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RESUMEN

Con la finalidad de evaluar el efecto de la sombra sobre la concentracion de
Progesterona (P4) durante el ciclo estral en ovejas a pastoreo, se realizd un estudio
utilizando 20 hembras adultas, las cuales fueron distribuidas al azar en dos tratamientos:
SOMBRA: pastoreo de pasto estrella (Cynodon plectostachyus) y confinamiento en
corrales en las horas de mayor temperatura ambiente y radiacion global (12:00 — 14:00)
bajo techo de lona y SOL.: en condiciones de pastoreo similar al grupo anterior, pero sin
disponibilidad de sombra natural o artificial entre las 12:00 y 14:00 horas. Se realizo la
caracterizacion meteoroldgica del area utilizando estaciones meteoroldgicas portéatiles y
termometros de bulbo negro en cada uno de los potreros, dentro de los corrales de
confinamiento, tomando registro de temperatura ambiente (TA; °C), humedad relativa
(HR; %) radiacion global (Rg; W/m?), temperatura de globo negro (TGN) y se calculd
el indice de temperatura y humedad (ITH) para ambas condiciones. Se estimaron los
indices fisioldgicos, temperatura corporal (TC), frecuencia respiratoria (FR) y se
midieron las concentraciones de cortisol (CORT) y progesterona (P4) durante 20 dias
consecutivos. En las variables climaticas, no hubo diferencias significativas entre los
valores promedios diarios para TA, HR e ITH (P>0,05) pero si parala Rgy la TGN
entre los tratamientos (P<0,01), siendo estas de 207,8 + 286,55 W/m’contra 57,9
+93,0W/m? y 45,3+2,8 °C contra 37,0+ 1,9 °C en SOL y SOMBRA respectivamente.
Los indices fisioldgicos, TC (39,4+0,17 °C y 39,3+0,10 °C) y FR (139,6+4,6contra
112,3 £3,0 mov/min) fueron mayores en SOL que en SOMBRA (P<0,01). Las
concentraciones de CORT no mostraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
(P>0,05), mientras que los niveles séricos de Pjacumulada durante el ciclo estral fueron
mayores en SOL 108,58 +4,8 ng/mL que en SOMBRA 73,64+ 2,7ng/mL.

Palabras Claves: Progesterona, Cortisol, Ciclo estral, Radicacion global, Sombra.
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l. INTRODUCCION

En las proximas décadas se espera un incremento en la demanda de la
produccién de alimentos a nivel mundial. Lo anterior supone que uno de los principales
desafios de la humanidad es tratar de garantizar la seguridad alimentaria de la poblacién
humana (Roca, 2011).En paralelo el cambio climéatico, compromete el alcance de las
metas debido a los efectos sobre la produccion vegetal, asi como animal.

Los ovinos, como otros animales homeotermos y/o endotermos, tienen la
capacidad de regular su temperatura corporal para mantenerla, dentro rangos
fisioldgicos, cuando se encuentran en condiciones ambientales termoneutrales o de
bienestar térmico (Fraser y Broom, 1997), sin embargo, cuando éstos son sometidos a
temperaturas ambientales superiores a las definidas en estos rangos, responden mediante
diferentes mecanismos de disipacion de calor, tanto sensibles como insensibles o
evaporativos que, cuando son insuficientes, provocan incrementos en la temperatura
corporal, ocasionando estrés térmico o calérico (Chemineau, 1992).En condiciones
tropicales, la temperatura ambiente, la humedad relativa y radiacion global pueden
presentarse elevadas la mayor parte del afio, por lo que podrian generarse situaciones de
estrés caldrico que pueden explicar, al menos en parte, el bajo desempefio productivo y
reproductivo de la mayoria de las especies de interés zootécnico en la zona (Arias,
2008; FAO, 2009) y en particular en algunos rebafios de pequefios y grandes rumiantes
manejados a pastoreo.

Los efectos del estrés caldrico sobre la produccion animal han sido ampliamente
reconocidos. En grandes y pequefios rumiantes se ha observado, disminucién en el
consumo de alimento (West, 2003), baja tasa de crecimiento, reduccion en la
produccién de leche (Fuguay, 1981; Nonaka et al.,, 2008), incremento en la
susceptibilidad a las enfermedades (West, 1992) y fallas reproductivas (Vélez y Uribe-
Velasquez, 2010). Con respecto a las fallas reproductivas, algunos autores sefialan que
el estrés calorico se asocia con aumentos en la mortalidad embrionaria (Hansen y
Arechiga, 1999), alteraciones en la dinamica folicular yen el desarrollo del cuerpo luteo
afectando la produccion de progesterona (Uribe et al., 1998; Vélez y Uribe-Velasquez,
2010).

La concentracion de progesterona durante el ciclo estral de la hembra esta
claramente estudiada en todas las especies animales, incluida la mujer. Sin embargo,

estudios para evaluar su concentracién pueden suministrar informacion reproductiva de
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interés, sobre todo para determinar la ciclicidad y/o gestacion de hembras en edad
reproductiva. Dentro de las funciones de la progesterona se encuentran estimular el
instinto materno, la implantacion embrionaria, el mantenimiento de la prefiez (Barrera,
2007) entre otras. En hembras ciclicas, sus niveles incrementan en el diestro y
disminuyen en el proestro y estro (Ramirez, 2006).

Estudios en vacas lecheras asocian las bajas concentraciones de progesterona con
fallas en la concepcion, por el efecto de la misma sobre el desarrollo embrionario y
ademas porque sus bajos niveles pueden dificultar el reconocimiento materno de la
gestacion a nivel uterino. En este sentido, al haber menos progesterona, el desarrollo del
embrion serd mas lento y/o por otra parte, los mecanismos que inician la secrecion
pulsétil de prostaglandina F,a (PGF.0) podrian debido a la relacion anormal entre
progesterona y estradiol (Lamming y Mann, 1995). El efecto del estrés calorico sobre
los niveles de progesterona en ovinos ha sido poco estudiado, los reportes son
contradictorios, incluso en vacas (Rodriguez et al., 2009). En este sentido, Uribe-
Velasquez et al. (2001) y Rodriguez et al.(2009) plantean que dicho estrés no tiene
efectos sobre las concentraciones de progesterona. Sin embargo, Ponce et al. (1978),
reportan niveles elevados de esta hormona en vacas lecheras en condiciones de estrés
térmico, mientras que Hill y Alliston (1981) observaron una disminucion en los niveles
plasmaticos progesterona en ovejas bajo igual condicion.

Conociendo los efectos nocivos del estrés por calor sobre los animales, diversas
alternativas se han propuesto para minimizar el impacto de este sobre las variables
productivas, reproductivas y de salud en los mismos. En condiciones de pastoreo, tanto
de grandes como pequefios rumiantes, el suministro de sombra pudiera ser una
estrategia de manejo que minimice el impacto del estrés térmico, al representar un lugar
de resguardo durante las horas mas calurosas del dia, mitigando los efectos ambientales
negativos generados por la alta carga radiante y mejorando el bienestar de los animales
(Navas, 2010; Pinto-Santini et al., 2014). Estudios preliminares del efecto del uso de la
sombra sobre la edad a la pubertad en borregas West African, medida a través de los
cambios en las concentraciones de progesterona, no mostraron efectos de la
disponibilidad de sombra artificial sobre esta variable (Pigliacampo, 2014); sin
embargo, este autor reportd valores elevados de progesterona, de dificil explicacion
bioldgica en animales pre-puberes, en cinco del grupo sin acceso a sombra y dos en el
grupo con sombra, por lo que estudios sobre los efectos de los elementos climaticos,

entre ellos la radiacion global, sobre la secrecidn de esta hormona son necesarios.



El presente trabajo tiene como objetivo general, determinar el efecto de la sombra
sobre la concentracién de progesterona durante el ciclo estral en ovejas a pastoreo,

teniendo como objetivos especificos:

1) Caracterizar las condiciones meteorolégicas de la zona de estudio a través de los
elementos climaticos, radicacion global, temperatura del aire, temperatura del globo
negro, humedad relativa, e indice de temperatura y humedad en las condiciones de
sol y sombra.

2) Cuantificar los parametros fisiologicos, frecuencia respiratoria y temperatura
corporal en las horas de mayor radiacion global como indicadores fisiologicos de
estrés térmico en los animales.

3) Determinar el efecto del uso de sombra en horas de mayor radiacién global sobre
la concentracion sérica de cortisol en ovejas West African en condiciones de
pastoreo.

4) Determinar la correlacion lineal simple entre los elementos climéticos y las
concentraciones de cortisol en ovejas adultas de la raza West African en condiciones
de pastoreo.

5) Determinar el efecto del uso de sombra en las horas de mayor radiacion global,
sobre la concentracion sérica de progesterona durante el ciclo estral en ovejas

adultas de la raza West African en condiciones de pastoreo.



1. MATERIALES Y METODOS

1. Ubicacion y duracion del experimento

El ensayo se realizd en el Laboratorio Seccion Ovinos del Instituto de
Produccion Animal (IPA), de la Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, situado en El Limon, Maracay, Estado Aragua, localizado a 455 msnm,
presentando un clima predominante de Bosque Seco Tropical (Holdridge, 1979), con
una precipitacion de 600 a 800 mm anuales, concentrados entre los meses de mayo a
octubre. La temperatura promedio del aire es de 26,5 °C, con minimas de 21 °C y
méaximas de 32 °C, mientras que la humedad relativa es de 60% y 80% en los meses
secos y humedos respectivamente (USICLIMA, 2012). El ensayo tuvo una duracion de
35 dias, entre los meses de Abril y Mayo del afio 2015 y contd con un periodo de
acostumbramiento representado por los primeros 12 dias del experimento y 20 dias de

muestreo para determinaciones de parametros fisioldégicos y hormonales.
2. Manejo del Rebafio

Se utilizaron 20 ovejas adultas vacias de la raza West African con edad maxima
de cinco afios y de tres 0 mas partos. EI manejo de los animales fue en semi-
estabulacion, con pastoreo continuo de pasto estrella (Cynodon plectostachyus) y agua
ad libitum en las horas del dia (8:00 y 15:00) y confinamiento en corrales consumiendo
pacas de heno, alimento concentradol6 % PC y suplementacion mineral el resto del
tiempo (15:00 a 8:00 horas). En el periodo comprendido entre las 12:00 y 14:00 horas,
los animales fueron trasladados, a corrales disefiados para la aplicacién de los
tratamientos, a pequefios corrales de 30 m? ubicados a un extremo de cada potrero.
Durante este tiempo, los animales disponian de agua para bebida y pacas de heno a

voluntad.
3. Protocolo de Sincronizacion de celo

Con la finalidad de sincronizar el ciclo estral de las ovejas para la determinacion
de las concentraciones de progesterona, las mismas fueron sometidas al siguiente
protocolo: aplicacién de una dosis luteoliticas de Vetaglan (Cloprostenol, analogo de
prostaglandina F,a; ImL por animal; 75 pg/mL)el dia cero (0) y doce (12) del
experimento y una aplicacion de Conceptal (Acetato de Buserelina, analogo de la



hormona liberadora de gonadotropinas o0 GnRH; 1 mL por animal; 100 pg/mL) el dia
diez del ensayo (Figura 1).

La aplicacion de la doble dosis de Vetaglan tuvo como objetivo inducir la
regresion del cuerpo luteo, al disminuir el riego sanguineo hacia el mismo para lograrla
apoptosis celular, e inducir la permanencia de foliculos dominantes que posteriormente
lograrian ovular, siendo que, si en la primera inyeccion este efecto no se lograba, en la
segunda, la posibilidad de presencia de cuerpo lateo activo fuese mayor.
Adicionalmente, la aplicacién de Conceptal, se realizo con la finalidad de estimular la
produccion de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), para
estimular la maduracion final del foliculo y su ovulacién, asi como luteinizacion de las
células de la granulosa y de la teca, generando de esta manera un nuevo cuerpo liteo
(Franco y Uribe-Velasquez, 2012; Lozano et al., 2012).

10 Dias 12 Dias

0 Dia
Figura 1. Protocolo de sincronizacion experimental con doble dosis luteolitica de

Cloprostenol y dosis Unica de Acetato de Buserelina.

4. Disefo del experimentos.

Las ovejas fueron asignadas, bajo un disefio completamente aleatorizado, a dos
grupos o tratamientos (SOMBRA Y SOL, respectivamente). En el tratamiento
SOMBRA (n=10), los animales fueron trasladados diariamente a un corral techado de
30 m? (3 m¥/animal) y mantenidos bajo sombra entre las 12:00 y 14:00 horas, siendo
éstas de mayor radiacion global en la zona, segun estudios anteriores (LOpez et al.,
2015). El techo fue elaborado con malla para sombreadero color verde y fue dispuesto
en sentido Este-Oeste. En el tratamiento SOL (n=10), similar al grupo de SOMBRA, los

animales eran trasladados a un corral de la misma dimensién (30 m?) y por el mismo



periodo de tiempo (12:00 a 14:00 horas) pero sin disponibilidad de sombra natural o

artificial.

5. Variables evaluadas
5.1.1. Variables meteorologicas del area de experimentacion

La caracterizacién de los elementos climaticos se llevd a cabo mediante registro
horario de las variables, radiacién global (W/m?), temperatura del aire (°C) y humedad
relativa (%) medidas a través de sensores electrénicos instalados a las estaciones
meteoroldgicas automaticas que fueron colocadas en los potreros donde permanecieron
los animales durante el estudio. En el caso del tratamiento SOMBRA, la estacion
meteoroldgica fue colocada bajo el techo para determinar las caracteristicas de los
elementos climaticos en las condiciones predominantes bajo sombra. También se
determind la temperatura de globo negro a las 12:00, 13:00 y 14:00 horas, mediante la
utilizacion de dos termdmetros de bulbo negro, que integran el efecto de la radiacion
neta, la temperatura del aire y la velocidad del viento, para cuantificar el intercambio de
energia radiante de los animales situados en los tratamientos. Estos termometros, uno
para SOL y otro para SOMBRA, fueron fabricados previamente de acuerdo con la
metodologia planteada por Souza et al. (2002) con la utilizacion de una esfera de
Policloruro de Vinilo (PVC) de 15 cm de diametro, pintada con pintura negra mate a la
cual se le introdujo de un termémetro de mercurio marca Brand (-20 a 250°C; 0,1 °C de

precision) hasta la parte central de la esfera.

Adicionalmente, se calculé el indice de temperatura y humedad (ITH) por hora,

mediante la formula planteada por Valtora y Gallardo (1996), donde:
ITH= (1,8 TA+32) - (0,55- 0,55 HR/100) X (1,8 TA - 26).
TA: Temperatura Ambiente (°C)
HR: Humedad Relativa (%)
5.2. Variables Fisioldgicas.
5.2.1. Frecuencia respiratoria (FR) y temperatura corporal (TC).

La medicion de la FR y TC se realizo las 14:00 horas, es decir, luego de la

aplicacion de los tratamientos. La FR fue calculada observando el numero de



expansiones costo-abdominales durante 60 segundos, con la utilizacion de un
cronometro digital a una distancia prudencial de los animales y siempre antes de la
captura, bajo condiciones de manejo bondadoso para la determinacion de la TC, la cual
se realizo con un termometro digital Testo 110 y una sonda de inmersion/penetracion,
introducida durante 20 segundos a nivel del recto de los animales a una profundidad

aproximada de 5 cm. La FR fue para la determinacion de la TC.

5.2.2. Concentracion sérica de Cortisol (CORT) y Progesterona (Py).

Las muestras de sangre para la determinacion de CORT y P,fueron tomadas
diariamente, a nivel de la vena yugular, utilizando para ello tubos de ensayo sin aditivos
y jeringas con inyectadoras plasticas de 5 mL. La hora de muestreo fue entre las 14:00 y
15:00horas (durante su permanencia en los corrales), alternando el grupo de inicio de
muestreo diariamente, para reducir el error experimental. Las muestras fueron tomadas
luego de la determinacion de la TC. Posteriormente, las muestras fueron llevadas al
Laboratorio de Estudios en Fisiologia de los Animales Domésticos en el Tropico
(LEFADOQT), donde se centrifugaron por 10 min a 3500 rpm para separar el suero de la
fraccion celular de la sangre. EI suero se extrajo con pipetas de 10 uL y se almacend en
viales a una temperatura de -20°C hasta el momento su andlisis en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la Universidad Central de

Venezuela.

La obtencion de las muestras para la determinacion de la concentracion de
CORT se realizd con un intervalo de 3 dias durante todo el experimento, incluido el
periodo de acostumbramiento. Las concentraciones de P, se determinaron por 20 dias
continuos a partir de la segunda inyeccion del analogo de PGF2a (dia 12 del
experimento). En ambos casos la determinacion se realiz6 mediante la metodologia de
inmunoadsorcion unido a enzimas (ELISA), utilizando kits comerciales especificos para
la determinacion cuantitativa de cortisol y progesterona en suero humano (Cortisol
ELISA y Progesterone ELISA; DRG Instruments GmbH Germany®, respectivamente).
Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo estuvieron en el rango de 10 -12 % y

10 a 15 %, respectivamente.



6. Anadlisis estadistico

Los elementos climaticos fueron analizados usando la metodologia de andlisis de
varianza (ANAVAR) a través del paquete estadistico StatView® de SAS, version 1992-
1998. Los modelos evaluados fueron: a) tratamientos (SOL vs. SOMBRA); b)
tratamientos y hora de medicion (registro horario diario y/o horas toldos diarias); c)
tratamiento y dia de experimentacion. En caso de diferencias entre medias, la prueba de

comparacion se realiz6 por Tukey-Kramer.

La concentracion de CORT y P4fue determinada por ANAVAR para medidas
longitudinales usando el procedimiento MIXED de SAS. Mediante la técnica de Littell et
al. (1998), se selecciond una estructura apropiada de varianza-covarianza. Las medias
fueron estimadas por minimos cuadrados y su comparacion se realizo a través de la
Prueba de Tukey. EI modelo incluyo efecto de tratamiento (SOL vs. SOMBRA), dia de
experimentacion (1, 3, 6...32 en el caso de CORT y 1, 2....20 en el caso de P) y su
respectiva interaccion. Para CORT, se utiliz6 la concentracion inicial como co-variable
debido a que los valores fueron diferentes entre tratamiento. Se calculo la P, acumulada
durante todo el periodo experimental y se analiz6 por ANAVAR incluyendo en el
modelo el tratamiento (SOL vs. SOMBRA). Adicionalmente, se determind el
coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre los elementos climéaticos y la
concentracion de CORT (SAS).



I11.  RESULTADOS Y DISCUSIONES.

1.1. Caracterizacion de las condiciones meteoroldgicas del area de experimentacion

En el Cuadro 1 pueden observarse los valores promedios diarios (xDE) y
durante las horas de aplicacion de los tratamientos (12:00 a 14:00 horas) de los

elementos climaticos evaluados y del ITH.

Cuadro 1.Medias (xDE) diarias y durante el periodo de 12:00 a 14:00 horas de los
elementos climaticos e ITH evaluados en los tratamientos SOL y SOMBRA.

Promedios Promedios Horas de
Diarios (+ DE) confinamiento (x DE)
(12:00-14:00 h)
Variables SOL SOMBRA SOL SOMBRA
Temperatura max. (°C) 34,1+1.4 34,014 33,7118 33,914
Temperatura media (°C) 26,1453 26,3+5,32 33,0+1,4 32,9+1,7
Temperatura min. (°C) 18,9+1,9 18,8+1,8 33,5+1,8a 31,9+2,2b
Humedad relativa (%) 66,5+22,2 65,6+£22,7 43,4+11,7a 39,7£9,9b
Radiacion global (w/m?) 207,8£286,5a 57,9+93,0b  659,9+191,a 101,7+50,9b
ITH (Unidades) 74,4+5,45 74,1+5,55 80,7+0,8a 80,1+0,7b

ab Diferente literal entre columnas indican diferencias significativas (P<0,01).

La radiacion global promedio (Rg) en las horas diurnas fue mayor en SOL que
en SOMBRA (P<0,01). El dia 3 del experimento se presento el valor mas bajo de Rg de
toda la experiencia. Posterior a este dia, los valores se presentan estables, aunque
mostrando una tendencia a la disminucién en la carga radiante a lo largo del periodo de
experimentacion (Figura 2a). En las horas de confinamiento (Figura 2e), los animales
del tratamiento SOL estuvieron expuestos a valores de Rg seis veces mayores que
aquellos del tratamiento SOMBRA. Esto quiere decir que el uso del toldo, como era de
esperarse, redujo la carga radiante sobre los animales en un 84,5 % y de esta manera, los
mismos pudieron, posiblemente, estar en una condicion de menor estrés, con respecto a

aquellos que no tuvieron acceso a sombra.

La temperatura promedio del aire (TA) fue 0,2 °C superior en SOL con respecto
a SOMBRA, sin diferencias entre tratamientos (P>0,05). Los valores minimos de
temperatura se observaron alrededor de las 06:00 horas en SOL y a las 04:00 horas en
SOMBRA, mientras que los maximos se presentaron alrededor de las 14:00 horas en

ambos tratamientos (Cuadro 1; Figura 2f). Lo anterior es caracteristico del
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comportamiento de este elemento climéatico, debido al balance energético y al
mecanismo de calentamiento del aire, es decir, la conveccion (Sendifia y Pérez, 2006).
Los valores de TA muestran una tendencia a disminuir a lo largo del ensayo (Figura
2b).

La TA en el ensayo estuvo por encima de los 25 °C en el 96,7 % y 93,5 % de los
dias en SOL y en SOMBRA respectivamente (Figura 2b). Segun Roca, (2011), cuando
la TA fluctta entre los 20 y 24 °C en vacas lecheras, inician la utilizacion de diversos
mecanismos para disipar el calor corporal y cuando se encuentran por encima de los
25°C, los mismos se encuentran en una situacion de estres, ocasionada por las altas
temperaturas ambientales y por tanto, requieren activar otros mecanismos de
termorregulacion. Saravia (2009), establece que cuando la TA promedio > 23°C y la
Tmax > 29 °C, pueden considerarse como temperaturas causantes de estrés calorico
también en vacas lecheras. Es importante destacar que los animales tanto del grupo de
SOL como de SOMBRA estuvieron sometidos a temperaturas medias y maximas
superiores a dicho valor en las horas diurnas, sin embargo, durante la noche las mismas
se mantenian por debajo de los 20 °C, lo que podria disminuir el efecto de las altas
temperaturas a las que se encontraban sometidos los animales durante algunas horas del
dia y por tanto, dichos animales posiblemente, lograron compensar la condicion de
estrés a la cual estuvieron expuestos, liberando calor por diversos mecanismos de

disipacion, como por ejemplo la radiacion y/o la conveccion.

En relacion a la humedad relativa promedio (HR), no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos (Cuadro 1; P>0,05) vy los valores méaximos se
manifestaron a las 06:00 y 05:00 horas en SOL y SOMBRA respectivamente, mientras
que los minimos se presentaron alrededor de las 14:00 horas en ambos tratamientos. A
pesar de no existir diferencias debidas al tratamiento, hubo efecto de los dias de
medicién sobre los valores de HR (Figura 2c; P<0,01).

La HR estuvo cercana al 70% en ambos tratamientos, correspondiendo con un
valor que Vélez y Uribe-Velasquez (2010) definen como apto para la cria de animales
domésticos, cuando la TA se encuentra en el rango de tolerancia o bienestar térmico
para los mismos. Sin embargo en las horas de confinamiento, la HR media fue 3,7 %
superior en SOL que en SOMBRA, mostrando diferencias significativas entre los
tratamientos (Cuadro 1;P<0,01).
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Figura 2.Radiacion global (W/m2) (a), Temperatura ambiente (°C) (b), Humedad
relativa (%) (c), e indice de temperatura y humedad (d) media diaria (00:00- 24:00 h) y
Radiacion global (W/m?) (e) Temperatura ambiente (°C) (f), humedad relativa (%) (g),
e indice de temperatura y humedad (h) media diaria durante el confinamiento (12:00 —

14:00 horas) en los tratamientos SOL y SOMBRA.

Es importante resaltar los altos valores de HR en dichas horas para ambos
tratamientos el dia 3 del ensayo, en comparacion con el resto de los dias de

experimentacién (Figura 2g). EI aumento en los niveles de HR, pueden ocasionar
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situaciones estresantes en los animales debido a un incremento en la sensacion térmica.
Luego de este evento, los valores de HR se estabilizan a partir de los dias 4 y 5, e inicia
un incremento paulatino de los mismos a lo largo del ensayo, lo que podria afectar los
mecanismos de termorregulacion de los animales por una dificultad para ceder calor al
medio debido a la alta HR.

El indice de temperatura y humedad (ITH) fue 0,3 unidades mayor en SOL que
en SOMBRA, sin diferencia entre tratamientos (P>0,05). Sin embargo, se presento
efecto del dia medicién (P<0,01). En este sentido, se observan valores de ITH mas altos
los primeros dias del experimento y los mas bajos entre los dias 7 y 25, aunque
manteniéndose por encima de las 72 unidades con excepcién del dia 9y los dias 9y 13
en SOL y SOMBRA respectivamente (Figura 2d), correspondiendo este valor con una
situacion de alerta y/o inicio de estrés. Ademas, durante las horas de confinamiento
(12:00 — 14:00 horas) en el tratamiento SOL, el ITH fue mayor que en el tratamiento
SOMBRA (P<0,01) en el 71,8 % de los dias (Figura 2h). Por tal motivo se puede decir
que los animales carentes de sombra durante las horas de mayor calor del dia, pudieron
presentar una condicion de estrés debido a las condiciones meteoroldgicas

predominantes en dichas horas.

La temperatura de globo negro (TGN) promedio fue 8,1 °C significativamente
superior en SOL que en SOMBRA (Cuadro 2; P<0,01). Esta depende de diversas
variables, entre ellas la Rg y la TA, las cuales presentan una alta correlacion(r) (Rg:
r=0,82 ; TA: r=0,32;P<0,01). De este modo, la oscilacion en estas variables, ocasiona
fluctuaciones en el valor de dicha temperatura y como los valores maximos de Rgy TA
se presentan entre las 12:00 y las 14:00 horas, también la mayor TGN se expresa

durante estas, debido a la interaccion entre dichas variables.

Cuadro 2.Medias (+DE) de temperatura de globo negro a las 12:00, 13:00 y 14:00
horas en los tratamientos SOL y SOMBRA.

Horas TGN (°C) SOL TGN (°C) SOMBRA
12:00
45,1+4,24 a 37,0£3,49 b
13:00
45,8+3,54 a 37,6£2,75b
14:00
45,0+3,83 a 36,6+2,54 b

ab Diferente literal entre columnas indican diferencias significativas (P<0,01).
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En general, durante el periodo de experimentacion la Rg mostrd una tendencia a
la disminucién de sus valores debido a la época del afio (Figura 2a), es decir, en
términos del régimen de este elemento climatico, durante el mes de abril se esperan
valores maés altos que en el mes de mayo, debido que en este ultimo, inicia la formacién
de nubes que absorben, reflejan y dispersan parte de la radiacion que va atravesando la
atmosfera. Por otro lado, debido a que la temperatura ambiente es manifestacion y
consecuencia de la radiacion global, es natural el mismo comportamiento en los valores
de TA (Figura 2b) y por tanto de la TGN, ya que la misma depende de la interaccion de
estas. Lo anterior, tiene como consecuencia un incremento en la HR por la disminucién
de la TA (r=-0,92; P<0,01), ya que el aire presenta una menor capacidad para contener

vapor de agua y encontrdndose el mismo cercano a la saturacion.

2.1 Variables fisioldgicas

2.1.1 Frecuencia respiratoria (FR)

La FR se vio afectada por el tratamiento, dia de medicion e interaccién
tratamiento x dia (P<0,01). En este sentido, se observa que los animales de SOL
presentaron medias estimadas + DE (mov/min) de 139,6+4,6contrall2,3+3,0del grupo
de SOMBRA (P<0,01). Con respecto al dia de medicién, aquel donde se presento la
mayor FR en el tratamiento SOL, fue el dia 28 del ensayo con 179,6 mov/min, mientras
que en el tratamiento SOMBRA, aquel donde ocurrid el valor maximo, fue el dia 5, con
158,12 mov/min. Por otro lado, la menor FR presentada en los tratamientos fue 95,2 y
72,1dmov/min en SOL y SOMBRA, los dias 3 y 12 respectivamente. Tomando en cuenta
los valores fisioldgicos de FR en ovinos (12 y 20 mov/min), el nimero de
aspiraciones/minuto observados en esta investigacion indican que los animales de
ambos tratamientos incrementaron su FR con la finalidad de termorregularse. Fontez et
al. (2003), observaron FR significativamente mayores en horas de la tarde con respecto
a la mafana (96,4 contra 64,3 mov/min), valores que contrastan con los observados por
Pinto- Santini et al.(2014), donde los animales presentaron 47 y 44 mov/min contra 59 y
52 mov/min en horas de la mafiana y de la tarde en los tratamientos SOL y SOMBRA

respectivamente.

En este sentido, las diferencias en la FR podrian deberse entre otras cosas a las
variables climaticas, ya que en el trabajo realizado por este ultimo autor, las

condiciones en las cuales se realizo el experimento correspondian a la época lluviosa, es
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decir, con mayor nubosidad y por ende menor Rg recibida en ambos tratamientos. Lo
anterior podria explicar de alguna manera el efecto de las variables climéticas y
temporales sobre este indice fisiolégico. Con base en lo anterior, De Oliveira et al.
(2013), observaron que en ovejas de la raza Santa Inés, se ve afectada la FR por la
presencia de sombra asi como por la época del afio (Fria o Caliente), obteniendo valores
de 36,8 y 30,2 mov/min en SOL y SOMBRA respectivamente durante la temporada
fria(23,8 a 25,1 °C), mientras que en la época méas calurosa del afio(27,7 e 28,9 °C)
observaron FR de 54,9 y 46,9 mov/min en SOL y SOMBRA respectivamente.

2.1.2 Temperatura corporal (TC).

Esta variable se vid afectada por el tratamiento, dia de medicion e interaccion
tratamiento x dia (P<0,01). En este sentido, los valores medios para los tratamientos
SOL y SOMBRA, fueron de 39,4+ 0,17 °C y 39,3+0,10 °C respectivamente (P<0,01), lo
que indica que la misma estuvo dentro de los rangos fisiol6gicos normales para ovinos
(38 — 40 °C). Los animales del tratamiento SOL siempre estuvieron por encima de
aquellos animales que estuvieron bajo SOMBRA. Esta variable presentd valores
méaximos de 40 °C y 39,6 °C en los animales del tratamiento SOL y SOMBRA
respectivamente, presentandoselos mismos en los primeros dias del experimento,
mientras que las menores TC fueron de 39,2 °C en el tratamiento SOL y 39,1 °C en el
de SOMBRA, correspondiendo los dias 3 y 20 del ensayo respectivamente. La TC
muestra una tendencia a la disminucién de sus valores a lo largo del ensayo a pesar de
su gran variabilidad (Figura 3b). Este comportamiento se atribuye a una disminucién en
las variables TA y Rg, causantes del incremento en la TC en los animales evaluados.
Por otro lado en el estudio realizado por Pinto-Santini et al. (2014), se observaron TC
superiores (39,7 °C) en horas de la tarde para ambos tratamientos, en comparacion con

las presentadas en esta investigacion.

De Oliveira et al. (2013), observaron diferencias significativas debidas al uso de
sombra y a la época del afo sobre este indice fisiologico, sin interaccion entre estos,
obteniendo que la TC en ovejas de la raza Santa Inés fue de 38,44 contra 38,29 °C en la
época fria (TA: 23,8 a 25,1 °C) y 38,50 contra 38,43 °C durante la temporada calurosa
(TA: 27,7 € 28,9 °C) en SOL y SOMBRA respectivamente.

Algunos estudios sugieren que el solo uso de los indices fisioldgicos TC y FR a

la hora de evaluar el grado de adaptacion de ovejas en ambientes tropicales no son
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suficientes, por lo que analizar las concentraciones de hormonas tiroideas y adrenales es
de suma importancia cuando se relacionan el estrés térmico y el metabolismo (Starling
et al., 2005).

a)Frecuencia Respiratoria media diaria i 40,0 4, b)Temperatura Corporal media diaria
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Figura 3. Frecuencia Respiratoria (mov/min) (a) y Temperatura corporal (°C) (b)media
diaria durante el ensayo en los tratamientos SOL y SOMBRA.

2.2.1 Concentracién sérica de Cortisol (CORT).

Durante el ensayo, las concentraciones promedio de CORT en SOL presentaron
una tendencia a ser superiores (42,5+ 11,4 ng/mL) que en SOMBRA (29,8+7,7 ng/mL)
(P>0,05); esta tendencia se mantuvo a lo largo de todo el experimento, tal como se
observa en la Figura 4.

En contraste con esto, en el trabajo de Pigliacampo, (2014) en corderas West
African bajo las mismas condiciones, las concentraciones de CORT se vieron afectadas
por el tratamiento, semana y momento de evaluacién (P<0,01), obteniendo valores
superiores en SOL(26,4 + 19,9) ng/mL que en SOMBRA(19,7 £12,1) ng/mL al igual
que al comprar los niveles de cortisol en la mafiana (24,8 £17,2) ng/mL que en la tarde
(20,9 +15,8) ng/mL. Las diferencias observadas en los valores de cortisol pueden
deberse a que en el trabajo de Pigliacampo, las condiciones meteoroldgicas
correspondian a la época lluviosa, con menor carga radiante recibida por los animales en
el periodo experimental, por lo que podrian estar en una condicion microclimatica mas
confortable. Adicionalmente el trabajo de este autor, considerd la extraccion de
muestras de sangre una vez por semana mientras que en la presente investigacion la
recoleccion fue diaria y posiblemente, a pesar de la capacidad de adaptaciéon de los
animales a la rutina y presencia de las personas, podria asociarse el mayor nivel de
cortisol al dolor causado por las jeringas, incrementando de este modo las

concentraciones de esta hormona en las horas de evaluacién, mostrando niveles de
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CORT considerados por Thomson et al. (1995) como indicadores de estrés en corderos.
El elevado cortisol circulante puede causar alteraciones a nivel reproductivo ya que
bloguea o retrasa el desarrollo folicular y la presentacion del pico preovulatorio de LH
en ovejas (Daley et al., 1999), y disminuye la eficiencia reproductiva de los animales

bajo condiciones de estreés.
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Figura 4.Concentracion promedio de Cortisol (ng/mL), durante el periodo de
acostumbramiento y experimental total en SOL y SOMBRA.

El dia de medicion afectd la concentraciéon de esta variable (P<0,01). En este
sentido, en el primer dia del experimento, se presentaron los niveles méas elevados de
esta hormona en ambos tratamientos. Esto podria deberse a que los animales estaban
iniciando el ensayo y esta nueva situacion, increment6 las concentraciones séricas de
CORT. Sin embargo, al transcurrir los dias de experimentacion, estas concentraciones
muestran una tendencia a la disminucién de sus valores, salvo algunas variaciones en
los dias 10 y 22 en el tratamiento SOL, donde se incrementan las mismas, pero vuelven
a disminuir para mantenerse estables el resto del tiempo, mientras que en SOMBRA, a
pesar de que las concentraciones de CORT, muestran la misma tendencia del
tratamiento SOL, se presenta un aumento entre los dias 13 y 16, con disminucion de
dichas concentraciones en el dia 19 y posterior incremento el dia 22, para mantenerse
estables el resto del tiempo, lo que podria deberse a la capacidad de aclimatacion o
adaptacion de los animales ante un nuevo entorno, como se observo en los estudios de
Yates et al. (2010), en ovejas bajo un sistema de aislamiento, donde se presentaron
niveles mas altos de esta hormona a inicios del experimento (30-35 contra 40-45
ng/mL), en comparacion con el final del periodo experimental (5-15 contra 5-10 ng/mL)

en horas de la mafiana y de la tarde respectivamente.
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En referencia a la interaccion entre los elementos climaticos con la hormona del
estrés, no existe correlacion entre las variables TA(r=0,01), HR(r=-0,03) e ITH(-
0,03)con la misma (P>0,05). Sin embargo, Starling et al. (2005), sefialan que las
concentraciones de cortisol pueden sufrir elevaciones en ovejas Corriedale, por
incrementos en la TA y HR, observando valores superiores de esta hormona en verano
(15,42 ng/mL), con respecto a invierno (12,29 ng/mL), mientras que Ponce et al. (1999)
reportd niveles de cortisol de 8,7 y 13 ng/mL en vacas en invierno y verano
respectivamente. Abilay et al. (1975) observaron la respuesta del CORT en vacas
durante cuatro horas de exposicion a temperaturas ambientales de 42°C y humedad
relativa de 60%, reportando que los valores de esta hormona fueron 8,4; 17,9; 22,6 y
28,5 ng/mL al inicio; a los 80; 110 y 160 min de exposicion respectivamente. Cwynar et
al. (2014), observaron que ovejas expuestas a elevadas TA mostraron un incremento
significativo en las concentraciones de CORT, asi se presentaron niveles de esta
hormona de 1,7+1,6; 11,8+5,3 y 16,9 +5,1 ng/mL cuando estuvieron expuestos a 16; 30
y 50 °C respectivamente.

Por otro lado, la Rg y la TGN muestran una correlacion positiva y significativa,
aunque de media a baja, con el cortisol, es decir, a medida que aumentan la Rg y la
TGN, también lo hacen las concentraciones de cortisol (r=0,31 y r=021; P<0,01 para Rg
—CORT y TNG-CORT, respectivamente). Lo anterior supone que grandes variaciones
en estas variables climéaticas, ocasionan pequefias variaciones en las concentraciones
séricas de esta hormona, motivo por el cual los animales expuestos a Rg directa
mostraron niveles mas elevados de este glucocorticoide, por el impacto del agente

estresor, en este caso la radiacion recibida durante las horas mas calurosas del dia.
2.2.2 Concentracidn sérica de Progesterona (P,).

En la Figura 5se observan los resultados de las concentraciones de progesterona
(P4) obtenidas a partir de la segunda inyeccion del andlogo de PGF2a (dia 12 del
experimento). Los valores presentados corresponden a las medias estimadas de sélo
cinco animales por tratamiento; lo anterior, debido a que sélo los que respondieron al
protocolo de sincronizacion aplicado, segin lo tedricamente esperado de las

concentraciones de P,.

Los protocolos de sincronizacién en base a prostaglandinas o sus analogos

presentan como desventaja principal el que no logran sincronizar animales con anestro,
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es decir, requieren la presencia de un cuerpo luteo activo para poder ejercer su accion
(Gonzélez, 1993). Lo anterior, a pesar de que en el dia 10 se aplicd Acetato de
Buserelina, que favoreceria el crecimiento y maduracion de foliculos de una onda de
crecimiento folicular, tuvo una efectividad limitada ya que la misma dependeria de la
presencia de un cuerpo luteo que seria lisado con la segunda dosis de Cloprostenol, que
probablemente, no se presentd en el grupo de animales que no respondieron al

protocolo, tal como ha sido reportado por Lozano et al. (2012).

\ 4
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Figura 5.Concentracién de Progesterona (ng/mL), a partir de la segunda

inyeccion de Cloprostenol.

El resto de las hembras, presentd concentraciones muy bajas o muy altas (de
dificil explicacion biolégica) y tuvieron que ser descartados del andlisis. En este
sentido, el nimero limitado de animales que respondieron a la sincronizacién, permite
sugerir la necesidad de incrementar el nimero en nuevos estudios comprobatorios para
evaluar la relacion entre el estrés calérico y la reproduccién. En los estudios realizados
por Ponce et al. (1978); Rodriguez et al. (2009); Uribe-Velasquez et al. (2001) se
utilizaron 116, 32 y 6 animales respectivamente en sus ensayos. Similar al reporte del
presente trabajo, en el experimento de Pigliacampo (2014), se descartaron del analisis
reproductivo cinco animales del tratamiento SOL y dos de SOMBRA, debido a que
estos presentaron niveles de P4 muy elevados para corderas (>0,5 ng/mL y en algunos
casos >1 ng/mL) durante todo el periodo de experimentacion, por lo que no se descarta
la posibilidad de secrecion de P4 de origen adrenal, ya que ante situaciones estresantes,
el hipotalamo induce la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH),
que estimula la hipofisis para liberar hormona adrenocorticotropica (ACTH), y esta a su

vez estimula la secrecion de glucocorticoides desde la corteza adrenal (Alvarez, 2008),
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mas especificamente en la zona fascicular, donde se requiere de la interaccion de un
complejo grupo de enzimas que transforman el colesterol en el producto final en la
cadena de formacion de glucocorticoides, es decir, el cortisol. Conociendo las rutas
metabolicas de la sintesis de esteroides a nivel adrenal, probablemente en situaciones de
estrés puede presentarse una sobre estimulacion de la glandula adrenal para producir
cortisol, sin embargo, probablemente por carencia de enzimas para catalizar el
colesterol a la misma velocidad que se produce y por exceso de sustrato, el colesterol
solo logra convertirse en progesterona sin culminar la ruta hacia la formacion de
cortisol. En este sentido, Freitas-de-Melo et al. (2015), reportan elevaciones en los
niveles de progesterona Yy cortisol en animales expuestos a una prueba de aislamiento
social en ovejas en anestro, producto de una sobre produccion de ACTH, liberando P,
por la glandula adrenal, por lo cual dichas concentraciones pudieran considerarse como

un indicador de estrés en los animales.

Como se puede observar en la Figura 5, la concentracion de P4 en el tratamiento
SOL, estuvo en el rango de 0,5 ng/mL a 16,4 ng/mL, mientras que en el tratamiento
SOMBRA la misma estuvo entre los 0,28 ng/mL y 7,64 ng/mL. Como es de esperarse,
la misma aumenta a medida que avanzan los dias del ciclo estral, por lo que el dia de
medicion tuvo efecto sobre las concentraciones de P4 (P<0,01), ademaés el tratamiento y
la interaccién tratamiento x dia, ocasiona una diferencia significativa en la
concentracion de la misma en los animales evaluados, observandose valores de P,
acumulada durante el ciclo estral de 108,58 +4,8 ng/mL y 73,64+2,7 ng/mL en SOL y
SOMBRA respectivamente (P<0,01). Esto pudo deberse, posiblemente, a que las
ovejas del tratamiento SOL, presentaron un estrés agudo, teniendo asi una mayor
concentracion de corticoides en sangre con respecto a SOMBRA, tal como ocurrié en el
trabajo de Ponce et al. (1978); con vacas lecheras, donde los animales carentes de
sombra mantuvieron elevados niveles altos de P, durante todo el ensayo en

comparacion con aquellos que hicieron uso del toldo.

En contraste con este, Hill y Alliston, (1981) reportan que la progesterona
plasmatica entre los dias 7 y 13 del ciclo estral, disminuyd significativamente en
animales expuestos a elevadas temperaturas ambientales y humedad relativa, es decir,
animales que probablemente se encontraban en condicion de estrés térmico, efecto

contrario a lo observado en esta investigacion.
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Rodriguez et al. (2009) plantean que el estrés térmico no tiene efectos sobre la
concentracion de P4, ni sobre la duracion del ciclo estral en ovejas adaptadas (Pelibuey)
y no adaptadas (Sufflok) a clima célido, coincidiendo con los estudios realizados por
Uribe-Velasquez et al. (2001) en cabras Pardo Alpinas, donde las altas temperaturas
ambientales no tuvieron efecto sobre las concentraciones plasmaticas de P4 a pesar de

afectar las concentraciones de estradiol.

Para los animales que respondieron al protocolo de sincronizacion, en base a las
concentraciones de P, presentados, que se muestran en la Figura 5 y los reportes de la
literatura, se pueden establecer las fases del ciclo estral. Entre los dias 1 y 3, proestro o
periodo que antecede al celo, este se caracteriza por una rapida disminucion en los
niveles de progesterona, causada por la liberacion de PGF2a desde el endometrio
(Atuesta y Gonella, 2011). Desde el dia 3 hasta el 5, receptividad sexual o estro, etapa
del ciclo estral donde el foliculo preovulatorio alcanza su maximo tamafio (Lopez et al.,
1993) y los niveles de P, se mantienen en su minima expresion, aumentando los niveles
de LH, y provocando la ovulacion, la cual puede ocurrir de 24 a 36 horas luego de
iniciado el estro (Uribe-Velasquez et al., 2010). Este retraso en la aparicion del celo,
puede deberse a las condiciones estresantes generadas en ambos tratamientos, lo cual
afecta la ovulacion y por tanto, no hay formacion de cuerpo lGteo y por ello tardan en
aumentar las concentraciones de P,.Seguida a esta fase, entre los dias 5 y 6, inicia la
formacion del cuerpo amarillo o luteo, es decir, etapa de metaestro y seguido a este,
inicia la fase progestacional o Diestro (Ramirez, 2006), que segun las concentraciones
de progesterona (>1 ng/mL) (Uribe-Velasquez et al., 2008), inicia entre los dias 6 y 7,
teniendo una duracion aproximada de 13 a 14 dias. Es importante resaltar, que esta
Figura no muestra el momento en que las concentraciones de P, vuelven a encontrarse
por debajo de 1 ng/mL, por tanto en el dia 20 mostrado en la misma los animales

evaluados aln se encontraban en Diestro.
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IV.  CONCLUSIONES
El uso del toldo redujo la radiacion global en un 84,5 % en Sombra con respecto a
Sol. Lo anterior supone una disminucion en la carga radiante, por lo que los
animales en sombra podrian estar en una condicion mas favorable que aquellos

animales expuestos a Rg directa en las horas mas calurosas del dia.

La TA, HR e ITH, no fueron diferentes entre los tratamientos. Sin embargo los
valores observados, demuestran condiciones ambientales que pueden generar estrés

térmico en los animales de ambos tratamientos.

La temperatura de globo negro fue mayor en el tratamiento Sol (45,2 °C) que en
Sombra (37,1 °C). Lo anterior supone que los animales del tratamiento Sol,
presentan una mayor sensacion térmica y por tanto deben activar sus mecanismos de
disipacion de calor, con mayor gasto energético que los animales del tratamiento

sombra.

De manera general, la utilizacion del termometro de globo negro para determinar la
sensacion térmica de los animales puede promoverse a nivel regional como nacional
y a nivel cientifico como empirico, ya que da informacion de importancia y de suma
practicidad a la hora de determinar las condiciones microclimaticas en la que se

encuentran los animales.

La Temperatura Corporal y Frecuencia respiratoria fueron mayores en el tratamiento
Sol que en Sombra, teniendo asi que los animales sin acceso a esta, requieren activar
en mayor medida, los mecanismos de disipacion de calor como la FR, a fin de
mantenerse dentro del rango que permite el bienestar térmico, pero al ser
insuficiente esta ultima, aumenta la TC ocasionando una condicion de estrés

caldrico en los animales.

La concentracion de CORT, parece indicar que los animales carentes de Sombra
presentan mayor grado de estrés que aquellos que tuvieron acceso a la misma. Sin

embargo, de acuerdo a las concentraciones presentadas 48,16 £ 11,4 ng/mL vy 29,8
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+ 7,7 ng/mL en Sol y Sombra respectivamente, indican que ambos grupos

estuvieron bajo condiciones estresantes.

Las concentraciones de P4 durante las primeras fases del ciclo estral, presentan el
mismo comportamiento entre los tratamientos, es a partir del Diestro cuando inician
las diferencias marcadas en las concentraciones de esta hormona, presentdndose

valores acumulados de 108,58 ng/mL en Sol y 73,64 ng/mL en Sombra.

El uso de Sombra en los potreros durante las horas de mayor Rg y TA, parece evitar
el incremento en las concentraciones de Progesterona, posiblemente por una
disminucion de estimulo a nivel de la corteza adrenal. Lo que probablemente resulta
en una menor concentracion de colesterol que tome la ruta metabdlica hacia la
formacion de progesterona y por tanto de cortisol, al ser el colesterol el precursor de

ambas hormonas.

22



V. RECOMENDACIONES

Utilizar un mayor nimero de repeticiones por tratamiento, para lograr una
representatividad estadistica de los resultados, en el caso de animales que son
sometidos a protocolos de sincronizacion de celo, ya que no todos responden en

la misma medida a los mismos.

Extender el periodo de experimentacion y corroborar el comportamiento de las
hormonas (Cortisol y Progesterona) durante al menos dos ciclos estrales e
incluso evaluar el efecto acumulativo del cortisol sobre la eficiencia

reproductiva de los animales, por ejemplo, fertilidad.

Incorporar determinaciones de colesterol dado su rol como precursor de todas

las hormonas esteroides.

Ampliar las determinaciones hormonales e incluir otras hormonas asociadas a la
adaptacion metabdlica que pudieran contribuir a aclarar las respuestas
fisiologicas de los animales bajo estrés caldrico, por ejemplo, Triyodotironina
(T3) y Tiroxina (T4).

En estudios en los cuales se sometan los animales a protocolos de
sincronizacién, los mismo deberian aplicarse posterior al periodo de
acostumbramiento de la rutina por parte de los animales. Esto debido a que el
estrés causado por el cambio de actividades de los mismos, pudiera reducir la
eficiencia de sincronizacién de dichos animales, tal como pudo suceder en esta

experiencia.
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