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Summary

The aim of this study was to determine in steers the effect of two periods of fasting, either confined on the farm or transported by
road, on their blood concentration of cortisol, glucose, B-HBA, lactate and the blood values of leucocytes; PCV and plasmatic
activity of CK. The study included two experiments, carried out during July 2001 (winter) and November 2002 (spring), in the
province of Valdivia, Chile.

One hundred and twenty steers from the same farm, breed, age (milk teeth or 2 permanent teeth) and live weight (average 450
kg) were used. In each experiment (winter - spring), 60 steers were bled by coccigeous venopunction, identified individually with
ear tags and weighed. They were randomly allocated into four groups of 15 steers each: one group was transported by road for
three hours without water or food, at the same time and under similar conditions, another group was kept confined in a pen at the
farm. The other 2 groups were subjected to respectively similar conditions, but for a period of 16 hours. After treatments the
steers were bled and weighed again.

Plasma concentrations of cortisol were determined by radioimmunoassay (RIA); the glucose concentrations by the GOD-PAP test
without deprotenization (GL 2623, RANDOX®), lactate concentrations by the UVenzimatic method; R-HBA by using the enzymatic
technique that uses the B-hidroxibutirate deshidrogenase enzyme for measuring the pass from NAD+ to NADH; PCV and leucocytes
values by using the SYSMEX KX — 4N haematological counter and the CK plasma activity was measured by the UV kinetic method.
The stress indicators were checked for a normal distribution by visual inspection of a histogram of the variables with the
Kolmogorov-Smirnov test. When the distribution was not normal, the variables were normalised by taking a natural logarithm.
Multivariable generalised linear regression models were used to determine the associations between the stress indicators and the



Archivos de medicina veterinaria - Efecto del ayuno durante dos tiempo...  http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=

of cortisol. PCV values were significantly (P<0.01) decreased in steers confined for 3 h and significantly (P=0.02; P<0.01)
increased in the steers transported for 3 and 16 h, respectively. The PCV values were also higher (P<0.01)in winter than in spring.
Leukocyte values in steers did not show a consistent pattern but increased (P<0.01) in steers that were transported both for 3 and
16 h. Season did not influence leukocytes values. Glucose concentrations significantly increased (P<0.01) with all treatments. In
winter, glucose was significantly (P<0.01) lower than in spring. Steers that fasted in confinement for 3 h had significantly lower
(P=0.02) lactate concentrations than before treatment. Steers in confinement for 16 h and those transported for 16 h had
significantly (P<0.01) lower B-HBA concentrations than before treatment. B-HBA concentrations were significantly (P<0.01) higher
in winter. Steers that were confined for 3 h and those transported for 3 h had significantly (P<0.01 P=0.02) higher CK levels than
before treatment. In winter, the CK activity was significantly (P<0.01) lower than in spring.

Key words: cattle, stress, transport, confinement, fasting.
Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de dos periodos de ayuno en bovinos, ya sea en confinamiento o con transporte
terrestre, sobre las concentraciones plasméaticas de cortisol, glucosa, R-hidroxibutirato y lactato, actividad plasmatica de CK,
ademas de los valores de leucocitos y VGA. El estudio comprendié un experimento realizado en julio del 2001 y otro en noviembre
del 2002, en la provincia de Valdivia, Chile.

Se utilizaron 120 novillos Frison Negro, todos del mismo predio, de similar edad (dientes de leche y 2 dientes permanentes) y peso
vivo (promedio 450 kg). En cada experimento se les extrajo una muestra de sangre por venopuncién coccigea a 60 novillos, se
identificaron individualmente y fueron pesados. Luego fueron asignados al azar en cuatro grupos de 15 animales cada uno: un
grupo fue confinado en el predio sin agua ni comida por tres horas (confinamiento 3 h), al mismo tiempo otro grupo fue
transportado en un camién por el mismo tiempo (transporte 3 h); los otros 2 grupos fueron sometidos a similares tratamientos
respectivamente por 16 h (confinamiento 16 h y transporte 16 h). Después del tratamiento se les extrajo a los novillos una
segunda muestra de sangre y fueron pesados.

El cortisol se determiné por radioinmunoensayo (RIA), la glicemia se midié con el procedimiento para glucosa GOD-PAP, sin
deproteinizacion; el lactato se midi6 con el test UV enziméatico; el B-hidroxibutirato con la técnica que utiliza B-HBA deshidrogenasa
para medir la reduccion de NAD+aNADH; el VGA y leucocitos con un contador hematolégico y la actividad plasmatica de CK se
determiné con el método UV-cinético, a 340nm y 37°C. Los indicadores de estrés fueron revisados para determinar su distribucién
normal mediante inspeccién visual del histograma y con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Cuando ambos, el histograma y la
prueba de Kolmogorov-Smirnov indicaban que la distribucién no era normal las variables se normalizaron transformandolas a su
logaritmo natural. Se utilizaron modelos generalizados de regresion lineal multiple para determinar las asociaciones entre los
indicadores de estrés y las variables independientes. Las variables independientes fueron tratamiento (antes del confinamiento o
transporte, confinamiento en ayuno por 3 h, transporte en ayuno por 3 h, confinamiento en ayuno por 16 h, transporte en ayuno
por 16 h), y la estacion del afio (invierno y primavera).

Los novillos transportados por 3 h y aquellos en confinamiento por 16 h tuvieron concentracion es de Cortisol significativamente
mas altas (P<0.01) que antes del tratamiento; los otros tratamientos y la estacién no afectaron significativamente (P=0.20) los
niveles de Cortisol. El VGA disminuyé significativamente (P<0.01) en los novillos confinados por 3 h y aumenté significativamente
(P=0.02; P<0.01) en los novillos transportados por 3 y 16 h, respectivamente. El promedio de VGA fue mayor (P<0.01) en
invierno que en primavera. El recuento de leucocitos no mostré un patrén consistente, pero aumentd (P<0.01) en los novillos
transportados por 3 y 16 h. La estacién no influyé sobre el recuento leucocitario. Las concentraciones de glucosa aumentaron
significativamente (P<0.01) con todos los tratamientos y fueron menores (P<0.01) en invierno que en primavera. Los novillos que
ayunaron confinados por 3 h tuvieron una disminucion significativa (P=0.02) del lactato sanguineo respecto al valor inicial. Los
animales ayunados por 16 h, tanto confinados como sometidos a transporte, tuvieron concentraciones significativamente menores
(P<0.01) de B-HBA que antes del tratamiento; el promedio de B- HBA fue mayor (P<0.01) en invierno. Los novillos confinados y
los transportados por 3 h mostraron actividad plasmatica de CK significativamente superior (P<0.01 y P=0.02), respectivamente,
que antes del tratamiento. En invierno, los niveles de CK fueron menores (P<0.01) que en primavera. Se concluye que, en
general, el transporte asociado al ayuno produjo mayores aumentos de las concentraciones sanguineas de cortisol, VGA, leucocitos
y glucosa, siendo mas estresante que el confinamiento en ayuno.

Palabras claves: bovino, estrés, transporte, confinamiento, ayuno.

INTRODUCCION

De los 4.098.438 de bovinos con que cuenta Chile, un 57.8% se encuentra en las Regiones IX™ y X2 y sélo el 4.0% en la Regi6n
Metropolitana (Chile, 1997). Sin embargo, de los 870.282 bovinos que se beneficiaron en el pais el afio 2001, s6lo 244.559
(28.10%) fueron beneficiados en las regiones IX"™ y X2 mientras que 383.121 unidades (44%) lo fueron en la Region
Metropolitana (Chile, 2001), esto indica la importancia que tiene el transporte de ganado bovino vivo en Chile.

El transporte es un evento poco familiar para los animales, el cual produce estrés. Durante el transporte los animales son
expuestos a factores como, calor, frio, humedad, privacién de alimento y agua, sonidos y movimientos (Tarrant y Grandin, 1993).
Entre los efectos adversos producidos por el transporte, destacan, la posibilidad de muertes, las pérdidas de peso por el ayuno,
cambios en los constituyentes sanguineos y enfermedades, como fiebre del embarque, entre otras (Knowles, 1999). Cole y col.
(1988) sefalan que el estrés causado por el transporte, mas que el estrés causado por el ayuno, altera la funcién ruminal, los
constituyentes bioquimicos de la sangre, asi como las concentraciones de cortisol en éste. Estos cambios dependen de la duracién
del periodo de transporte.

Segun Gallo y col. (1995), el promedio de viaje del ganado bovino en Chile es de 24 horas continuas, coincidiendo con el maximo
permitido por la reglamentacion vigente (Chile, 1993). Estos autores han encontrado viajes que superaron los limites permitidos
(41 horas) sin los descansos correspondientes; si a esto se afiade las esperas en matadero, se obtiene un promedio de 60 horas de
privacién de alimento en los bovinos destinados al faenamiento.
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pérdidas econémicas (Tarrant y Grandin, 1993).

Los tiempos de ayuno previo al faenamiento ejercen un efecto directo sobre el bienestar animal e indirecto sobre la calidad de la
carne (Warriss, 1992). Lister y col. (1981) sefialan que ayunos de hasta tres dias disminuyen los lipidos y glicogeno hepatico.
Gaylean y col. (1981) indican que la respuesta al estrés por ayuno es menor que aquella que produce el ayuno junto al transporte,
debido a que este uUltimo impone efectos adicionales en la quimica sanguinea. Periodos variables de ayuno, con o sin transporte, y
los diferentes grados de estrés asociados a estos manejos, pueden producir pérdidas econémicas significativas (Warriss y col.
1995). En nuestro pais existen estudios que indican que los animales faenados para producir carne son sometidos a medidas de
manejo que condicionan estrés (Gallo, 1994; 1996; Gallo y col., 1995).

El cortisol plasmatico es la medida mas clasica de estrés, aunque su aumento solo seria un indicador neuroendocrino primario
(Moberg, 1987). Diferentes investigadores (Crookshank y col., 1979; Warris y col., 1984; Warner_ y col., 1986; Mitchell y col.,
1988; Warriss y col., 1995; Horton y col., 1996), han utilizado el cortisol plasméatico como indicador de estrés. Algunos de estos
autores, ademas, han utilizado otras variables sanguineas como: el Volumen Globular Aglomerado (VGA), glucosa sanguinea,
creatinfosfoquinasa y R- hidroxibutirato, presentandose los valores mas altos en aquellos animales sometidos a condiciones mas
estresantes.

Basado en los antecedentes planteados y en la importancia que tiene para el ganadero el conocer los efectos de las préacticas de
manejo méas comunes realizadas en animales destinados a la produccién de carne, se estableci6 como objetivo de este estudio
determinar el efecto de dos tiempos de confinamiento en ayuno y de transporte terrestre en ayuno, sobre las concentraciones y
valores de algunas variables sanguineas indicadoras de estrés en novillos.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevé a cabo en la provincia de Valdivia, durante los meses de julio de 2001 (invierno) y noviembre del 2002
(primavera).

MATERIAL. Se usaron 120 bovinos machos castrados (novillos, 60 en cada experimento), con caracteristicas similares en cuanto a
raza (Frisén Negro), edad (DL o 2D), peso vivo (aproximadamente 450 kg) y procedencia. La obtenciéon de las muestras de sangre
se realiz6 con tubos al vacio Vacutainer® con heparina y NaF. Para el transporte se utilizaron dos camiones que cumplian con los
requisitos estipulados en la legislaciéon vigente para transporte de ganado (Chile, 1993). Ademas, se utilizaron corrales del predio,
con piso de tierra, cercos de madera, sin bebederos ni comederos.

METODO. Los novillos que se utilizaron en experimento de invierno estaban confinados una plataforma de alimentacién donde
recibian una alimentaciéon en base a 4 kg de avena aplastada por novillo dia y ensilaje de pradera agua a discrecién. Los novillos
utilizados en experimento de primavera estaban a pastoreo una pradera de ballicas de buena calidad.

En cada experimento, en la granja origen, a todos los novillos se les extrajeron dos muestras de sangre por venopuncién coccigea,
una con Heparina y otra con NaF, fueron identificados con aretes plasticos numerados correlativamente y finalmente fueron
pesados. Luego se asignaron al azar en cuatro grupos de 15 novillos de similar peso promedio (figura 1).

Un grupo fue cargado en un camién para transporte de ganado con una densidad aproximadamente 500 kg/mz, y transportado tres
horas, recorriendo una distancia de alrededor de 200 km. Durante este tiempo no consumieron alimento, ni bebieron agua. Un
segundo grupo actué como control y se mantuvo confinado el predio en condiciones similares a las de animales transportados, en
cuanto a tiempo ayuno. Con los otros dos grupos, se llevé a cabo un procedimiento similar al sefialado anteriormente, en el cual
sélo vari6 el tiempo transporte y de confinamiento en ayuno ( horas). Los 4 tratamientos se realizaron en predio en forma paralela
el mismo dia y bajo similares condiciones de manejo (figura 1). Al término del experimento a todos los animales les extrajeron por
segunda vez dos muestras sangre por venopuncion coccigea.

ANALISIS DE LAS VARIABLES SANGUINEAS. Las muestras de sangre para la determinacion cortisol, B-HBA, CK, VGA y leucocitos
obtuvieron con tubos al vacio con heparina. Para la determinacion de glucosa y lactato utilizaron tubos al vacio con NaF.

La determinacién de Cortisol se realiz6 en Laboratorio de Fisiologia y Endocrinologia la Facultad de Medicina Veterinaria,
Universidad de Concepcion (Chile), para lo cual se envié plasma congelado a —20°C.

Para la determinaciéon de hematocrito (VGA) y recuento de leucocitos la sangre obtenida fue analizada con un contador
hematoldgico Sysmex KX-21N. La determinacion de la concentracion sanguinea de glucosa se realiz6 mediante la prueba para
glucosa GOD-PAP, sin deproteinizacion (GL 2623, RANDOX®). Luego se midié la coloracién utilizando un espectrofotometro Cobas
Mira Plus (Roche®). La concentracion de Lactato se determiné mediante la técnica basada en el test UV enzimatico (Boehringer
Mannheim N° 149993) y con un espectrofotometro Cobas Mira Plus (Roche®).

La concentracion sanguinea de Bhidroxibutirato fue determinada mediante una técnica enzimatica que consiste en la oxidacion de
B-hidroxibutirato por medio del NAD+(Nicotinamida adenin dinucle6tido) mediante la enzima 3 HBDH (3-hidroxibutirato
deshidrogenasa) a acetoacetato (FAO/IAEA, 1993). La cantidad de NAD+ reducido se midi6 con un espectrofotometro HITACHI
4020.

La determinacién de la actividad plasmatica de la creatinfosfoquinasa se realiz6 mediante el método UV-cinético, a 340nm y 37°C,
optimizado segun la Deutsche Gesellschaft fir Klinische Chemie. Se emplearon reactivos Boehringer Mannheim (MPR 2 1442376) y
un espectrofotometro Cobas Mira Plus (Roche®).

ANALISIS ESTADISTICO. Los datos obtenidos en los experimentos de invierno y de primavera fueron unificados y analizados como
se describe a continuacion. La normalidad de las variables indicadoras de estrés fue determinada por inspeccion visual del
histograma y con la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Cuando la distribucién no era normal, las variables fueron normalizadas
transformandolas en su logaritmo natural. Las variables independientes fueron los tratamientos (antes del transporte,
confinamiento en ayuno por 3 horas, transporte en ayuno por 3 horas, confinamiento en ayuno por 16 horas y transporte en
ayuno por 16 horas) y la estacion del afio (invierno y primavera). Se calcularon los promedios y los intervalos de confianza (IC,
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8.2 (SAS Institute Inc.) para corregir la correlacion entre las observaciones repetidas (PROC MIXED, repeated/type=CS,
subject=ANIMID). Estos son modelos de transicién con una estructura correlacionada de error residual. La distribuciéon condicional
de los parametros es modelada a través de la prediccion del error de la observaciéon precedente (Akaike, 1974). Usando
observaciones repetidas se generan los efectos promedio de la poblacién. Para ambos modelos varias estructuras de covarianza
fueron probadas (ej. Componentes de varianza (CV), estructura autoregresiva de primer orden (AR (1)), y componente de simetria
(CS). El modelo general fue:

Indicador de estrés = a + b x CONF3H+
¢ x TRANS3H+ d x CONF16H+
f x TRANS16H+ g < INVIERNO + £

Donde a fue el intercepto, b-f fueron los coeficientes de regresién para los tratamientos relativo al nivel del indicador antes del
tratamiento, g el coeficiente de regresién para invierno relativo al nivel del indicador en verano y e la varianza residual, explicada
por la correlacion de las dos observaciones dentro de un animal y otra parte normal aleatoria ~ N(O, Gez).

El ajuste de los modelos estuvo basado en la varianza explicada, representada por el R? ajustada y comprobada al graficar los
valores predecidos contra los valores observados y graficar los valores residuales predecidos contra los valores residuales de la
varianza estandarizada. Las observaciones extremas con grados residuales (< -3 y > 3) fueron excluidos del modelo para
comprobar las robustez de éste. La bondad de ajuste del modelo fue evaluada usando la concordancia del coeficiente de correlacion
(CC) de los valores observados y predecidos. Altos R? (>30%) y CC (>50%) indican que las variables independientes (tratamiento,
estacion, efecto animal) explican la mayor parte de la varianza del indicador sanguineo de estrés. Por el contrario, cuando R? y CC
fueron bajos las variables independientes explicarian solo una pequefia parte de la varianza del indicador sanguineo de estrés,
existiendo otras variables desconocidas que explicarian esta varianza.

1" Muestra de sangre, —
Identificacion v pesaje

Transporte Confinamiento Transporte Confinamiento
por3h por3h por 16 h por 16 h

2% Muestra de sangre ¥ pesaje

FIGURA 1. Distribucion de los grupos de novillos para la
realizacion de cada experimento.
Allocation of the different groups of steers in each experiment.

RESULTADOS

El grafico 1 muestra el promedio de los indicadores de estrés antes del confinamiento o transporte y después del confinamiento o
transporte, con un Intervalo de Confianza de 95%. El cuadro 1 muestra los resultados de los modelos de regresiéon multiple.

Los modelos mixtos con componente de simetria (CS), estructura de covarianza, ajustaron mejor los datos. El modelo con CS para
cortisol, glucosa, lactato y B-HBA no fue significativamente diferente del modelo nulo, sin la estructura de covarianza, lo cual fue
demostrado por el bajo coeficiente de variacion individual animal (correlacién intraclase animal), para el animal-efecto en estos
modelos. La variacién individual de los animales fue considerable para los indicadores de estrés, CK, leucocitos y VGA.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CORTISOL. El grafico 1 muestra que los novillos transportados por 3 h y aquellos confinados
por 16 h tuvieron mayores concentraciones de cortisol. El cuadro 1 confirma estos resultados, ya que al corregir, por efecto animal
y época del afio, los valores para los novillos de estos tratamientos fueron significativamente mayores que aquéllos que los
obtenidos antes del experimento (1.09 y 1.23 pg/dl, respectivamente, P< 0.01). La época del afio no tuvo influencia en los valores
de cortisol (cuadro 1). De la varianza total, s6lo el 9% se explica por la variacion individual del animal. La bondad de ajuste del
modelo con los datos fue pobre, con un CC de 15%. En este estudio cortisol fue un indicador moderado de estrés por confinamiento
y transporte con un R? de 31% y CC de 15%.
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GRAFICO 1. Promedios de las concentraciones sanguineas de Cortisol (pg/dl), VGA

(26), Leucocitos (103/ul), Glucosa (mmol/ml), Lactato (mmol/ml), B3-HBA (mmol/l),

CK (U/1) con un 95% de IC en novillos antes y después del periodo de confinamiento y

transporte de

Mean blood concentrations of Cortisol (ug/dl), PCV (%), Leukocytes (103/ul), Glucose (mmol/ml),

3y 16 horas.

Lactate (mmol/ml), B-HBA (mmol/l), CK (U/I) with a 95% of Cl in steers before and after a period
of confinement and transport of 3 h and 16 h.

CUADRO 1. Resultados de los modelos de regresion mixtos para los valores sanguineos de Cortisol, Hematocrito
(VGA), Leucocitos, Glucosa, Lactato, R -Hidroxibutirato (B-HBA) y Creatinfosfoquinasa (CK) corregidos por época del
afio y efecto-animal, en novillos confinados y transportados por 3 hy 16 h.

Results of the mixed regression models for blood values of Cortisol,

Haematocrit (PCV), Leukocytes, Glucose, Lactate,

B-hidroxibutyrate (B-BHA), Creatine phosphokinase (CK) corrected for season of the year and animal-effect, in steers confined and
transported for 3 h and 16 h.

CORTISOL VGA LEUCOCITOS GLUCOSA LACTATO B-HBA CK

R?=0.31, R?=0.25, R?=0.13, R2=0.50, R?=0.004, R%=0.010, R?=0.31,

Variacion Variacion Variacion Variacion Variacion Variacion Variacion

individual individual individual individual individual individual individual
animal*=9%,lanimal*=72%,janimal*==39%,[animal*==12%,janimal*==14%[animal*==12%,[animal*==69%,

CC=0.15 CC=0.43 CC=0.27 CC=0.67 CC=0.05 CC=0.21 CC=0.051
Variable Estg’rl;a;lon Estlma;lon DE Estimacion DE P|Estimacién DE P|Estimacion DE P|Estimacion DE P|Estimacion DE P
Intercepto 2.340.19 34.88 0.45 |8.720.31 <.01 4.51 0.07 <.01|2.28 0.16 <.01{0.35 0.02 <.01 |6.59 0.09 <.01

< 01 < 01
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1.09 0.35 [1.06 0.46 0.02| 0.18 0.46 0.70 | 0.44 0.12 <.01 | 0.03 0.28 0.91| - 0.120.04 |0.09 0.10 0.39
. . <.01 <.01
confinamiento16h 0.39 0.46 0.40| 1.25 0.48 0.01 | 1.35 0.12 <.01 |-0.03 0.29 0.92 0.03 0.10 0.76
1.230.34 - 013 0.04 <.01
Transporte16h <.01 2.13 0.47 0 0 0 0
IAntes del <01 0
. 0.28 0.34 0.65 0.40 0.11 |-0.33 0.08 <.01/-0.01 0.20 0.97 -0.97 0.12 <.01
Experimento 0.42 0 0.08 0.03 <.01
_ 0 0 0 0
Invierno 0 3.92 0.61 0
_ <.01
Primavera 0.3 0.23 0.20
0
0

VALORES DE VGA. El grafico 1 muestra que los valores promedios de VGA fueron similares para todos los tratamientos. Sin
embargo, al corregir, por el efecto animal y época del afio (cuadro 1), se observa que aquellos novillos confinados por 3 h en el
predio disminuyeron significativamente (1.57 %, P<0.01) sus valores de VGA, mientras que aquellos novillos transportados por 3 y
16 h los aumentaron significativamente (1.06%, P=0.02; 2.13%, P< 0.01). Por otra parte, los valores de VGA fueron
significativamente mayores en invierno (3.92%, P<0.01). Un alto porcentaje de la variacion fue explicada por la variacién
individual del animal (72%) y la bondad de ajuste del modelo con los datos fue moderada, con un CC de 43% y 25% de la
variacion total explicada por el modelo. El VGA resulté ser un indicador sanguineo de mejor calidad para el estrés producido por el
confinamiento y transporte.

RECUENTO DE LEUCOCITOS. Los recuentos leucocitarios no mostraron un patrén consistente. El grafico 1 muestra que los
animales transportados tuvieron recuentos mas altos que pretransporte o confinamiento, siendo estos recuentos mas altos en
aquéllos transportados por 3 horas. Al corregir por el efecto animal y época del afio (cuadro 1) se observé un incremento
significativo (3.2 y 1.25 mil/pl, P< 0.01) en los animales transportados por 3 y 16 h con respecto a los valores pretransporte y con
respecto a los animales confinados durante los mismos periodos de tiempo. La época del afio no tuvo influencia en los valores de
leucocitos. El efecto individual animal explicé 39% de la varianza en los recuentos de leucocitos. La bondad de ajuste del modelo
fue pobre, con un CC=27% y un R?=13%.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE GLUCOSA. Las concentraciones de glucosa se incrementaron significativamente (P<0.01) en
todos los tratamientos en relacién a las concentraciones previas al experimento (grafico 1, cuadro 1). Los valores de glucosa de
aquellos animales transportados por 3 y 16 h fueron significativamente (P<0.05) mayores a los de aquellos animales confinados
por los mismos periodos de tiempo (grafico 1). Las concentraciones de glucosa fueron significativamente menores en invierno
(-0,33 mmol/l, P<0.01) (cuadro 1). La variacién individual fue baja (12%) y la bondad de ajuste del modelo fue buena, con un R?
50% y un CC de 67%.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LACTATO. Los novillos confinados por 3 h tuvieron una concentracion significativamente
menor (-0.67 mmol/l, P=0.02) de lactato que la concentracién pre experimental (grafico 1 y cuadro 1). Los otros tratamientos y la
época del afio no influyeron en las concentraciones de esta variable. El efecto individual animal explicé s6lo una parte de la
variacion (14%) y por eso la bondad de ajuste del modelo fue mala.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE R- HIDROXIBUTIRATO. Se observa que los animales confinados por 16 h y aquellos
transportados por 16 h disminuyeron significativamente (-0.1; P<0.01) sus concentraciones sanguineas de 3- HBA, con respecto a
los valores preexperimentales (grafico 1; cuadro 1). Los valores de R-HBA fueron significativamente mas altos en invierno (0.08
mmol/Il, P<0.01) (cuadro 1). El factor individual animal sélo explicé 12% de la varianza y el modelo el 10% de la varianza total.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CREATINFOSFOQUINASA (LNCK) . No existieron diferencias significativas entre los novillos
confinados y los que fueron transportados (grafico 1). Al corregir por la época del afio y el efecto animal los novillos confinados y
los transportados por 3 h tuvieron valores de actividad plasméatica de CK significativamente (0.6 U/I, P<0.01 y 0.24 U/I, P=0.02)
superiores a los valores pre-experimentales (cuadro 1). Los valores de CK en invierno fueron significativamente menores (-0.97
U/I, P<0.01) (cuadro 1). El factor individual animal explicé gran parte de la varianza (69%) y el modelo explicé 31% de la
varianza total con una bondad de ajuste de moderada a buena (CC=51%).

DISCUSION

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CORTISOL. En este estudio el cortisol fue un indicador moderado de estrés. EI aumento
significativo de las concentraciones plasmaticas de cortisol tras el transporte por 3 h (grafico 1, cuadro 1) discrepa con los
resultados de Galyean y col. (1981), quienes sefialan que las concentraciones de cortisol no son afectadas por los diferentes
tiempos de ayuno y transporte a que son sometidos los animales. Sin embargo, concuerdan con lo establecido por Warriss y col.
(1995) y Tadich y col. (1999) que al transportar animales por 5 y 3 horas, respectivamente, encontraron aumentos significativos
para esta variable. Warriss y col. (1995) sefialan que el transporte es un factor de estrés, especialmente en el proceso de arreo,
carga e inicios de éste.

El aumento significativo del cortisol en los animales sometidos al periodo de confinamiento en ayuno por 16 h (grafico 1; cuadro 1)
fue inesperado, especialmente si se compara con los novillos transportados por el mismo tiempo, que no mostraron aumento
significativo. Esto podria deberse a que las condiciones del encierro o el manejo de estos animales fueron mas estresantes que el
transporte por el mismo periodo de tiempo y no necesariamente al efecto del ayuno; una situacion similar habria sucedido en el
confinamiento por 3 h en que no hubo diferencias significativas con los animales transportados. Esto concordaria con Mitchell y col.
(1988) y Grandin (1997), quienes sefialan que las concentraciones de cortisol aumentan en forma significativa posterior a manejos
como el arreo v toma de miiectrace Fl leve arimento (P=0 O8) oh<cervado en el aritino trancenortado nor 16 h con recpnecto al valor
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inductor de estrés. Estos resultados indican que al menos para el cortisol, las condiciones durante el confinamiento o el transporte
podrian ser mas importantes que el tiempo de exposicion al tratamiento. En futuros experimentos se deberia registrar el
comportamiento animal (montas, peleas, posiciones) durante el periodo estudiado.

Cabe destacar que los valores iniciales de cortisol fueron mayores que los valores promedio (1.4 + 1.2 p/dL) reportados por Oyarce
y col. (2002) en novillos en reposo, lo que respaldaria la hip6tesis que el manejo previo realizado con los novillos de este
experimento, ya sea la segregaciéon de grupos, arreo y toma de muestras sanguineas, provocé algin grado de estrés.

VALORES DE VGA. El VGA fue un indicador moderadamente bueno de estrés. Los animales que permanecieron en confinamiento
por 3 h disminuyeron significativamente los valores de VGA (cuadro 1), esto estaria determinado por un valor alto en la muestra
inicial, la cual probablemente, en términos de manejo, fue mas estresante que la toma de muestra final. Los valores iniciales de
este estudio (gréafico 1) eran mas altos que los determinados por Oyarce y col. (2002) (32.7 = 2.74%) en novillos en reposo
previamente canulados. Sin embargo, estaban dentro de los rangos normales de la especie (24— 46%) (Feldman y col., 2000)
Mitchell y col. (1988) encontraron que la obtenciéon de sangre via punciéon yugular dentro de una manga era un factor estresante
que aumentaba significativamente los valores de VGA. El factor individual del animal explicé gran parte de la variacién (72%),
también, la época del afio tuvo una importancia considerable. Si no se hubieran corregido los datos por esos dos factores, los
valores de VGA no hubieran sido significativamente diferentes entre tratamientos (grafico 1).

El aumento significativo de los valores de VGA en los animales sometidos a transporte de 16 h en relacién a los valores de los
animales solamente confinados por el mismo tiempo (cuadro 1), indican que el transporte si tendria un efecto mas estresante que
el confinamiento en ayuno de los animales por un periodo de tiempo similar. Estos resultados son similares a los encontrados por
Knowles y col. (1997) y Tadich y col. (1999), quienes reportaron incrementos de caracter significativo en animales transportados
por mas de 12 h, aunque difieren con lo encontrado por Warriss y col. (1995), quienes describen una disminucién de estos valores
al transportar animales por 5, 10 y 15 h. Esto se deberia a que el transporte produce estimulos fisicos y emocionales dafiinos
provocados por eventos amenazadores (sonidos, golpes, sed, temperatura, etc.) que desencadenan estados de estrés (Tarrant y
Grandin, 1993), provocando deshidratacion (Knowles y col., 1997), liberacién de eritrocitos por la contraccion esplénica mediada
por catecolaminas (Mitchell y col., 1988; Warris y col., 1995) y finalmente la presencia de glucocorticoides que inducen un proceso
de diuresis inhibiendo la actividad de la vasopresina (Cunningham, 1999).

RECUENTO DE LEUCOCITOS. El aumento significativo de los leucocitos circulantes (cuadro 1, grafico 1), en aquellos animales
transportados por 3 h y por 16 h, coincide con lo encontrado por Kent y Ewbank (1983), al transportar animales por un periodo de
6 horas y Kannan y col. (2000), quienes describen un resultado similar al transportar cabras por un periodo de 2.5 horas. Segun
Meyer y Harvey (2000), la adrenalina es la responsable de la neutrofilia y monocitosis que se producen en situaciones estresantes,
provocando una disminucién de la movilizacion de neutréfilos desde la sangre a los tejidos y un aumento de la migraciéon de los
neutréfilos marginales, ubicados en las paredes de vasos sanguineos y tejidos cercanos, hacia la circulacion. El transporte
aumentaria los niveles de adrenalina, provocando consigo un aumento en los leucocitos.

Los resultados de este estudio indicarian que el proceso de transporte fue un evento mas estresante que el periodo de
confinamiento en ayuno, provocando una mayor liberacion de catecolaminas. El hecho de que el aumento de leucocitos haya sido
mayor en el transporte por 3 h indicaria que los leucocitos aumentan en las primeras horas de transporte en forma similar al
cortisol, para luego disminuir probablemente debido a un acostumbramiento de los animales al transporte. Los valores promedio
encontrados en este estudio para los novillos transportados por 3 h y 16 h fueron mas altos a los valores promedio de leucocitos
(8.3 = 3.14 mil/ul) descritos por Oyarce y col. (2002) en novillos canulados y en reposo. Sin embargo, estos valores se
encontraban dentro de los rangos de la especie (4.0 — 12.0 mil/pl) (Feldman y col., 2000).

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE GLUCOSA. La glucosa fue el mejor indicador sanguineo de estrés en este estudio. Los
valores de glucosa en los distintos tratamientos fueron superiores a los descritos por Oyarce y col. (2002) (3.9 £ 0.53 mmol/Il) en
novillos en reposo y a los descritos por Kaneko y col. (1997) para bovinos (3.19 * 0.38). El aumento significativo de los valores de
glucosa (cuadro 1, gréafico 1) observado, tanto para los animales confinados como los transportados por 3 h'y 16 h, coincide con lo
reportado por Mitchell y col. (1988) y Warriss y col. (1995), al transportar animales por 2, 5, 10 y 15 h, Tadich y col. (1999) al
transportar animales por 3, 6, 12 y 24 h y Bustamante (2001) y Schwerter (2001) al realizarlo por periodos de 3 y 16 h. De
acuerdo con Shaw y Tume (1992) y Cunningham (1999) periodos cortos de ayuno producen una hipoglucemia que actia como
factor liberador de catecolaminas, promoviendo la glucélisis y gluconeogénesis. Frohli y Blum (1988), al estudiar los efectos de
infusiones de catecolaminas en novillos sometidos a ayuno, encontraron que éstas aumentaban las concentraciones de glucosa,
mientras que el ayuno por si mismo la disminuia, esto confirma que los aumentos de glucosa sanguinea son debidos principalmente
al estrés y no al efecto del ayuno. Los valores de glucosa en este estudio (grafico 1) fueron significativamente mas altos en los
animales que fueron sometidos a transporte frente a los que quedaron en confinamiento, lo que indicaria que el transporte seria un
factor mas estresante, promoviendo en mayor medida la glucélisis y gluconeogénesis.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE LACTATO. Los valores promedio iniciales de esta variable fueron superiores a los valores
promedio (0.7 = 0.4 mmol/l) obtenidos por Oyarce y col. (2002) en novillos en reposo, indicando que los niveles de lactato
aumentaron rapidamente producto del ejercicio fisico provocado por el arreo y manipulaciéon para la toma de muestras. Mitchell y
col. (1988) encontraron mayores concentraciones de lactato posterior a manejos como arreo y entrada a corrales, que en aquellos
que no tuvieron ese tipo de manejo.

De acuerdo con Gregory (1998), tiempos cortos de ejercicio fisico y estados de estrés, aumentan la adrenalina circulante,
produciendo una degradacién del glucégeno muscular y aumento de las concentraciones de lactato. Aparentemente, el
confinamiento del grupo ayunado por 3 h permiti6 el descanso de los animales, disminuyendo significativamente las
concentraciones de lactato, alcanzando valores similares a los descritos por Kaneko y col. (1997) y Oyarce y col. (2002) para la
especie. En los animales de los grupos transportados y ayunados las concentraciones de lactato fueron similares a las
concentraciones antes del tratamiento, probablemente debido al estrés producido por el proceso de carga, como por el ejercicio
muscular necesario para la mantencién de la postura y equilibrio durante el transporte (Grandin, 1997); con ello se produce una
alta demanda de oxigeno producto de la contraccién muscular sostenida, provocando glicélisis anaerobia, generando finalmente un
aumento en el lactato y la consecuente fatiga muscular.

Diversos autores coinciden en que el tiempo de transporte de los animales contribuye a aumentar las concentraciones de lactato
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CONCENTRACIONES PLASMATICAS RB- HIDROXIBUTIRATO. El no haber encontrado diferencias entre los grupos confinados y los
transportados por 3 h (grafico 1) se podria deber a su gran variacion individual, lo que indicaria que las concentraciones
plasmaticas de este cuerpo cetdnico no serian afectadas de la misma manera en todos los animales por estos tratamientos, y
confirma que el B-HBA no es un buen indicador de estrés agudo. Segin Vernon (1980), la privacién de alimentos por un corto
periodo de tiempo es contrarrestada por el rumen, necesitandose varios dias para alcanzar un estado de ayuno propiamente tal.

Tanto los animales confinados como los transportados por 16 h presentaron una disminucion significativa (cuadro 1, grafico 1) en
sus valores sanguineos. Esto coincide con lo reportado por Bustamante (2001) y Schwerter (2001), quienes utilizaron periodos de
transporte de novillos similares y Tadich y col. (1999), los que transportaron novillos por 12 y 24 horas. Estos resultados difieren
de los de Warriss y col. (1995) y Knowles y col. (1997), los que encontraron que las concentraciones sanguineas de R-
hidroxibutirato aumentaban al aumentar el tiempo de transporte. Tadich y col. (2000) sefialan que durante las primeras 24 h de
transporte las concentraciones de [3- hidroxibutirato presentarian una tendencia a disminuir, debido a la utilizacién del “pool”
circulante de B- hidroxibutirato aportado por el rumen.

CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE CREATINFOSFOQUINASA (LNCK). El factor animal explicé gran parte de la variacion (69%)
y la época del afio también tuvo una importancia considerable. Los valores promedio de LNCK previo a los tratamientos como post
tratamiento fueron superiores a los valores promedio (5.6 = 4.9 U/L) reportados por Oyarce y col. (2002) en novillos en reposo.
Los valores promedio de LNCK no fueron significativamente diferentes entre tratamientos (grafico 1). Al corregir, por efecto de
transporte y época del afio, la actividad plasmatica de esta variable aumenté significativamente (cuadro 1) en los animales
confinados como en aquellos transportados por 3 h, pero no en los animales bajo similares tratamientos por 16 h. EI mayor
incremento en los valores de LNCK en los novillos confinados por 3 h se explicaria segiin Tarrant y Grandin, (1993), producto de
roces y peleas con otros animales dentro del corral o a malas condiciones de encierro, lo que causaria dafio muscular con la
consecuente liberacidon enzimatica. Los resultados en los animales confinados y transportados por 16 h se deberian a que las
concentraciones mas altas de CK se alcanzarian entre las 2 a 12 h posteriores al dafio muscular (Holmes y col., 1973), de esta
manera, en este experimento los niveles mas altos de esta variable, probablemente no fueron detectados dado el mayor tiempo
entre la primera y Gltima muestra. Esto coincide con lo encontrado por Tadich y col. (1999) al transportar animales por periodos de
6, 12, 16 y 24 horas.

Warriss y col. (1995) encontraron que la actividad de la enzima CK en sangre aumentaba proporcionalmente al tiempo de
transporte en animales transportados hasta por 15 h. Esto seria atribuible al esfuerzo realizado por los animales para mantenerse
en pie durante periodos mas prolongados de transporte o confinamiento. Los autores de este trabajo, en diferentes estudios
realizados, han encontrado resultados contradictorios en relacién a la actividad plasmatica de la enzima (Tadich y col., 1999;
Bustamante, 2001), esto se deberia en parte a una gran variabilidad individual (cuadro 1) en que el efecto del animal explica un
69% de la variacion encontrada para este indicador de estrés.

EPOCA DEL ANO. Los autores no encontraron informacién en relacién al efecto de la época del afio sobre las variables sanguineas
estudiadas. Sin embargo, las diferencias encontradas para las variables VGA, glucosa, B-HBA y CK, presumiblemente estdn mas
asociadas a los manejos diferentes de los animales, en ambas épocas del afio, que al manejo experimental de los mismos.

La alimentacién y el manejo de los animales utilizados en el experimento de invierno probablemente influyé en que las
concentraciones de glucosa y lactato y la actividad plasméatica de CK fueran significativamente menores a las de primavera, en que
los animales estaban libres en potreros con una alimentacién en base a pradera. El manejo diario de los animales en la plataforma
de alimentacion implica un mayor contacto con el hombre y entre grupos de animales, produciendo un acostumbramiento a
diversos manejos, esto, probablemente, hizo que los animales en el experimento realizado en invierno se estresaran menos por el
manejo experimental que aquellos del experimento de primavera. Los valores mas altos de VGA durante el invierno podrian
deberse tanto a una menor disponibilidad de agua de bebida previo al experimento, como a un menor aporte de agua de la dieta.
Los valores significativamente mas altos de R-HBA durante el experimento de invierno podrian decir relacién con los constituyentes
de la dieta que recibian durante esa época del afio.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que el transporte asociado al ayuno produjo mayores aumentos de las concentraciones sanguineas de cortisol,
VGA, leucocitos y glucosa que el ayuno en confinamiento. Algunas variables sanguineas, tales como cortisol y los leucocitos tienden
a aumentar rapidamente durante las primeras horas del transporte, para posteriormente comenzar a disminuir. Variables como CK
y lactato son facilmente influenciadas, no sélo por el transporte, sino que por el manejo y comportamiento de los animales previo y
durante la toma de la muestra de sangre. El 3- HBA no seria un buen predictor de estrés por ayuno o transporte en bovinos,
cuando los periodos experimentales son inferiores a 24 h.

En el futuro, para una mejor comprensiéon de la respuesta fisioldgica y endocrina de los bovinos sometidos a manejos estresantes,
como los utilizados en este estudio, seria conveniente registrar simultineamente otros eventos relacionados con el

comportamiento y bienestar animal, tales como numero de animales echados o parados, montas, cornadas, mugidos y otras
interacciones, que pueden generar respuestas distintas de los indicadores sanguineos de estrés.
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