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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto del acceso voluntario a sombra sobre
la concentracién de cortisol, insulina, glucosa,
colesterol total, nitrégeno ureico en sangre y perfil
hematolégico de corderas West African pastoreando.
Veinticuatro animales fueron asignados al azar a
los tratamientos (1): a) disponibilidad de sombra
(CS; n=12): pastoreo con acceso voluntario a
sombra artificial brindada por un techo de lona
verde; b) sin disponibilidad de sombra (SS;
n=12): pastoreo sin disponibilidad sombra. El
analisis estadistico de los datos se efectué por
medidas longitudinales. Hubo mayor secrecién de
cortisol en las corderas del T SS (P<0,01), las
cuales, a su vez, presentaron menor secrecién de
insulina (P<0,001), demostrando el antagonismo
entre ambas hormonas. El T CS presenté mayor
glicemia (P=0,04), lo que a su vez, pudiera
explicar su mayor concentracién de insulina. La
concentracién de colesterol y la serie eritrocitaria
no fueron afectadas por el T (P>0,05). El
colesterol total se redujo a lo largo del experimento
(P<0,001). Al final del experimento se presenté
hemoconcentracién (P<0,05), probablemente
debido a la activacién de mecanismos de termélisis

ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate
the effect of voluntary access to shade on the
concentration of cortisol, insulin, glucose, total
cholesterol, blood urea nitrogen and hematological
profile of West African lambs grazing. Twenty-four
animals were randomly assigned to treatments
(T): a) shade availability (CS; n=12): grazing
with voluntary access to artificial shade provided
by a green canvas roof; b) no shade availability
(SS; n=12): grazing without shade availability.
The statistical analysis of the data was carried out
by longitudinal measurements. There was greater
secretion of cortisol in the SS ewe lambs (P<0.01),
which, in turn, presented lower insulin secretion (P
<0.001), demonstrating the antagonism between
both hormones. The T CS presented higher
glycemia (P=0.04), which in turn, could explain
its higher concentration of insulin. The cholesterol
concentration and the erythrocyte series were not
affected by the T (P>0.05). Total cholesterol was
reduced throughout the experiment (P<0.001).
At the end of the experiment hemoconcentration
occurred (P<0.05), probably due to the activation
of thermolysis mechanisms in both T. The leukocyte
series was variable over time (P<0.05), reflecting
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en ambos T. La serie leucocitaria fue variable en el
tiempo (P<0,05), reflejando la homeostasis de los
animales. LLa disponibilidad de sombra para el grupo
con acceso voluntario afecté la secrecién de cortisol y
en consecuencia, el metabolismo energético y perfil
hematolégico de las corderas.

(Palabras clave: Cortisol; insulina; glicemia; serie
eritrocitaria; serie leucocitaria; estrés por calor;
corderas)

INTRODUCCION

El estrés calérico (EC) es una realidad subestimada
en los sistemas de produccién con rumiantes en
Venezuela. El EC provoca desérdenes metabélicos
[1], afecta la funcién reproductiva [2-4] e incrementa
la incidencia de enfermedades [2-4]. No obstante, ha
sido reportado que la presencia de sombra mitiga el EC
y ha sido ampliamente recomendada para favorecer el
bienestar térmico tanto en vacunos [5] como en ovinos
de pelo [6]. En condiciones de estrés se activa el eje
hipotalamo-hipéfisis-corteza adrenal provocando la
secreciéon de glucocorticoides [2]. LLa mayor secrecién
de cortisol produce incremento en la glicemia y secrecién
de insulina [7]. Pese a ello, en condiciones de EC, aun
cuando la sensibilidad a la insulina no es afectada, existe
una menor secrecién de insulina, en consecuencia, los
animales son menos eficientes en el uso de la glucosa,
tal como fue reportado en cabras [8]. Por lo tanto,
la glicemia y concentracién de insulina, relacionadas
con el estatus nutricional, pudieran ser utilizadas
como indicadores de las respuestas productivas [9],
adaptativas [10] y/o como biomarcadores de estrés
[11].

Los indices hematolégicos también pueden verse
afectados en rumiantes bajo EC [4, 12, 13]. Las
pérdidas de agua por evaporacién pueden provocar
hemoconcentracién [14, 15] Adicionalmente, se
reporta neutrofilia y linfopenia en cabras bajo EC [16],
como consecuencia de la mayor secrecién de cortisol
[17]. Hasta donde puede conocerse, no hay reportes
asociados a respuestas diferenciales de glébulos blancos
por EC en ovinos de pelo en condiciones tropicales.
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the homeostasis of the animals. The availability of
shade for voluntary access affected the secretion of
cortisol and, consequently, the energetic metabolism
and hematological profile of the female lambs.

(Key words: Cortisol; insulin; glycemic; erythrocyte;
leukocyte; heat stress; female lambs)

El acceso a sombra, al mitigar el efecto de la
radiacién solar, podria reducir la sensacién térmica
y disminuir la secrecién de cortisol en rumiantes a
pastoreo, mejorando la salud y el metabolismo de los
animales, de manera que, la hipétesis de este trabajo
es que la disponibilidad de sombra durante las horas
de pastoreo reduce la secrecién de cortisol, mejorando
el perfil hematolégico y metabélico de los ovinos de
pelo. Con base a lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto del acceso voluntario a
sombra artificial durante las horas de pastoreo sobre la
concentracién de cortisol, insulina, glucosa, colesterol,
nitrégeno ureico en sangre y el perfil hematolégico
de corderas West African bajo condiciones de clima
calido.

MATERIALES Y METODOS

El estudio tuvo lugar en el Laboratorio Seccién
de Ovinos del Instituto de Produccién Animal de
la Facultad de Agronomia, Universidad Central de
Venezuela, localizado a una altitud de 460 msnm. El
clima predominante es Bosque Seco Tropical [18].
Presenta una precipitacién de 600-800 mm anuales,
concentrada entre mayo y octubre, y una temperatura
promedio de 24°C y humedad relativa entre 65 y 85%.
El experimento, con una duracién de 14 semanas, se
realiz6 entre agosto y noviembre de 2012.

Se utilizaron 24 corderas West African con peso de
13,1+3,0 kg y una edad comprendida entre los 3-3'2
meses. [os animales fueron manejados en condiciones
de semi-estabulacién, consumiendo pasto estrella
(Cynodon nlemfluensis) a pastoreo en las horas
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diurnas (08:00 a 16:00) y confinamiento en corrales
el resto del tiempo. Se suplementé diariamente con
bloque mineral comercial y alimento concentrado a
base de subproductos de cerveceria (300 g/animal/
d; 16% de proteina cruda). Los animales fueron
desparasitados con Ivermectina al 1% al inicio del
ensayo (administrado por via subcutanea a razén de
1 mL/50kg de peso corporal).

Bajo un disefio completamente al azar, las corderas
fueron separadas en dos tratamientos: a) Tratamiento
con disponibilidad de sombra (CS; n=12): pastoreo
contintio en potrero con acceso voluntario a sombra
artificial, brindada con un techo de lona color verde
colocado en posicién este-oeste (altura de 1,8 m). La
superficie total de sombra fue 36 m?, equivalente a 3
m? por animal; b) Tratamiento sin disponibilidad de
sombra (SS; n=12): consisti6 en el pastoreo continuo
en potrero sin disponibilidad sombra.

Se realiz6 la caracterizacién climatica en CS y
SS a través del registro de la temperatura ambiente
(TA, °C), humedad relativa (HR, %) y radiacién
solar (RS, W/m?), obtenidas a través de sensores
electrénicos conectados a estaciones meteorolégicas
automaticas (Testo 625%) [6]. Se calculé el indice de
temperatura-humedad (I'TH), utilizando para ello la
conversién de Valtora y Gallardo [19].

Para la determinacién sérica de cortisol, insulina,
glucosa, colesterol total (COL) y nitrégeno ureico
(BUN), fueron tomadas muestras de sangre a nivel
de la vena yugular, cada dos semanas, en un dia
fijo, durante dos momentos del dia (AM: 08:00 h y
PM: 16:00 h). Estas muestras fueron colocadas en
tubos con gel activador de la coagulacién (Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)
mantenidos a temperatura ambiente por 1-2 h hasta
que se formara el coagulo; el suero fue obtenido por
centrifugacién a 1500 g, por 10 min y guardados,
a -20 C° en alicuotas de 2 mL en viales criogénicos
(Nalgene, Nalge, Company, Rochester NY, USA)
hasta su analisis.

La concentracién de cortisol e insulina fue
determinada por la metodologia de ensayo por
inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA), a
través de kits comerciales Cortisol Elisa e Insulina
Elisa (DRG Instruments GmbH, Alemania®). Los
coeficientes de variacién intra-ensayo e inter-ensayo,
tanto para insulina como para cortisol, fueron de 6-8%
y 10-12%, respectivamente. Todos los metabolitos
fueron determinados por métodos enzimaticos-

espectrofotométricos [9]. Los reactivos utilizados
fueron de la marca Chemroy (Biochemical Trade Inc,
San Antonio, Texas, EUA). La concentracién de
proteina plasmatica total (PPT) fue obtenida a través
de refractrometria.

LLas muestras de sangre para la evaluacién
hematolégica fueron tomadas a nivel de la vena yugular
utilizando tubos al vacio de 5 mL. conteniendo 4acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) y aguja 21x1Y2
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, EUA) cada 14 d. Posteriormente, las muestras
fueron mantenidas refrigeradas hasta su procesamiento,
el mismo dia de la recoleccién, en el Laboratorio
de Patologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la UCV.

La hematologia incluyé la determinacién de la
concentracién de hemoglobina utilizando el método de
cianometahemoglobina; hematocrito a través del método
de microhematocrito; y el recuento de entrocitos en cAmara
de Neubauer. Ademas, se determinaron los indices
entrociticos que incluyeron la determinacién del volumen
corpuscular medio (VCM) [(hematocrito/eritrocitos)
x 10] y la concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM) [(hemoglobina/hematocrito) x 100].
Se realizé el recuento de los leucocitos utilizando
la camara de Neubauer y el recuento diferencial de
neutréfilos, eosinéfilos, linfocitos y monocitos mediante
frotis coloreado por tincién de Romanowsky.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los datos se realizé6 con
la metodologia de anélisis de varianza para medidas
longitudinales, usando el procedimiento MIXED de
SAS, 2012. Se seleccioné una estructura apropiada de
covarianza [20]. Las medias fueron comparadas a través
de la instruccién PDIFF (SAS, 2012); se consider
que habian diferencias significativas sit P<0,05 y que
habian tendencias a ser diferentes st P<0,10. El
modelo incluyé como efectos fijos los tratamiento (SS
vs. CS), la semana de medicién (1, 2, 4, 6.....12) la
hora de medicién, solo en el caso de cortisol, insulina
y los metabolitos evaluados (AM vs. PM) y sus
respectivas interacciones. Cada animal o repeticién
fue anidado dentro de la semana de medicién como
efecto aleatorio. LLas concentraciones iniciales de los
metabolitos y hormonas evaluadas fueron utilizadas
como covariable. [Los datos son presentados como

medias + EE.
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RESULTADOS

Aunque su medicién no fue objetivo de la presente
investigacién, durante toda la fase experimental, los
animales que disponian de sombra en el potrero fueron
observados bajo el techo de lona verde efectuando
diferentes actividades.

Caracterizacion climatica

No se presentaron diferencias entre tratamientos
para la TA promedio diario (24,5° en SS y 24,5° en
CS). La HR fue en promedio de 77,6 y 85,4% en SS
y CS, respectivamente (P<0,01). EIITH (unidades)
fue 73,8 en SS y 74,6 en CS (P<0,01) y el nimero
de horas con ITH = 72 fue en promedio 11,6 hen SS
y 12,6 h en CS (P<0,01). La RS promedio durante
las horas diurnas (W/m?) fue inferior en CS (41,9
W/m?) respecto a SS (294,0 W/m?) (P<0,01); ésta
comienza a aumentar desde las 08:00 h y desciende
a partir de las 17:00 h, con valores maximos entre las
11:00 y 14:00 h, siendo que a las 13:00 h la misma
alcanzé, en promedio 608,5 W/m?en el caso de SS y
42,9 W/m? en CS (P<0,01).

Cortisol e insulina

En el Cuadro 1 se presentan las medias del efecto de
la disponibilidad de sombra y significancia de los efectos
evaluados para las variables metabélicas y endocrinas en
corderas West African. Tanto la secrecién de cortisol
como la de insulina fueron afectadas por la disponibilidad
de sombra y semana de evaluacién. [a mayor secrecién
de cortisol se presenta en las corderas sin acceso a sombra
(P<0,01), las cuales, a su vez, presentan una menor
secrecién de insulina (Figura 1; P<0,001). La hora de
medicién no afecté la secrecién de estas hormonas. En
general, se observa un incremento en la concentracién
de ambas hormonas en las dltimas semanas de

medicién. La interaccién tratamiento x semana x hora
fue significativa para insulina (P<0,001; Tabla 1).
En ambas tratamientos, durante las primeras semanas
experimentales se observan mayores concentraciones de
insulina durante las mediciones PM. No obstante, a
partir de la semana 8 y hasta el final del experimento,
la concentracién de insulina fueron superiores en la
manana

Metabolitos y proteina plasmadtica total
(PPT)

La glicemia fue afectada por la disponibilidad de
sombra (Cuadro ). LLa mayor concentracién se present6
en las corderas que pastorean con acceso a sombra
(Figura 1; P<0,05). No se presenté efecto de la hora
de medicién, semana de evaluacién o sus respectivas
interacciones para esta variable (P>0,05).

La concentracién de COL fue afectada por la
semana de evaluacién (Figura 2); los menores valores
se presentaron el final del experimento, a partir de la
semana 6 (P<0,001). La disponibilidad de sombra,
la hora de medicién y las interacciones evaluadas no
afectaron la concentracién de COL (P>0,05).

Respecto al BUN, las menores concentraciones
para ambos tratamientos se presentan la primera
semana de evaluacién. LLa concentracién de BUN
en el tratamiento CS fue mayor que en el tratamiento

SS en las semanas 2 (P=0,07) y 6 (P<0,01) del

experimento (Figura 2).

Perfil hematolégico

En el Cuadro 2 se presentan las medias del
efecto de la disponibilidad de sombra o no y la
significancia de los efectos evaluados para la serie
eritrocitaria, serie leucocitaria en corderas West
African. Con excepcién de la tendencia (P=0,07)
de mayor concentracién de hematocrito presentada

Cuadro 1. Medias del efecto de la disponibilidad de sombra (CS) o no (SS) y significancia de los efectos de tratamiento (Trat),
semana (Sem), hora de medicién (hora) y sus respectivas interacciones para cortisol (ng/mL.), insulina (uUI/mL.), glucosa (mg/dL),
colesterol total (mg/dL.) y nitrégeno ureico (mg/dL.) en corderas West African

Variable SS CS EE Tt EE Hora 12tx  Tratx  TratxSem
Sem Hora x Hora
Cortisol 26,2 19,9 1,6 0,01 <0,001 ns ns ns ns
Insulina 16,2 25,7 0,1 <0,001 <0,001 ns <0,001 ns <0,001
Glucosa 56,3 59,8 1,1 0,04 ns ns ns ns ns
Colesterol 71,7 71,8 1,6 ns <0,001 ns ns ns ns
Nitrégeno 234 238 04 ns 0,03 ns 0,02 ns ns
Proteina plasmatica 6,3 6,5 0,1 ns <0,001 - ns - -
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Figura 1. Cambios en la concentracién de cortisol, insulina y

glucosa sérica en corderas West African con y sin acceso a sombra

durante las horas de pastoreo. Diferentes letras indican que las

semanas difieren entre si; en la interaccién tratamiento x semana

para esa variable; * = P<0,01, indica diferencias entre los
9 _— 9 9

tratamientos en esa semana

Figura 2. Cambios en la concentracién de colesterol total,
nitrégeno ureico y proteina plasmatica en corderas West African
con y sin acceso a sombra durante las horas de pastoreo. Diferentes
letras indican que las semanas difieren entre si; ¥ = P<0,01,
indica diferencias entre los tratamientos en esa semana

Cuadro 2. Medias del efecto de la disponibilidad (CS) o no sombra (SS) y significancia de los efectos de tratamiento (Trat), semana

(Sem) y su interaccién para las variables serie eritrocitaria, serie

leucocitaria y proteina plasmatica en corderas West African

P valores

Variable

SS CS EE Trat Sem Tratx Sem

Serie eritrocitaria
Eritrocitos (células 10%/mL)

4,5 4,7 0,1 ns  <0,001 <0,001
Hematocrito (%) 26,8 28,4 0,6 0,07 0,03 0,053
Hemoglobina (g/dL.) 8,4 8,2 0,2 ns <0,001 0,059
Volumen corpuscular medio (um?) 60,2 60,2 0,04 ns  <0,001 ns
Concentracién de hemoglobina corpuscular media (%) 30,7 29,6 0,5 ns <0,001 ns
Serie leucocitaria
Leucocitos (celulas 10*/mL) 8946,5 9263, 416,6 ns 0,04 ns
Neutréfilos % 43,2 45,7 1,02 0,10 0,01 0,12
Eosinéfilos % 1,05 1,09 0,1 ns <0.001 ns
Linfocitos % 55,2 51,7 0,9 0,02 0,02 0,06
Monocitos % 0,5 0,7 0,08 0,08 0,03 0,06
Proteina plasmatica (g/dL) 6,3 6,5 0.1 ns <0,001 ns

ns: P>0,05
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en los animales del tratamiento con CS, las variables
de la serie eritrocitaria no fueron afectadas por la
disponibilidad de sombra (Figura 3). Hubo efecto de
la interaccién tratamiento y semana para el nimero
de eritrocitos, % de hematocrito y concentracién de
hemoglobina. De esta forma, en las semanas 8 y 12
se presentaron los valores mas elevados de eritrocitos

(P<0,05), % de hematocrito (P<0,05). Hubo una

tendencia de mayor concentracién de hemoglobina

en la semana 6 (P=0,10) en el tratamiento con
sombra que se revierte en la semana 8 en la que puede
observarse una mayor concentracién de hemoglobina en
los animales del tratamiento SS (P=0,10). Todas las
variables, excepto el VCM, se incrementan las tltimas
semanas del experimento.

Relativo a la serie leucocitaria (Figura 4), solo
se present6 efecto del tratamiento en el porcentaje
de linfocitos el cual fue mayor en el tratamiento SS

. b b ] b a a a - b B b a a a a
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= s ®
= 2 27
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B as 8
8 E 23
= 4 L ==
£ )
] 17 -
- 3.5
3 1z
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Figura 3. Cambios en la serie eritrocitaria en corderas West African con y sin acceso a sombra durante las horas de pastoreo. Diferentes

letras indican que las semanas difieren entre si; * = P< 0,01

L3000 -
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P00 -
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1 ] 4 6 8

1

12

—-_ Con sombra

b Neutrofilos (%)

d} Manocitos (%)

&
&
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Figura 4. Cambios en la serie leucocitaria en corderas West African con y sin acceso a sombra durante las horas de pastoreo. Diferentes

letras indican que las semanas difieren entre si; * = P < 0,05
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(P<0,05). Adicionalmente, se present6 una tendencia
a una mayor concentracién de neutréfilos (P=0,10)
y monocitos (P=0,08) en las corderas con acceso
a sombra. LLa semana de experimentacién afecté la
respuesta de estas variables. Ein la semana 4 se observan
los menores valores de linfocitos en los animales del
tratamiento CS, pero se elevan los de neutréfilos
y monocitos. LLos mayores valores de linfocitos del
tratamiento SS se presentan en la semana 8 (P<0,01) y
en la semana 12 (P<0,05). El porcentaje de monocitos
se presenta elevado en los animales del tratamiento CS
en la semana 2 y 6.

DiscusiON

Como se habia estimado en el inicio de este ensayo,
la condicién de ofrecer sombra durante el pastoreo
a las corderas, puede estar originando menores
concentraciones de cortisol, como respuesta a un mejor
bienestar térmico en horas de alta radiacién. [La mayor
secrecién de cortisol en las corderas del tratamiento SS
no estuvo acompafiada con una mayor concentracién de
glucosa en sangre. En condiciones de estrés agudo es
comtn observar una elevacién de la glicemia producto
de la secrecién de cortisol [2, 21]. No obstante, cuando
el estrés es crénico, tal como en el presente experimento,
la glicemia puede mantenerse constante o incluso
presentarse hipoglicemia [22] debido, entre otras, a
una disminucién en la disponibilidad de nutrientes y
baja tasa de produccién de acido propiénico [23]. El
requerimiento energético para la disipacién de calor,
probablemente mayor en las corderas SS, podria
también explicar la menor glicemia en este tratamiento
[24].

La concentracién de insulina tuvo un comportamiento
antagénico al cortisol. De esta forma, la mayor
concentracién de insulina se presenta en las corderas del
tratamiento con CS las cuales, como ya fue mencionado,
presentaron la menor concentracién de cortisol y una
mayor glicemia. Lo anterior podria considerarse un
mecanismo compensatorio que permitiria la utilizacién
de la glucosa para la termélisis en las corderas sin
acceso a sombra.

La concentracién de COL se redujo a medida
que avanzé el experimento y fue similar a la reportada
en ovinos [10]. Lo anterior, tomando en cuenta el
rol de este metabolito en la sintesis de hormonas
esteroideas (estrégenos y progesterona), podria ser de
interés debido a la edad de las corderas (prepiberes)

o en su defecto asociarse a la sintesis de cortisol, el
cual fue mas elevado al final del experimento.

LLa mayor concentracién de BUN y PPT a lo
largo del experimento (Figura 2), son congruentes
con la hemoconcentracién observada en ambos
tratamientos (Figura 3; P<0,05). Las vias
evaporativas (cutaneas o respiratorias) de disipacién
de calor son claves para mantener la homeostasis de
la temperatura corporal en los animales endotermos.
Las corderas de ambos tratamientos, a pesar de la
disponibilidad de agua a voluntad, probablemente
hicieron uso de éstos mecanismos para evitar el
incremento de su temperatura Corporal, lo que
pudo causar deshidratacién en las mismas [11].
Incrementos en la concentracién de BUN en el
verano, han sido atribuidos al menor flujo sanguineo
hacia los rifiones [10].

A pesar de la mayor concentracién de cortisol,
la misma no tuvo efectos significativos en la serie
leucocitaria la cual, pudiera ser considerada normal
para los ovinos [25, 26]. Contrario a lo esperado, la
concentracién de linfocitos se increment6 al final del
experimento solo en las corderas del tratamiento SS
y no se presentaron incrementos en la concentracién
de neutréfilos. No obstante, en la cuarta semana
experimental, se present6 un pico en la secrecién
de cortisol (P<0,01) que estuvo acompanado de
un incremento en el porcentaje de neutréfilos y una
reduccién en el porcentaje de linfocitos. Lo anterior
refleja que los cambios a nivel sanguineo operan en
forma rapida ante situaciones de estrés agudo [2;

27].
CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

La disponibilidad de sombra para acceso
voluntario en corderas West African a pastoreo
afect6 la secrecién de cortisol y en consecuencia el
metabolismo energético y perfil hematolégico. La
exposicién de los animales a condiciones de pleno
sol causé incrementos en la secrecién de cortisol y
en consecuencia, modificé la secrecién de insulina
y glicemia. Los cambios en el perfil hematolégico
se presentan principalmente en la serie leucocitaria.
Pese a ello, éstos operan en forma rapida, reflejando
su homeostasis a lo largo del experimento. A pesar
de que los ovinos West African son considerados
animales de alta rusticidad y adaptabilidad a las
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condiciones tropicales, estrategias de manejo que
mejoren su bienestar, como es la disponibilidad de
sombra en las horas de pastoreo, podrian mejorar su
estatus metabélico y de salud e influir positivamente
en sus niveles productivos.
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