observó que los niveles de α-
tocoferol en suero disminuyeron durante las últimas seis semanas de gestación en las vacas que 
recibieron una suplementación de 160 UI vitamina E, a diferencia de las que recibieron una 
suplementación con 1000 UI de vitamina E, aumentando los niveles de α-tocoferol. Además se 
observó una disminución de TBARS como indicador de la lipoperoxidación. La cual tuvo una 
correlación negativa con el total de antioxidante en suero (α-tocoferol) y TBARS; ya que al 
incrementar la lipoperoxidación el nivel de antioxidantes total disminuye (Miller, Brezezinska-
Slebodzinska, 1993). Los trabajos anteriores concuerdan con los resultados reportados por Smith 
donde se administró en vacas antes del parto, acetato alfa-tocoferilo (grupo 1)  y selenio (grupo 2) 
y se observó que los antioxidantes disminuyeron la incidencia de mastitis clínica en un 37% con alfa-
tocoferilo y un 12% con selenio (Smith et al, 1984). 

Harrison realizó un experimento en vacas, evaluando la presentación de enfermedades 
reproductivas; donde se les administró vitamina E y selenio;  la incidencia en retención placentaria 
se redujo en su totalidad, cuando se suplementó con vitamina E y Se, en comparación con el grupo 
control (retención placentaria 17.5%). El selenio, fue efectivo para disminuir la incidencia de quistes 
ováricos y metritis, reduciendo de un 47% a 19% y de 83% a 65% respectivamente (Harrison et al, 
1984). Además en las vacas lecheras, al ser suplementadas con 1000 UI de vitamina E durante el 
periodo seco y al principio de la lactación, se reportó una mejoría en la incidencia de mastitis, 
retención placentaria, quistes ováricos, metritis, así como la tasa de gestación al primer servicio, 
servicio por concepción e intervalo de lactancia-concepción (Allison y Laven, 2000). En otros 
estudios, Campbell evaluó la eficiencia reproductiva en vacas y novillas donde observó que la 
suplementación con alfa-tocoferilo y zinc disminuyó en 19 días al primer estro (P<0.003). La vitamina 
E redujo en nueve días al primer servicio (inseminación artificial), extendiéndose el efecto 
antioxidante durante la lactación. El tratamiento no tuvo impacto en la incidencia de retención 
placentaria y la producción láctea (Campbell et al, 1998). Estos resultados no concuerdan con los 
estudios realizados por Harrison (1984), en donde se observó una disminución en la incidencia de la 
presentación de retención placentaria. 

Sesenta y cuatro vacas fueron alimentadas seis semanas antes del parto con forraje fresco, 
concentrado, acetato alfa-tocoferilo y selenio, un grupo de estos animales no se suplementó con 
ningún antioxidante. Las vacas que tuvieron retención placentaria presentaron un estado 
antioxidante menor a diferencia de las vacas suplementadas con vitamina E que tuvieron entre 27% 
y 28% menos lipoperoxidación (TBARS), demostrando la capacidad antioxidante de la vitamina E. La 
vitamina E redujo la retención placentaria en un 33%, el selenio en un 47% y en conjunto la vitamina 
E y Se, redujeron la retención placentaria en un 50%, en comparación con los controles negativos 
(Brzezinska-Slebodzinska et al, 1994).  

Arechiga et al. (1994) realizaron un estudio en donde se administró antioxidantes (vitamina 
E y Se) a 198 vacas, tres semanas antes de la lactación. Se observó una disminución en la retención 
placentaria del 70% en comparación con el grupo control; una mejoría en los parámetros 
reproductivos, incluyendo un aumento en la tasa de gestación del 25.3% (grupo control) al 41.2% 
(con antioxidantes); servicio por concepción de 2.8 servicios (grupo control) a 2.3 servicios (con 
antioxidantes); también se redujo el intervalo de lactación-concepción de 141 días (control) a 121 
días (con antioxidantes) (Arechiga et al, 1994). 
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Por su parte, Weiss et al. (2004), en un estudio con veintiún vacas, las que fueron sometidas 
a una infusión intramamaria de E.coli y en donde se determinaron las concentraciones de vitamina 
C en plasma y en leche, se observó que en los animales sometidos a la infusión de E.coli la 
concentración de vitamina C en plasma disminuyó 39% y en la leche 52% en comparación al grupo 
control. 

Un aumento en las concentraciones plasmáticas de malondialdehído (MDA), como 
indicativo de lipoperoxidación y una disminución del estado antioxidante total (TAS) ocurre 
alrededor del parto. Castillo et al. (2005) demostraron que al administrar antioxidantes en el periodo 
seco y al principio de la lactación, ayuda a reducir la lipoperoxidación y aumenta el estado 
antioxidante total durante el periodo de periparto. 

Por otro lado Lauzon et al. (2005) trabajaron con cultivo celular de epitelio mamario bovino 
en presencia de neutrófilos, donde observaron que el daño causado por estos disminuye al 
administrar antioxidantes. Esto demuestra que los antioxidantes son una herramienta para proteger 
efectivamente el tejido mamario contra el estrés oxidativo inducido por los neutrófilos durante la 
mastitis. 

El incremento de TBARS antes y después del parto confirma que en el periodo de transición 
las vacas se encuentran en estrés oxidativo. Las vacas durante el periodo de periparto que tiene una 
condición corporal alta, presentan una elevada movilización de los lípidos, siendo susceptibles a una 
lipoperoxidación (Bernabucci et al, 2005). 

En un estudio observacional realizado por Sordillo et al. (2007) en vacas, se evaluaron 
muestras de sangre a los 21 días antes del parto, durante el parto y a los 21 días después del parto. 
Se extrajeron células mononucleares y se midió la actividad de la glutatión peroxidasa. Se encontró 
que en vacas en etapa de transición, la actividad de esta enzima es mayor, lo que puede ser 
indicador de estrés oxidativo. También se demostró que la actividad de la tioredoxin reductasa, que 
es un mecanismo antioxidante se encuentra comprometida durante el periodo de periparto. 

El grupo de estudio de Bouwstra et al. (2005), trabajó con vacas primerizas, tomó un grupo 
control sin suplementación y el otro grupo se suplementó con 3000 UI de vitamina E durante 60 días 
antes del parto. Se tomaron muestras de sangre antes del parto, el día del parto y después del parto. 
Las concentraciones de MDA (lipoperoxidación) aumentaron en el parto, indicando que las vacas 
experimentaron estrés oxidativo en el periodo de periparto. La vitamina E disminuye 
significativamente las concentraciones de MDA en las vacas primerizas suplementadas aun después 
de dos semanas después del parto, indicando que la vitamina E juega un papel importante en la 
recuperación de estrés oxidativo relacionado con el parto. 

La glutatión peroxidasa se encuentra disminuida durante el periodo seco y se encuentra 
elevada durante el inicio de la lactación, indicando que el estrés oxidativo activa a esta enzima 
durante y después del parto. La habilidad para controlar el estrés oxidativo modifica el estado 
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proinflamatorio en las vacas cercanas al parto y reduce la incidencia y severidad de la mastitis y 
otras enfermedades  (Aitken et al., 2009). 

El desbalance que causan las especies reactivas del oxígeno tiene un efecto negativo en el 
desempeño de las vacas lecheras. La SOD, GSH-Px y catalasa son enzimas del sistema antioxidante 
que controlan a los radicales libres dentro de la célula. Los antioxidantes como la vitamina C, 
glutatión, vitamina E y β-carotenos pueden detener la reacción en cadena de oxidación. Para 
optimizar el desempeño de las vacas, el estrés oxidativo debe ser controlado por medio de la 
suplementación con antioxidantes (Miller et al., 1993). Estudios como el de Sordillo et al. (2009) 
indican que el estrés oxidativo puede llevarnos a signos clínicos en vacas lecheras, que pueden 
incluir enfermedades como la mastitis, retención placentaria y quistes ováricos. La inflamación no 
controlada es un factor determinante para el desarrollo de dichas enfermedades. El estrés oxidativo 
es un factor que afecta la respuesta inmune e inflamatoria durante el estrés metabólico. La 
suplementación de vitamina A, E, C y el selenio ayudan a disminuir la inflamación (Sordillo et al., 
2009). 
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1.9 Justificación 

Con base en lo anterior hay evidencia, que sugiere que las vacas productoras de leche en 
estabulación desarrollan cuadros de estrés oxidativo durante su ciclo productivo.  

El presente estudio pretende analizar  la presencia de cuadros de estrés oxidativo durante 
la etapa productiva de estos animales y si ese es el caso sugerir el uso de antioxidantes y así 
evitar las posibles patologías relacionadas con esta alteración metabólica. 

 

 

1.10 Hipótesis 

Existe una relación directa entre el estado fisiológico de vacas lecheras Holstein en 
estabulación en las diferentes etapas del ciclo productivo y la presencia de cuadros de estrés 
oxidativo. 

 

 

1.11 Objetivo General 

Identificar la presencia de un posible cuadro de estrés oxidativo en vacas lecheras Holstein 
en estabulación durante su ciclo productivo a través de algunos indicadores metabólicos 
oxidativos, con la finalidad de definir el posible uso de antioxidantes. 

 

 

1.12 Objetivos Específicos 

Estimar en plasma el estado oxidativo  de las vacas lecheras Holstein en estabulación en las 
diferentes etapas de su ciclo productivo a través de la determinación de FRAP (Poder 
antioxidante/reducción férrica), determinación de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico 
(TBARS), actividad de la glutatión peróxidasa y de vitamina C (ácido ascórbico). 

Identificar si existe un cuadro de estrés oxidativo en vacas lecheras Holstein en estabulación 
en los diferentes estados fisiológicos dentro de su ciclo de producción de 1 a 9 meses de 
gestación, y a los 10 días después del parto. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Localización 

El Municipio de Tizayuca se encuentra a 52 kilómetros de la Ciudad de México, por la 
carretera México-Laredo. Está situado a los 19° 50´, de latitud Norte y 98° 59´, de longitud Oeste del 
Meridiano de Greenwich, a una altura de 2,260 metros sobre el nivel del mar. La temperatura 
promedio anual es de 14.7°C, siendo en el mes de mayo la máxima con 17.3°C, y en diciembre la 
mínima con 11.7°C. La precipitación pluvial es de 368.3 mm3 anuales. El periodo lluvioso comprende 
los meses de mayo a octubre, el tiempo seco comprende los meses de noviembre a abril 
(www.tizayuca.gob.mx). 

Este estudio  se llevó a cabo en la cuenca lechera de Tizayuca. Complejo Agropecuario 
Industrial de Tizayuca S.A. (CAITSA), Parque industrial Tizayuca Hidalgo, establo 182 calle Sur 3 C.P. 
43800. 

2.2 Animales, manejo y diseño 

Animales: Bovinos, hembras raza Holstein con pesos entre 450 y 650 kg. Edades: de 36 a 84 
meses. Se utilizaron 80 vacas Holstein, en diferentes estados productivos (gestación, lactación y 
secas). 

Las vacas se encuentran en estabulación, cuentan con comederos, bebederos y 
sombreaderos. La alimentación consta de heno de alfalfa, ensilado de maíz, paja, alimento 
concentrado preparado especialmente para las necesidades del hato, bagazo de cervecería, sales 
minerales (magnafoscal), grasa de sobrepaso, bicarbonato de sodio y absorbentes de micotoxinas. 
Las vacas son ordeñadas dos veces al día. 

Se utilizó un hato de 80 vacas Holstein clínicamente sanas,  seleccionadas previamente, 
dependiendo de la etapa productiva en que se encontraban, se dividieron en 10 grupos de 8 vacas 
cada grupo, 1 a 9 meses de gestación (Grupo 1 al 9) y el último grupo con vacas de 10 días después 
de parir (Grupo 10). 

 

2.3 Toma de muestras 

Se obtuvo una muestra de sangre de la vena coccígea de cada vaca (8 mL), con tubo vacutainer con 
anticoagulante EDTA, las cuales se mantuvieron en refrigeración hasta su análisis. Las muestras 
fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 10 minutos para obtener plasma y se almacenaron en 
tubos Eppendorf a -25°C, su análisis se realizó en el laboratorio del Departamento de Nutrición 
Animal y Bioquímica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM para 
determinar los indicadores de estrés oxidativo. 
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2 Análisis de muestras para identificación de estrés oxidativo 

Capacidad Antioxidante  

La capacidad antioxidante se midió  mediante la prueba de poder antioxidante por 
reducción férrica (FRAP) de acuerdo al método de Benzie y Strain (1999). 

Esta prueba se basa en una reacción de óxido-reducción, en la cual los antioxidantes 
impiden la oxidación de un sustrato, en donde el oxidante se reduce a expensas  del antioxidante. 
La prueba exceptúa a los antioxidantes que actúan mediante quelación o desactivación enzimática. 
Los antioxidantes presentes en una muestra reducen al Fe [III] en un medio ácido transformándolo 
en Fe [II], el cual en presencia de 2,4,6-tripiridil-s-triazina forman un complejo de color azul cuya 
absorbancia se puede medir en el espectrofótometro a 593 nm. 

  Alícuotas de 50 µL se tomaron por duplicado de cada muestra; a cada una se les agregó 1.5 
mL de una mezcla formada por una solución amortiguadora de acetato 300 mM a pH 3.6, una 
solución acuosa de cloruro férrico hexahidratado (Fe [III]) 200 mM y 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 
10 mM (disuelto en HCl 40 mM) en una relación 10:1:1 respectivamente. Las muestras se incubaron 
en agitación  a 37°C por 15 minutos y se obtuvieron sus absorbancias en un espectrofotómetro a 
593 nm. Las muestras se protegieron de la luz todo el tiempo debido a que el TPTZ es sensible a 
esta. Se realizaron curvas patrón con soluciones acuosas de FeSO4 a diferentes concentraciones (0.2 
– 3.2 mM), los resultados se presentan en nmol de Fe [II]  formados por mL de muestra. 

Lipoperoxidación  

Ésta se midió mediante la prueba de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) de 
acuerdo al procedimiento descrito por Ohkawa et al. (1979). 

El MDA es un producto secundario de la oxidación de los ácidos grasos de tres o más dobles 
ligaduras, que reacciona con el ácido tiobarbitúrico en un medio ácido a altas temperaturas. El 
producto de la reacción tiene un color rosa-naranja que absorbe luz entre 532 y 535 nm. Es 
importante precisar que existen otros aldehídos, producidos en la oxidación de ácidos grasos, que 
al igual que el MDA reaccionan con el ácido tiobarbitúrico, por lo que en conjunto se les llama TBARS 
(Hoyland y Taylor, 1991). 

  Alícuotas de 100 µL se tomaron por duplicado de cada muestra; a cada una se les agregó 1 
mL de ácido tiobarbitúrico al 0.8% en solución acuosa y 2 mL de ácido acético al 20% con un pH de 
2.5. Las muestras se colocaron en agua en ebullición por un periodo de 60 min, al término de este 
se enfriaron con hielo durante 5 minutos.  

Posteriormente se agregaron 5 mL de n-butanol a cada muestra, se agitaron vigorosamente 
por 12 segundos, en seguida se centrifugaron a 4000 rpm por un lapso de 10 minutos. Los 
sobrenadantes se leyeron en un espectrofotómetro  a 532 nm para obtener sus absorbancias. La 
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concentración de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico en las muestras se calculó usando 
curvas patrón de MDA (entre 10 y 80 µM). El MDA se obtuvo de la hidrólisis de 1,1,3,3 
tetraethoxipropano en HCl 0.1 N durante 12 horas a temperatura ambiente (Gutteridge, 1975); una 
molécula de 1,1,3,3 tetraethoxipropano produce 1 molécula de MDA, por lo que la molaridad se 
mantiene (Lawrence et al.,1979). Los resultados se reportaron en nmol de malondialdehído por mL 
de muestra (nmol MDA / mL). 

Actividad de la glutatión peroxidasa 

La actividad de la glutatión peroxidasa se realizó utilizando el método descrito por Lawrence 
y Burk (1976).  

La actividad de la glutatión peroxidasa, presente en una muestra biológica, se determina 
mediante el acoplamiento de dos reacciones. En la primera reacción la glutatión peroxidasa (GSH-
Px) presente en la muestra cataliza la transformación de glutatión reducido (GSH) a glutatión 
oxidado (GSSG) utilizando peróxido de hidrogeno (H2O2) como segundo sustrato. En la segunda 
reacción, el GSSG es restaurado a GSH por acción de la glutatión reductasa (GRc) con el consumo de 
nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducida (NADPH). De este modo la desaparición de 
NADPH es proporcional a la concentración de GSSG formado y dependiente de GPx de la muestra. 

Alícuotas de 100 µL se tomaron por duplicado de cada muestra; a cada una se les agregó 
800 µL de una mezcla formada por solución amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 7.0 con EDTA 1 
mM y NaH3 1 mM, GSH 1 mM, glutatión reductasa 1U/mL y NADPH. Las pruebas y los controles se 
incubaron a temperatura ambiente 5 minutos y luego se les agregaron 100 µL  de H2O2 2.5 mM. La 
absorbancia se leyó a 340 nm en los 0 y 5 minutos. El coeficiente de absorción molar del NADPH es 
de 6.22 x 103 y se empleó para los cálculos. Los resultados se presentan en nmol por mL de plasma. 

Ácido Ascórbico (Vitamina C) 

Para medir la concentración de vitamina C se utilizó la técnica colorimétrica empleando el 
reactivo de Folin descrito por  Jagota y Dani (1982). Las concentraciones de ácido ascórbico fueron 
medidas por duplicado. A 200 μL de suero se le adicionó 800 μL de ácido tricloroácetico y se agitó 
vigorosamente. La mezcla se mantuvo en agua  con hielo para completar la desproteinización 
durante 5 minutos,  posteriormente se centrifugó a 3000 rpm durante 5 min. Se obtuvo 500 μL de 
sobrenadante  y se diluyó en 2 mL de agua destilada. A continuación se le adicionó 200 μL del 
reactivo FolinCiocalteu´s diluido en una relación 1:10, se agitó y se incubó durante 15 minutos a 
37°C. Posteriormente se midió la absorbancia en el espectrofotómetro a 760 nm. Para los cálculos 
se realizó una curva patrón con diferentes concentraciones de ácido ascórbico (0-80 nmol). Los 
resultados se presentan en nmol de vitamina C /mL de plasma. 
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4 Análisis estadístico 

Se realizó un estudio observacional y transversal, en vacas lecheras Holstein, para 
determinar el estrés  oxidativo en plasma a través de los parámetros FRAP, TBARS, actividad de la 
glutatión peróxidasa y vitamina C (ácido ascórbico). Se utilizó un diseño completamente al azar, los 
resultados obtenidos de las variables estudiadas fueron sometidos a un análisis de varianza y las 
medias fueron comparadas por la prueba de Tukey α= 0.05 (Kuehl, 2000). 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., 
2012). 

El modelo estadístico está representado mediante la siguiente ecuación: 

Ƴij = µi  + Тj + εij 

Dónde: 

Ƴij =   la j-ésima observación del i-ésimo grupo de tratamientos, la variable respuesta. 

µ = es la media de la i-ésima población en tratamiento. 

Тj = efecto del grupo (Grupos 1-10). 

εij =  es el error experimental 

Los datos para las pruebas de FRAP y vitamina C presentaron una distribución normal y 
homocedasticidad, realizándose  análisis de varianza y comparación múltiple (Tukey). Para TBARS y 
actividad de la glutatión peroxidasa no presentaron homocedasticidad aplicándoles una prueba no 
paramétrica (Kruskal-Wallis) y comparación múltiple de medias (Tukey), con un nivel de significancia 
del 95%. 
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5 RESULTADOS 

 Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

5.1 CONCENTRACION DE Fe [II] EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 

 En la Figura 1, se muestran los resultados obtenidos de la prueba de FRAP, en donde se 
observa que en el segundo y cuatro mes de gestación, el poder antioxidante se encontró elevado 
(1.747 y 1.754 nmol Fe [II] respectivamente); en el grupo de 10 días después de parir, se observó 
una disminución en su poder antioxidante (1.0876 nmol Fe [II]). En los demás grupos no se 
observaron diferencias (1.261 nmol a 1.506 nmol Fe [II]), P<0.05. 

 

 

Figura 1. CONCENTRACIÓN DE Fe [II] EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 
Grupos: 1 (primer mes de gestación), 2 (segundo mes de gestación), 3 (tercer mes de gestación), 4 (cuarto mes de 
gestación), 5 (quinto mes de gestación), 6 (sexto mes de gestación), 7 (séptimo mes de gestación), 8 (octavo mes de 
gestación), 9 (noveno mes de gestación), 10 (diez días después de parir). Medias con distinta literal son diferentes (P<0.05). 
n = 8. 
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5.2 NIVELES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN PLASMA  

 En la Figura 2, se muestran los resultados de la prueba de TBARS, en los datos obtenidos 
se observó un aumento en la lipoperoxidación a partir del cuarto mes hasta los nueve meses de 
gestación (102.36 – 61.28 nmol MDA); así como en el grupo 10 (111.62 nmol MDA). Se observó una 
disminución en la lipoperoxidación a partir del primer mes de gestación hasta el tercer mes de 
gestación (37.48-55.71 nmol MDA). P<0.05. 

 

 

 

 

Figura 2. CONCENTRACIÓN DE MDA EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 
Grupos: 1 (primer mes de gestación), 2 (segundo mes de gestación), 3 (tercer mes de gestación), 4 (cuarto mes de 
gestación), 5 (quinto mes de gestación), 6 (sexto mes de gestación), 7 (séptimo mes de gestación), 8 (octavo mes de 
gestación), 9 (noveno mes de gestación), 10 (diez días después de parir). Medias con distinta literal son diferentes (P<0.05). 
n = 8. 
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5.3 ACTIVIDAD DE LA GLUTATIÓN PEROXIDASA EN PLASMA 

 En la Figura 3, se presenta la actividad de la enzima glutatión peroxidasa; en donde se 
observó un aumento en el séptimo mes de gestación (112.40 μmol NADPH). No se encontraron 
diferencias en los demás grupos (10.62 a 57.78 μmol NADPH), P<0.05. 

 

 

 

Figura 3.  CONCENTRACIÓN DE NADPH EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 
Grupos: 1 (primer mes de gestación), 2 (segundo mes de gestación), 3 (tercer mes de gestación), 4 (cuarto mes de 
gestación), 5 (quinto mes de gestación), 6 (sexto mes de gestación), 7 (séptimo mes de gestación), 8 (octavo mes de 
gestación), 9 (noveno mes de gestación), 10 (diez días después de parir). Medias con distinta literal son diferentes (P<0.05). 
n = 8. 
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5.4 CONCENTRACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO EN PLASMA 

 En la Figura 4, se presentan los resultados de vitamina C en donde se observaron valores 
elevados en los grupos de uno, tres y cinco meses de gestación (75.6, 65.70, 60.41 nmol de vitamina 
C respectivamente), el valor más bajo se encontró a los 8 meses de gestación (29.07 nmol vitamina 
C), no se encontraron diferencias en los demás grupos (53.64 a 41.01 nmol vitamina C), P<0.05.  

 

 

 

Figura 4. CONCENTRACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO EN EL PLASMA DE VACAS LECHERAS 
Grupos: 1 (primer mes de gestación), 2 (segundo mes de gestación), 3 (tercer mes de gestación), 4 (cuarto mes de 
gestación), 5 (quinto mes de gestación), 6 (sexto mes de gestación), 7 (séptimo mes de gestación), 8 (octavo mes de 
gestación), 9 (noveno mes de gestación), 10 (diez días después de parir). Medias con distinta literal son diferentes (P<0.05). 
n = 8. 
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6 DISCUSIÓN 

El período comprendido entre el final de la gestación y principios de la lactancia (período  de 
transición) es la etapa más comprometida del ciclo productivo (Gitto et al., 2002). La duración de 
este período es definido por diferentes autores como las últimas cuatro semanas antes del parto y 
las  primeras cuatro semanas después del parto (Goff et al., 1997). El periodo de transición es 
especialmente crítico para la salud y el desempeño productivo de las vacas lecheras (Shanks et al., 
1981). Las vacas lecheras son susceptibles a desarrollar un cuadro de mastitis durante el periodo de 
transición, la incidencia de este cuadro está relacionada con cambios en la composición, magnitud 
y eficiencia del sistema de la glándula mamaria (Sordillo, 2005). Existen numerosos factores 
genéticos, fisiológicos y ambientales que comprometen el mecanismo de defensa del huésped 
durante el periodo de transición (Sordillo et al., 2005; Sordillo et al., 2002). La síntesis de leche y su 
secreción están acompañados de una alta demanda de energía y por lo tanto un incremento en los 
requerimientos de oxígeno (Gitto et al., 2002; Waller, 2000). Este incremento en la demanda de 
oxígeno favorece un aumento en la producción de ROS, originando un cuadro de estrés oxidativo 
(Brzezinska-Slebodzinska and Miller et al., 1994). Al respecto, un incremento en los niveles de TBARS 
durante el periodo de transición, ha sido reportado por varios autores (Bernabucci et al., 2005; 
Bouwstra et al., 2008; Miller, Brezezinska-Slebodzinska et al., 1994; Castillo  et al, 2000; Castillo et 
al, 2005), esta información coincide con los resultados de TBARS, obtenidos en este trabajo (Figura 
2), situación que confirma la presencia de un cuadro de estrés oxidativo a partir del segundo tercio 
de la gestación y durante el periodo de transición.  

Los sistemas de alimentación basados en forraje verde, mejoran el estado oxidativo del animal 
debido a su alto contenido de antioxidantes, como la vitamina A, vitamina E y el selenio, los cuales 
juegan un papel importante en la salud y la producción  del animal (Descalzo et al., 2005). Cuando 
la disponibilidad de forraje es limitada y se suplementa con ensilado, el cual se sabe que es pobre 
en antioxidantes (Ballet et al., 2000), se favorece el desarrollo de un cuadro de estrés oxidativo. La 
medición de la capacidad antioxidante en el plasma describe el equilibrio dinámico entre los 
compuestos pro-oxidantes y antioxidantes, por lo que resulta ser un excelente indicador del 
bienestar animal (Celi, 2011). En ausencia de valores reportados en la literatura sobre la capacidad 
antioxidante en rumiantes durante la gestación, los resultados observados en este trabajo sobre  el 
poder antioxidante (FRAP) podrían ser un valor de referencia para evaluar el estado antioxidante 
del animal. La disminución gradual de la protección antioxidante (FRAP) en el segundo tercio de 
gestación y cercana al periodo de transición (Figura 1) coincide con el aumento progresivo en el 
proceso de peroxidación de los lípidos plasmáticos (TBARS) en la vaca lechera (Figura 2), situación 
metabólica que refleja el desarrollo de un cuadro de estrés oxidativo previo al parto, esta 
observación coincide con lo reportado por Miller et al., 1993 y Castillo et al, 2005. 

El ácido ascórbico es considerado como un  biomarcador de estrés oxidativo y es un indicador 
del estado antioxidante del individuo (Chew, 1993). El ácido ascórbico actúa como un secuestrador 
de radicales libres y como reductor de los radicales tocoferoxil, restaurando la actividad 
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antioxidante de la vitamina E. (Chaiyotwittayakun et al., 2002; Bendich, 1992). Por otro lado, en la 
literatura se  menciona, que la adición de ácido ascórbico (vitamina C) a la dieta, aumenta la 
concentración de inmunoglobulinas plasmáticas en ganado lechero (Blair et al., 1984), y que en la 
presencia de cuadros de mastitis, los niveles de vitamina C plasmáticos se encuentran disminuidos 
(Ranjan et al., 2005; Weiss et al, 2004). No hay datos reportados en la literatura sobre los niveles 
plasmáticos de ácido ascórbico durante el ciclo productivo de la vaca lechera que nos permitan 
comparar con lo aquí encontrado (Figura 4), sin embargo, este resultado muestra una disminución 
progresiva a partir del séptimo mes de gestación, condición que sugiere un desgaste en la protección 
antioxidante del animal. 

La enzima glutatión peroxidasa (GSH-Px) es una metaloenzima que forma parte del sistema 
glutatión, señalado como el principal sistema antioxidante en el organismo (Ceballos, 1999). La 
actividad de la GSH-Px contribuye a la defensa oxidativa del tejido animal al catalizar la reducción 
de hidrógeno y lipoperóxidos,  por lo que los valores de su actividad se consideran como un 
indicador de estrés oxidativo (Flohe, 1973). Así mismo, la actividad de la GSH-Px en plasma ha sido 
usada como un indicador de los niveles  de selenio (Se) en ganado lechero en pastoreo, debido a la 
alta correlación encontrada entre el Se dietario y la actividad de la enzima (Ceballos, 1998; Santiago 
et al., 2005; Ceballos et al., 1999,  López et al., 1997). Por otro lado, existen varios estudios en los 
que se reporta una disminución en los niveles plasmáticos de GSH-Px durante el periodo de 
transición, sugiriendo la presencia de un cuadro de estrés oxidativo en la vaca (Celi et al.,2008; 
Sordillo et al., 2007; Celi et al., 2010). Estos últimos datos se ajustan a lo observado en este trabajo, 
con lo cual se confirma el desequilibrio metabólico a favor de los oxidantes alrededor del periparto  
(Figura 3), sin embargo, se carece de mayor información bibliográfica sobre el comportamiento de 
la actividad de la enzima durante los primeros meses de gestación y su posible relación con los 
niveles de selenio en vacas estabuladas.  

El conocer la fisiopatología del estrés oxidativo nos permitirá diseñar una terapia específica de 
antioxidantes. Es necesario ampliar la información sobre el establecimiento de un conjunto de 
biomarcadores de estrés oxidativo, que nos permita apoyar el tratamiento preventivo en vacas 
lecheras. 
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7 CONCLUSIONES 
 
 Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se sugiere  la inclusión de 
antioxidantes en la dieta de la vaca lechera a partir del segundo tercio de gestación y hasta 
el final del periodo de transición, con el propósito  de controlar la producción basal de 
especies reactivas del oxígeno durante este periodo y evitar así, el desarrollo  de un cuadro 
de estrés oxidativo que pudiera ser el responsable de algunas alteraciones metabólicas 
presentes en el periparto. 
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8 Anexo  

Cuadro 1. CONCENTRACIÓN DE Fe [II] EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 

Todos los valores están expresados en medias, n=8 para cada grupo. 
Medias con distinta literal son diferentes (P< 0.05). 

 

Cuadro 2. NIVELES DE LIPOPEROXIDACIÓN EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 

ETAPA PRODUCTIVA Niveles de MDA nmol/ml en plasma 
1 mes de gestación 0.451 

bc
 

2 meses de gestación 0.399 
bc

 
3 meses de gestación 0.49  

bcd
 

4 meses de gestación 0.817 
ad

 
5 meses de gestación 0.918  

a
 

6 meses de gestación 0.693 
a
 

7 meses de gestación 0.658 ac 
8 meses de gestación 0.974 

a
 

9 meses de gestación 0.705 
ac

 
10 días después de parir 1.155 a 

Todos los valores están expresados en medias, n=8 para cada grupo. 
Medias con distinta literal son diferentes (P< 0.05). 
 

 

 

ETAPA PRODUCTIVA Niveles de nmol de Fe  (II)/ml plasma 
1 mes de gestación 1.293 

bce
 

2 meses de gestación 1.747 
a
 

3 meses de gestación 1.308 
c
 

4 meses de gestación 1.754 
a
 

5 meses de gestación 1.488 
cd

 
6 meses de gestación 1.506 

d
 

7 meses de gestación 1.261 
be

 
8 meses de gestación 1.337 

ce
 

9 meses de gestación 1.309 
ce

 
10 días después de parir 1.0876 b 
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Cuadro 3. ACTIVIDAD DE LA GLUTATIÓN PEROXIDASA EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 

ESTADO PRODUCTIVO μmol NADPH/min/l plasma 
1 mes de gestación 26.31 

b
 

2 meses de gestación 10.62 
b
 

3 meses de gestación 13.49 
b
 

4 meses de gestación 26.84 
b
 

5 meses de gestación 42.10 
ab

 
6 meses de gestación 57.78 

ab
 

7 meses de gestación 112.40 
a
 

8 meses de gestación 41.38 
ab

 
9 meses de gestación 25.52 

b
 

10 días después de parir 34.90 
ab

 
Todos los valores están expresados en medias, n=8 para cada grupo. 
Medias con distinta literal son diferentes (P< 0.05). 
 
 
 
Cuadro 4. CONCENTRACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO EN PLASMA DE VACAS LECHERAS 

ETAPA PRODUCTIVA nmol de ácido ascórbico/ml en plasma 
1 mes de gestación 75.6 

a
 

2 meses de gestación 49.80 
bc

 
3 meses de gestación 65.70 

a
 

4 meses de gestación 49.52 
bc

 
5 meses de gestación 60.41 

a
 

6 meses de gestación 53.64  
b
 

7 meses de gestación 48.42 
bc

 
8 meses de gestación 29.07 

c
 

9 meses de gestación 41.01 
bc

 
10 días después de parir 50.70 

b
 

Todos los valores están expresados en medias, n=8 para cada grupo. 
Medias con distinta literal son diferentes (P< 0.05). 
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