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RESUMEN

El destete artificial es un manejo necesario para mejorar los resultados productivos
de las ovejas, aunque al mismo tiempo es un evento sumamente estresante. Se ha
reportado que un tratamiento sostenido con progesterona (P4) disminuye la
respuesta de estrés al destete en ovejas. El objetivo de nuestra tesis fue determinar
si el tratamiento con P4 inyectable inmediatamente antes del destete artificial en
ovejas en anestro reduce los cambios comportamentales y fisioldgicos indicadores
de estrés. El estudio se realizd6 en el Campo Experimental N°1 de la Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, en Canelones, Uruguay (34° 22’ S, 55° 36’
0). Se utilizaron 24 ovejas Corriedale multiparas de parto simple y en anestro, se
asignaron a 2 grupos homogéneos, cada uno de 12 ovejas considerando la fecha de
parto, el peso y el sexo de la cria. Un grupo fue tratado con 50 mg de P4 en base
oleosa (MAD-4, Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina) inyectable SC el dia del
destete (GT) y el otro grupo permanecié como control, recibiendo el mismo volumen
de aceite de girasol (GC). El destete se realizd a los 65 dias del nacimiento (Dia 0).
Se registré el peso de las ovejas, las respuestas comportamentales (costeando,
vocalizando, pastando, rumiando, echada, parada, caminando) y fisiol6gicas
(concentracion de proteinas totales, albumina y globulinas) antes y después del
destete. Todos los comportamientos se modificaron con el tiempo (P<0,0001). Las
ovejas GT costearon y caminaron menos (P<0,0001), rumiaron y estuvieron mas
tiempo echadas (P=0,0004 y P=0,0019 respectivamente) que las ovejas GC. Hubo
interaccibn entre tratamiento y tiempo el dia del destete en todos los
comportamientos excepto para las variables echada y vocalizando.
Independientemente de los tratamientos, las vocalizaciones aumentaron con el
tiempo (P<0,0001) y fueron maximas el dia del destete. No hubo efecto del
tratamiento, tiempo o interaccién entre tratamiento y tiempo para las variables
fisiolégicas estudiadas, pero se observdO una tendencia al aumento en la
concentracion de albumina (P=0,09) en ambos grupos a los 3 dias del destete. En
conclusién, el tratamiento con P4 redujo las respuestas comportamentales
indicadoras de estrés al destete en ovejas en anestro.



SUMMARY

Artificial weaning is a management performed to improve productive results in sheep,
however it is an extremely stressful event. It has been reported that sustained
progesterone (P4) treatment decreases the stress response of ewes after weaning of
their lambs. The aim of our thesis was to determine whether the injection of P4
immediately before artificial weaning of lambs reduces the behavioral and
physiological changes indicators of stress response in anoestrus ewes. The study
was conducted at the Experimental Field N°1, of the Facultad de Veterinaria,
Universidad de la Republica, Canelones, Uruguay (34 ° 22 'S, 55 ° 36' W). Twenty-
four multiparous single-lambing Corriedale ewes in anoestrus were used. Ewes were
assigned to two homogeneous groups, each one of 12 ewes, considering the body
weight, birth date and sex of the lamb. On weaning day, one group was treated with
50 mg of oil-based P4 (MAD-4, Rio de Janeiro Laboratory, Argentina) SC
immediately before weaning (GT), and the other group remained as a control
receiving the same volume of sunflower oil SC immediately before weaning (GC).
Weaning took place 65 days after birth (Day 0). Before and after weaning the body
weight of the ewes, the behavioral (pacing, vocalizing, grazing, ruminating, lying
down, standing and walking) and physiological responses (total protein, albumin and
globulins concentrations determined) were recorded. All behaviors were changed
over time (P<0.0001). There was group effect on pacing (P=0.0086), GT ewes
presented a lower frequency of pacing and walking (P<0.0001) than the GC ewe.
Moreover GT ewes presented a greater frequency of lying down (P=0.0004) and
ruminating (P=0.0019) than the GC ewes. There was interaction between treatment
and time on the day of weaning in all behaviors except for lying down and vocalizing.
Regardless of treatment, frequency of vocalizations increase over time (P<0.0001)
and were greater on the day of weaning. Physiological variables studied did not
changed with the time, there was no treatment effect, neither interaction between
nutritional treatment and time, but albumin concentration tended to increase in both
groups (P=0.09) 3 days after weaning. In conclusion P4 treatment reduced the
behavioral changes indicative of stress response at weaning in anoestrus ewes.



1 INTRODUCCION

Un manejo usualmente utilizado en la cria ovina es el destete artificial, que se
entiende por el momento en que se separa al cordero de su madre a una edad mas
temprana de lo que ocurriria en forma natural (Alexander, 1977). El destete artificial
es necesario para mejorar los resultados productivos, ya que mejora la condicion
corporal y aumenta el peso de la oveja, influyendo de manera positiva en las tasas
de concepcion, prolificidad, peso de los corderos al parto y al destete (Freitas-de-
Melo y Ungerfeld, 2016). Sin embargo, constituye uno de los eventos mas
estresantes en la vida del animal, ya que las ovejas y los corderos manifiestan
diferentes respuestas comportamentales y fisiolégicas indicadoras de estrés. Por
ello, este manejo estresante puede repercutir negativamente en el bienestar,
rendimiento productivo y salud animal. Esta ruptura abrupta de las relaciones
preferenciales como es el destete artificial da lugar a reacciones fisiologicas de
estrés, tales como aumento de la liberacion de cortisol y la alteracion de los ritmos
circadianos de actividad tanto de la madre como de la cria (Veissier y col., 1989 a,
b). Por ejemplo, el estrés puede inducir un déficit funcional del sistema inmunoldgico
(Coppinger y col., 1991; Cockram y col., 1993), lo que puede explicar el aumento de
la incidencia de parasitosis en ovejas y corderos después del destete (Yvore y col.,
1980). Se ha reportado que el tratamiento con progesterona (P4) reduce la
respuesta al estrés debido a la accién de metabolitos neuroactivos de la P4
(allopregnanolona y pregnanolona) realizados en roedores (ratones: Wieland y col.,
1991, ratas: Bitran, y col., 1991).

En ovinos los resultados obtenidos por Freitas-de-Melo y col. (2013) muestran
que el tratamiento de larga duracién con P4 aplicado mediante un dispositivo
intravaginal (CIDR) reduce las respuestas fisiologicas y comportamentales
indicadoras de estrés al destete abrupto en la oveja. Por lo tanto, el tratamiento con
P4 podria ser una buena herramienta para mitigar los efectos adversos provocados
por el estrés al destete artificial. Desde el punto de vista practico, este tratamiento no
es viable, ya que es de larga duracion, implica que los CIDR deban ser cambiados
con frecuencia, mas manejo de los animales y tiene alto costo. Esta Tesis se basa
en estudiar si el tratamiento con P4 inyectable al momento del destete, disminuye los
principales cambios comportamentales y fisiolégicos provocados por el estrés en
ovejas destetadas.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Destete natural

A partir del parto se forma un vinculo muy selectivo y fuerte entre la oveja y su
cordero, el que sufre cambios graduales durante el periodo de lactacion. Los
cambios en la relacion oveja-cordero estan determinados por el desarrollo corporal
de la cria durante el periodo de lactacién y su necesidad de cuidados maternos. En
condiciones naturales, el cordero va adquiriendo independencia social y nutricional,
asociada a su desarrollo corporal, lo que culmina con el destete natural alrededor de
los 4-5 meses de edad (Weary y col., 2008).

Por lo tanto, el destete natural es gradual e involucra dos procesos: la
independencia de la madre como una fuente esencial para obtener alimento, y la
separacion de la madre como una compaifiia social (Houpt, 1988). El destete natural
es un proceso donde la cria pasa gradualmente de consumir leche materna a tener
como fuente de energia alimentos solidos (Houpt, 1988). A lo largo del periodo de
lactancia ocurre un aumento en la ingesta de comida solida por parte de la cria y una
disminucién en la frecuencia de amamantamientos, asociada a una reduccion en la
produccién de leche de la madre. Por ello, el destete natural abarca toda una gama
de cambios en el comportamiento nutricional y en la morfologia del cordero que
constituyen la transicion a un adulto independiente (Galef, 1981).

Los cambios generales en la relacion madre-hijo (Martin, 1984), incluyen el
incremento de la distancia madre-cria, acercamiento de los corderos a otras ovejas y
una mayor interaccién con otros corderos (Hinch y col., 1990). Inmediatamente luego
del nacimiento, los corderos no son capaces de digerir comida sélida, pero el rumen
se va desarrollando gradualmente dentro de las primeras 8-10 semanas,
permitiéndole al cordero consumir progresivamente una mayor proporcion de
alimentos sdlidos en relacion a la leche (Houpt, 1988). Estos cambios implican pasar
de un animal no rumiante a un animal rumiante y ocurren antes de la pérdida de la
madre como compafiia social (Houpt, 1988). Algunos autores muestran que las
ovejas y sus corderos forman una relacion a largo plazo que excede la edad natural
del destete, por lo que entienden como destete natural, el momento en que el
cordero deja de alimentarse de leche (Hinch y col., 1990; Rowell, 1991).

2.2 Destete artificial

Se entiende como destete artificial el momento en que se separa al cordero
de su madre, lo que normalmente ocurre a una edad mas temprana que la del
destete natural, cuando todavia existe un fuerte vinculo entre la oveja y su cordero.
Al separarlos de manera artificial es frecuente observar una marcada respuesta de
estrés en ambos. Las ovejas muestran signos evidentes de estrés, incluyendo un
aumento en la frecuencia de balidos y del tiempo que pasan caminando (Alexander,
1977). Luego de la separacion de los corderos, las ovejas pasan mas tiempo
paradas con la cabeza levantada y las orejas erguidas, vocalizando y orientadas
hacia el cordero (Cockram y col., 1993). Ademas, ocurre una disminucion en los
tiempos de descanso y rumia, indicando que la oveja percibe la separacion de su
cordero como un evento negativo (Cockram y col., 1993).
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En condiciones de pastoreo, tanto las ovejas como sus corderos costean
luego del destete (Damian y col.,, 2013; Freitas-de-Melo y col., 2013), lo que
generalmente esta asociado con vocalizaciones. Ambas conductas son desplegadas
con el objetivo de encontrar y reunirse con su cria. Se observa una mayor frecuencia
de vocalizaciéon del cordero y de su madre luego de la separacion, incluso cuando se
realiza un destete progresivo (Orgeur y col., 1998). Orgeur y col. (1999) obtuvieron
resultados similares en cuanto a la respuesta comportamental e inmune en ovejas
que habian sido parcial o totalmente separadas de sus corderos. Estos autores
también demostraron que los corderos parecen ser mas sensibles que las ovejas en
la respuesta de estrés a la separacion, ya que vocalizan mas y exhiben una menor
respuesta inmune humoral que las ovejas. Mears y Brown (1997) también
registraron un aumento en la frecuencia de vocalizacion y en los niveles de cortisol
en corderos destetados a las 7 semanas. Las ovejas también presentan un
incremento en el cortisol sérico cuando son separadas de sus corderos (Pérez-Leo6n
y col., 2006). Ademas, se ha determinado que ocurren cambios en las
concentraciones de proteinas totales, globulinas y albumina en las ovejas,
disminuyendo las dos primeras y aumentando la albumina luego del destete (Freitas-
de-Melo y col., 2013).

Considerando que todos estos cambios comportamentales vy fisiologicos, son
indicadores de estrés, es posible afirmar que este manejo es considerado una
situacion estresante en la vida del animal, y por consiguiente afecta negativamente
el bienestar.

2.3 Estrés

Dado que el destete es un evento estresante en el que se combinan factores
nutricionales, sociales, fisicos y sicolégicos (Earley y col.,, 2010), es necesario
revisar algunos conceptos basicos, relacionados a las respuestas fisioldgicas y
comportamentales indicadoras de estres.

2.3.1 Estrésy estresores

El término estrés se definid originalmente como la respuesta no especifica del
cuerpo a cualquier estimulo nocivo. Mas tarde, el concepto fue redefinido y se
distinguié entre "estresor" y "respuesta de estrés". Un estresor se considera un
estimulo que amenaza la homeostasis, y la respuesta de estrés como la reaccion del
organismo con el objetivo de recuperar la homeostasis (Chrousos, 2009). Cannon
(1929) utilizé el término "homeostasis” para describir a los "procesos fisioldgicos
coordinados que mantienen la mayoria de los estados estacionarios en el
organismo”, definiendo al sistema nervioso autonomo simpatico (SNAS) como un
sistema homeostatico esencial que sirve para restablecer la homeostasis alterada
inducida por el estrés y para promover la supervivencia del organismo.

La exposicion a estresores se traduce en una serie de respuestas
coordinadas para mejorar la adaptacion y la probabilidad de supervivencia del
individuo (Van de Kar y Blair, 1999). Estas respuestas, son conocidas como
respuestas de estrés, y se componen de alteraciones fisiol6gicas vy
comportamentales, debido a la funcion del SNAS vy la secrecion de varias hormonas,
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incluyendo la ACTH, glucocorticoides (cortisol y corticosterona), catecolaminas
adrenales, oxitocina, prolactina y renina (Van de Kar y Blair, 1999).

En general, los estresores pueden ser agrupados en tres grandes categorias:
a) los factores de estrés sicologicos, basados en la respuesta a una condicion
adversa inminente (el miedo, la ansiedad, la exposicién a un entorno incontrolable);
b) los factores de estrés que consisten en un estimulo fisico (dolor, shock,
inmovilizacién); y c¢) los factores de estrés que desafian la homeostasis
cardiovascular (hemorragia, hipotension ortostéatica, ejercicio, exposicion al calor)
(Van de Kar y Blair, 1999).

Selye (1976) propuso que la mayoria de los estimulos estresantes inducen
dos tipos de respuestas: 1) una respuesta de estrés general, que es comun a todos
los estresores e implica la liberaciébn de ACTH y glucocorticoides adrenales, y 2) las
respuestas de estrés individuales, mediadas por "factores condicionantes”, tales
como la predisposicion de origen genético.

2.3.2 Respuesta de estrés

El primer sistema que genera cambios ante un estresor es el SNAS, que
estimula a la médula de las glandulas adrenales a secretar catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina). Las catecolaminas generan un rapido aumento de la
frecuencia cardiaca y respiratoria, midriasis y glucogenolisis. Cannon (1914) llamoé a
esta respuesta como teoria de la “huida o pelea”. Simultaneamente, cuando se
percibe un estresor, las neuronas del nucleo paraventricular del hipotdlamo secretan
un péptido (CRH). Esta hormona estimula a la adenohipofisis para que secrete la
ACTH, la que estimula a la corteza adrenal para que secrete glucocorticoides. Esta
serie de eventos se conoce como activacion del eje HHA, y forma parte de la
respuesta neuroendocrina al estrés (Selye, 1936, 1946).

Algunos de los cambios fisiolégicos y comportamentales asociados con la
respuesta al estrés son: 1) la movilizacibn de energia para mantener el
funcionamiento del cerebro y del musculo; 2) el aumento del estado de alerta; 3) el
aumento de las tasas de perfusion cerebral y utilizacion de la glucosa cerebral; 4) el
aumento de la frecuencia respiratoria y cardiovascular, la redistribucion del flujo
sanguineo, aumentando la energia que llega al cerebro y a los muasculos; 5) la
modulacion de la funcion inmune; 6) el efecto negativo en el control fisiologico de la
reproduccion y del comportamiento sexual; 7) la disminucion de la alimentacién y del
apetito (Sapolsky y col., 2000; Habib y col., 2001).

2.3.3 Indicadores de estrés

Dado que la respuesta al estrés provoca cambios comportamentales y
fisiol6égicos, se pueden utilizar estos parametros, para estudiar la respuesta de
estrés en los animales. De acuerdo con Rushen (2000), lo atractivo de los cambios
comportamentales yace en el hecho de que se manifiestan rapidamente y son faciles
de observar y medir. Los cambios en la concentracion de proteinas totales, albumina
y globulinas son considerados indicadores de estrés en rumiantes (Apple y col.,
1993). La concentracion de proteinas totales disminuye y la concentracion de
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albumina aumenta luego del destete en ovejas y vacas (Freitas-de-Melo y col.,
2013).

El aumento de cortisol sérico es el indicador de estrés fisioldgico clasico (Rhind
y col., 1998); como ya se menciond, las ovejas muestran un gran incremento del
mismo cuando son separadas de sus corderos (Pérez-Le6n y col., 2006). Estas,
incrementan la frecuencia cardiaca mientras que disminuyen el tiempo de rumia y
estan mas tiempo paradas jadeando luego del transporte y al aislarlas socialmente,
ya que son animales gregarios (Cockram y col., 1994, 1996).

2.4 Progesteronay respuesta de estrés

Los resultados obtenidos por Freitas-de-Melo y col. (2013) muestran que el
tratamiento con P4 de larga duracion aplicado a partir de un dispositivo intravaginal
(CIDR) reduce las respuestas fisioldgicas y comportamentales indicadoras de estrés
de la oveja al destete abrupto. Las principales variables comportamentales (costear
y vocalizar), y la mayoria de las variables fisiolégicas (concentraciones de proteinas
totales y globulinas) consideradas indicadoras de estrés al destete en ovejas, fueron
mitigadas por el tratamiento con P4. Estos resultados concuerdan con estudios
previos realizados en roedores en los que se demostré que el tratamiento con P4
reduce la respuesta de estrés o ansiedad en manejos antes del sacrificio (Barbaccia
y col., 2001). Destetar los corderos caus6 una reduccion en la concentracion de
proteinas totales y globulinas en las ovejas, respuestas que fueron reducidas por el
tratamiento con P4 (Freitas-de-Melo y col., 2013). Estos resultados son interesantes
desde una perspectiva productiva; el tratamiento con P4 puede ser una alternativa
interesante para disminuir las respuestas fisiolégicas y comportamentales,
indicativas de estrés de las ovejas en respuesta a un destete abrupto de los
corderos.

En roedores se ha demostrado que metabolitos de la P4 con grupo 3a-
hydroxy, llamados metabolitos neuroactivos (allopregnanolona y pregnanolona),
reducen la respuesta de estrés o ansiedad, mientras que la suspension de
tratamientos con P4 la aumenta. La mayoria de los trabajos en que se determinaron
los efectos del tratamiento con P4 (ratas: Heinsbroek y col., 1988; Bitran y col., 1993;
Barbaccia y col., 1998; ratones: Gomez y col., 2002; Reddy y col., 2005; Ducharme y
col., 2010) o de la suspension del mismo (ratas: Gallo y Smith, 1993; Lofgren y col.,
2006, Lofgren y col., 2009; meriones: Starkey y Bridges, 2010) sobre la respuesta de
estrés o ansiedad fueron realizados en roedores, existiendo hasta la fecha pocos
trabajos en rumiantes que lo hayan estudiado “in vivo”. Si bien Viérin y Bouissou
(2001) determinaron que las ovejas gestantes, caracterizadas por presentar altas
concentraciones de P4 tienen menor respuesta de estrés al test de aislamiento
social que las ovejas no gestantes, los resultados no permitieron adjudicarle dicho
efecto a la P4. Orihuela y col., (2002) no encontraron diferencia en la respuesta del
estrés del transporte entre ovejas en diestro y proestro, aunque en este caso no se
definio el efecto de la P4 por si misma. Por el contrario, Freitas-de-Melo y col. (2015)
observaron una mayor respuesta al aislamiento social luego de la disminucion
brusca de las concentraciones de P4.
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2.4.1 Progesterona, metabolitos neuroactivos y respuesta de estrés: mecanismos
de accion

La P4 es una hormona esteroidea producida tanto en machos como en
hembras en la corteza adrenal, gonadas (solamente en hembras), SNC, SNP y
placenta durante la prefiez (Lo y Lamb, 2004; Rhen y Cidlowski, 2004; Strauss,
2004; Yen, 2004). Los mecanismos por los que la P4 o sus metabolitos reducen la
respuesta de estrés contindan bajo estudio. Estos efectos se producen con una
latencia de segundos a un par de minutos (Towle y Sze, 1983). Se han encontrado
sitios de unién especificos para la P4 que se asocian con la membrana plasmatica
sinaptica (Towle y Sze, 1983). En la actualidad es ampliamente aceptado que estos
neuroesteroides ejercen muchos de sus efectos centrales a través de la modulacion
alostérica positiva del complejo receptor GABAA (Majewska, 1992; Lambert y col.,
1995).

La P4 se sintetiza a partir de pregnenolona, un derivado del colesterol
(Strauss, 2004; Schumacher y col., 2007). En la biosintesis de la P4, el colesterol es
convertido a través de la accion enzimatica en pregnenolona, que luego se convierte
en P4. Ademas de su papel en la reproduccion, el estradiol y la P4 modulan una
variedad de comportamientos no reproductivos, tales como depresién, ansiedad,
irritabilidad y miedo (Brot y col., 1995; Hiroi y Neumaier, 2006; Frye, 2007; Auger y
Forbes-Lorman, 2008). La P4 tiene accién ansiolitica potente que se atribuye a sus
metabolitos neuroactivos (allopregnanolona y pregnanolona). Por ejemplo, la
allopregnanolona actia como modulador alostérico positivo en los receptores
GABA\, generando un efecto inhibitorio en el SNC en roedores (Bitran y col., 1993;
Frye y col., 2000; Reddy y col., 2005; Eser y col., 2008).

La metabolizacion de la P4 ocurre principalmente en el higado (Pluchino y
col., 2009), pero también puede ocurrir en los rifiones y pulmones (Piccinato, 2008).
Como la P4 es una hormona lipofilica y de bajo peso molecular, puede atravesar la
barrera hematoencefalica y llegar al cerebro, donde puede ser metabolizada en las
neuronas y células de la glia presentes en muchas areas del cerebro, mas
notoriamente en la corteza y en el hipocampo (Compagnone y Mellon, 2000;
Birzniece, 2004). En estas areas del cerebro, al ser metabolizada se forman sus
metabolitos neuroactivos, uniéndose a las enzimas 5a y B reductasa. Luego de esta
reduccion, se obtienen los metabolitos 5a o 53 pregnanediona (5a o 5 DHP); estos
altimos sufren una segunda reduccién reversible e irreversible respectivamente por
la 3a y 38 HSD, formando los isbmeros pregnanolonas (Wood y Gower, 2010),
siendo los neuroactivos aquellos con grupo 3a-hydroxy: la allopregnanolona y
pregnanolona (Phillipps, 1975; Majewska y col., 1986).

En varios estudios se ha demostrado que estos metabolitos neuroactivos
interactian con el sitio de union de esteroides en el receptor GABAA (Harrison y
Simmonds, 1984; Majewska y col., 1986; Peters y col., 1988; Turner y col., 1989). El
receptor GABAA se conoce por mediar la accion del principal neurotransmisor
inhibidor en el cerebro de los vertebrados, lo que aumenta el nivel de inhibicién
GABAérgica en el SNC (Majewska y col., 1986). El tratamiento con un inhibidor de la
5a-reductasa que previene la conversion de P4 a allopregnanolona elimina la
actividad ansiolitica de la P4 (Bitran vy col.,, 1995). Algunos de los efectos
neuromoduladores y efectos protectores de la P4 son adjudicados a la
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allopregnanolona. Especificamente, la allopregnanolona produce efectos
anticonvulsivos, antidepresivos, ansioliticos y neuroprotectores en animales de
experimentacion, asi como en tejidos y cultivos celulares (Singh, 2005; Finn y col.,
2006; Schumacher y col., 2007).

En sintesis, la allopregnanolona y pregnanolona juegan un papel importante
en la fisiopatologia de la ansiedad. Estos efectos de los metabolitos de P4 estan
mediados por los receptores GABAA (Bitran y col., 1991), ya que a través de estos
receptores se suprime la excitabilidad del SNC (Crossley y col., 1997, Nicol y col.,
1997), ademas de los de glutamato y acetilcolina que tienen influencia en las
emociones, la memoria, el aprendizaje y la respuesta de estrés de forma rapida
(Mellon y Griffin, 2002; Dubrovsky, 2005; Strous y col., 2006).
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3 HIPOTESIS

El tratamiento con P4 inyectable de larga accién inmediatamente antes del
destete artificial disminuye la respuesta de estrés en ovejas en anestro.
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4 OBJETIVOS

Determinar si el tratamiento con P4 inyectable de larga duracion
inmediatamente antes del destete artificial en ovejas en anestro reduce:

a) La respuesta comportamental indicadora de estrés, medida a través de la
frecuencia de vocalizacion, costeando, caminando, parada, echada,
rumiando y pastando.

b) La respuesta fisiologica indicadora de estrés, medida a través de las
proteinas totales, albumina y globulinas.
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Local de estudio, animales y manejo

El estudio se realiz6 en primavera en el Campo Experimental N° 1 de la
Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica, en Canelones (34° 22’ S, 55°
36’ O), Uruguay. Se utilizaron 24 ovejas Corriedale multiparas de parto simple con
60 dias de lactancia en anestro con un peso de 47,3 + 0,9 kg (media + SEM).

Las ovejas se adjudicaron a 2 grupos homogéneos considerando fecha de
parto, peso y sexo de la cria. Un grupo de 12 ovejas recibio P4 (50 mg en base
oleosa, MAD-4, Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina) inyectada SC el dia del
destete (GT). El otro grupo permanecié como control, recibiendo el mismo volumen
de aceite de girasol (GC). Se destetaron los corderos a los 65 dias de nacidos (Dia
0) los que se llevaron a un potrero alejado sin contacto visual ni auditivo con sus
madres, permaneciendo las ovejas en los mismos potreros (Figura 1).

El potrero utilizado para los animales era de 4 has, y estaba dividido por hilo
eléctrico a la mitad, asignando una subdivisién para cada grupo. La pastura ofrecida
fue trébol blanco (Trifolium repens) y festuca (Festuca arundinacea) con oferta de
forraje ad libitum, permaneciendo los animales alli durante 7 dias (desde el -3 al 3)
(Figura 1).

Al comienzo y final del experimento (dias -5 y 3) se registraron en la mafiana
los pesos vivos de las ovejas con balanza portatil (Figura 1).

Sangrado y peso Registros comportamentales Destete Registros comporiamentales Sangrado y peso

1
l 1 ] ] L | J

-5 -3 -2 1 0 2 3

Figura 1. Linea de tiempo (dias) con los registros realizados antes y después del
destete.

5.2 Observaciones de comportamiento

Para facilitar las observaciones con binoculares desde fuera del potrero, se
pintaron diferentes nimeros en el flanco de las ovejas. Las observaciones se
realizaron mediante registros scan, cada 10 min, durante 3 h en la mafiana (8:00 a
11:00 h) y 3 h en la tarde (14:30 a 17:30 h). Se asign6 un observador entrenado a
cada grupo, el que iba rotando entre los grupos estudiados. Los comportamientos
registrados mediante scan fueron: parada, echada, caminando, costeando, pastando
y rumiando, mientras que vocalizando se registrO mediante muestreo 0/1 cada 10
min durante 30 s (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Comportamientos registrados en las ovejas para evaluar los cambios
comportamentales al destete.

Comportamiento Descripcion

Parada Posicionada con los miembros anteriores y posteriores
extendidos

Echada Acostada en posicion de descanso

Rumiando Regurgitando y masticando el bolo de comida

Pastando Consumiendo pastura con la cabeza baja

Caminando Moviendo los miembros anteriores y posteriores con la
cabeza baja o erecta

Costeando Moviéndose 1-2 m paralelamente al alambrado

Amamantando El cordero succionando el pezén de la ubre

Vocalizando Balando con la boca abierta o cerrada

5.3 Muestreos de sangre

Se colectaron muestras de sangre por venopuncion de la yugular para
determinar las concentraciones de proteinas totales y albumina en los dias -5 y 3.
Las muestras fueron colectadas en tubos sin anticoagulante y centrifugadas durante
10 minutos a 1500g. El suero obtenido se congelé a -20°C hasta su posterior
analisis.

5.4 Cambios fisiolégicos

El andlisis de sangre se realiz6 en el laboratorio del Area de Bioquimica de la
Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. Se determiné la concentracién de
proteinas totales y albumina de los sueros colectados por la técnica de Biuret y por
un kit comercial (Bio-systems, Barcelona, Espafa), respectivamente. La
concentracion de globulinas se estimé por la diferencia entre albumina y proteinas
totales (Sakkinen y col., 2005).

5.5 Analisis estadistico

Se calculd la frecuencia de observaciones en el que cada oveja realiz6 cada
comportamiento. Las frecuencias de los comportamientos, el peso corporal y las
concentraciones de proteinas totales, albumina y globulinas fueron comparadas
entre los tratamientos con ANOVA para mediciones repetidas. Utilizando el mix
model de SAS (2003; SAS Institute, Carolina del Norte, EUA), considerando el efecto
del tiempo, tratamiento e interaccion entre tratamiento y tiempo.
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6 RESULTADOS
6.1 Registros comportamentales
6.1.1 Posturas: parada, echada y caminando

No hubo efecto del tratamiento en la frecuencia en que los animales
estuvieron parados. Se observaron cambios con el tiempo (P<0,0001): las ovejas
disminuyeron la frecuencia en que estuvieron paradas el dia del destete, sin volver a
sus valores iniciales 2 dias luego del destete (Figura 2A). Hubo interaccion entre
tratamiento y tiempo (P=0,0002), las ovejas GC estuvieron menos tiempo paradas
que las ovejas GT, el dia del destete (P<0,05) y a los 2 dias luego del destete
(P<0,01).

Las ovejas GT pasaron mas tiempo echadas que las ovejas GC (18,6 + 1,3 %
vs 10,9 £ 1,3 % respectivamente; P=0,0004). Se observaron cambios en el tiempo
(P<0,0001): las ovejas pasaron menos tiempo echadas el dia del destete, volviendo
a sus niveles iniciales 2 dias luego del destete (Figura 2B). Hubo interaccién entre
tratamiento y tiempo (P=0,0003): las ovejas GT pasaron mas tiempo echadas luego
del destete que las ovejas GC (P<0,0001).

Las ovejas GT caminaron menos que las ovejas GC (3,37 = 0,6 % vs 9,28 +
0,6 % respectivamente; P<0,0001). Se observaron cambios en el tiempo (P<0,0001)
ambos grupos disminuyeron la frecuencia que caminaron dos dias luego del destete
(Figura 2C). Hubo una interaccion entre tratamiento y tiempo (P=0,0005), las ovejas
GC el dia del destete mantuvieron los niveles iniciales (P<0,0001), disminuyendo 2
dias luego del destete (P<0,0001), mientras que las ovejas GT caminaron menos en
ambos momentos.
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Figura 2. Frecuencia de observaciones en que las ovejas estaban (A) paradas, (B)
echadas y (C) caminando antes, el dia y después del destete en ovejas tratadas con
50 mg de P4 inyectable inmediatamente antes del destete (-A-) 0 en ovejas que
guedaron sin tratamiento (- A-) (Media £ SEM). Dia 0 = destete artificial. Diferentes
letras indican diferencias entre los dias (P<0,01). Los asteriscos indican diferencias
entre los grupos (* P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,0001).
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6.1.2 Comportamientos alimenticios: pastando y rumiando

No hubo efecto del tratamiento sobre la frecuencia en que las ovejas
estuvieron pastando. Se observaron cambios en el tiempo (P<0,0001): las ovejas
disminuyeron la frecuencia en la que estuvieron pastando el dia del destete, sin
embargo a los 2 dias luego del destete fue mayor que los niveles iniciales (Figura
3A). Hubo una interaccion entre tratamiento y tiempo (P=0,0002): 3 dias antes del
destete (P<0,05) las ovejas GT pastaron mas, pero sin embargo el dia del destete
hubo una tendencia (P<0,1) a que las ovejas GC pastaron mas.

Las ovejas GT rumiaron mas que las ovejas GC (20,1 +0,9 % vs 15,5+ 0,9 %
respectivamente; P=0,0019). Se observaron cambios en el tiempo (P<0,0001): las
ovejas rumiaron menos el dia del destete, volviendo a sus valores basales luego del
destete (Figura 3B). Hubo una interaccion entre tratamiento y tiempo (P=0,0004): las

ovejas GT rumiaron mas que las GC tanto el dia del destete (P<0,05) como 2 dias
después (P<0,0001).
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Figura 3. Frecuencia de observaciones en que las ovejas estaban (A) pastando y (B)
rumiando antes, el dia y después del destete en ovejas tratadas con 50 mg de P4
inyectable inmediatamente antes del destete (-A-) 0 en ovejas que quedaron sin
tratamiento (- A-) (Media + SEM). Dia 0 = destete artificial. Diferentes letras indican

diferencias entre los dias (P<0,01). Los asteriscos indican diferencias entre los
grupos (* P<0,05 y *** P<0,0001).

22



6.1.3 Comportamientos indicadores del estrés al destete: costear y vocalizar

Las ovejas GT costearon menos que las ovejas GC (0,06 = 0,2 % vs 0,9 + 0,2
% respectivamente; P=0,0086). Este comportamiento también cambid con el tiempo
(P<0,0001): las ovejas costearon el dia del destete (Figura 4A). Hubo una
interaccion entre tratamiento y tiempo (P=0,0009): el dia del destete (P<0,0001) se
observé que las ovejas del GC costearon mas que la ovejas del GT.

No hubo efecto del tratamiento, ni interaccion entre tratamiento y tiempo en la
frecuencia en que los animales vocalizaron. Se observaron cambios con el tiempo
(P<0,0001): las ovejas vocalizaron mas el dia del destete, volviendo a sus niveles
basales a los 2 dias luego del destete (Figura 4B).
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Figura 4. Frecuencia de observaciones en que las ovejas estaban (A) costeando y
(B) vocalizando antes, el dia y después del destete en ovejas tratadas con 50 mg de
P4 inyectable inmediatamente antes del destete (- A-) 0 en ovejas que quedaron sin
tratamiento (- A-) (Media + SEM). Dia 0 = destete artificial. Diferentes letras indican

diferencias entre los dias (P<0,01). Los asteriscos indican diferencias entre los
grupos (* P<0,05 y *** P<0,0001).
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6.2 Peso corporal

El peso corporal de las ovejas no fueron afectados, ni por el tratamiento ni por
el tiempo (antes del destete: 47,1 + 1,2 kg vs. 47,4 £ 1,3 kg, ovejas GC y GT
respectivamente; luego del destete: 46,6 = 1,1 kg vs. 46,4 + 1,3 kg). Tampoco hubo
interaccion entre tratamiento y tiempo.

6.3 Cambios fisiolégicos

No hubo efecto del tratamiento en la concentracion de proteinas totales,
albumina o globulinas. No hubo efecto tiempo ni en las proteinas totales ni en las
globulinas, pero se observdé una tendencia al aumento de la concentracion de
albumina a los 3 dias del destete (P=0,09) (Figuras 5A, 5B, 5C). No hubo interaccion
entre tratamiento y tiempo en la albimina, existiendo una tendencia en las proteinas
totales (P=0,08) y globulinas (P=0,07).
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Figura 5. Las concentraciones de (A) proteinas totales, (B) albumina y (C) globulinas
antes y después del destete en ovejas tratadas con 50 mg de P4 inyectable
inmediatamente antes del destete (barras grises) (GT) o en ovejas que quedaron sin
tratamiento (barras negras) (GC) (Media + SEM). Dia O = destete artificial.
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7 DISCUSION

De manera general, el tratamiento con P4 inyectable de larga duracion
inmediatamente antes del destete artificial, disminuyd la respuesta de los cambios
comportamentales indicadores de estrés al destete de las ovejas, cambios que
implican alto gasto energético y estan relacionados con la busqueda de la cria
(costeando y caminando). Las diferencias en el aumento de estos comportamientos,
no determinaron diferencias en la pérdida de peso entre los grupos. Ademas, el
destete tampoco produjo una reduccién de peso en las ovejas, por lo menos hasta
los 3 dias luego del destete. Los cambios comportamentales al destete (aumento de
comportamientos relacionados a la busqueda de la cria y reduccion en el tiempo de
descanso y alimentacién) son agudos, y las ovejas retornan a los valores basales a
los 3 dias luego del destete coincidiendo con Freitas-de-Melo y col. (2013),
probablemente no siendo tiempo suficiente para generar una pérdida de peso. Es
interesante que no se observd una respuesta fisiologica a los 3 dias luego del
destete, quizas influenciado por el dia en que se realizdé la medicion, ya que las
proteinas totales tienen una respuesta lenta y se midié6 solamente al tercer dia
después del destete. Seria interesante repetir la medicion mas tarde para determinar
si pudiera haber existido una variacion debido al destete o diferencias entre grupos.

De modo general, el destete generé cambios en todos los comportamientos
observados, reafirmando que éste es un manejo estresante (Freitas-de-Melo y
Ungerfeld, 2016). El destete determiné aumentos en las frecuencias de los
comportamientos relacionados con la busqueda de la cria, por lo que los animales
redujeron el tiempo dedicado a la alimentacion y descanso. A diferencia de las
ovejas GT, las ovejas GC desplegaron un mayor aumento en la frecuencia de los
comportamientos que gastan energia (caminando y costeando) y una reduccion de
aquellos que aportan energia e indican bienestar (pastando, rumiando y echada). Si
bien no se estudiaron los mecanismos relacionados a los efectos de la P4,
especulamos que la reduccion de la respuesta comportamental de estrés al destete,
serian debidos a la accion de los metabolitos neuroactivos, ya que se ha demostrado
que estos metabolitos reducen la respuesta de estrés y ansiedad en roedores (Bitran
y col., 1993, Barbaccia y col.,, 1998). Este tratamiento ayudaria a las ovejas a
trascurrir el destete con un mejor bienestar, lo que implica mayor armonia del animal
con su medio ambiente (Broom, 1991).

Los cambios en la frecuencia de los comportamientos costeando y
vocalizando fueron los mas notorios al momento del destete artificial, aumentando
de gran manera en ambos grupos, ya que son los comportamientos mas indicativos
de la respuesta de estrés al destete (desplegados por la oveja por intentar buscar a
su cria). Dos dias luego del destete ambos grupos volvieron a los niveles basales,
debido a que se trata de una respuesta aguda y de gran demanda energética.
Probablemente al no recibir respuesta de las crias, las ovejas dejan de realizar
dichos comportamientos. La frecuencia en que los animales estuvieron pastando y
rumiando disminuyo el dia del destete, ya que las ovejas se concentran en buscar a
su cria y dejan de realizar estas actividades. Sin embargo, a los 2 dias luego del
destete ambos grupos pastaron mas, incluso superando los niveles iniciales, lo que
podria explicarse como un comportamiento compensatorio, comiendo lo que dejé de
comer el dia del destete. Segun Newman y col. (1994) luego de un ayuno de 24
horas las ovejas aumentan la ingesta diaria total, incrementando el tiempo de
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pastoreo. Greenwood y Demment (1988) encontraron que animales ayunados
durante 36 horas pastorearon un 45% mas que animales sin ayuno. Ademas, a los 2
dias del destete, las ovejas GT rumiaron mas que los dias previos al destete y las
ovejas GC rumiaron menos que los niveles iniciales. Esto puede deberse a que las
ovejas GT estaban mas tranquilas, ya que la rumia, que es un indicador de bienestar
animal, se afecta en menor medida. Por ejemplo, se podria sugerir que al rumiar
mas tiempo las ovejas GT asimilaron o favorecieron la fermentacion ruminal de los
alimentos consumidos. En vaquillonas la rumia disminuye tras la administracion de
ACTH (Negrao y col., 2010), indicando que este comportamiento es afectado con la
respuesta de estrés.

Ademés de disminuir la intensidad de la respuesta de estrés, el tratamiento
con P4 probablemente también disminuy6 el periodo en el que los animales se
encontraban estresados, representado en un rapido retorno a los niveles basales de
algunos comportamientos (costeando y vocalizando).

Esto indica que el tratamiento permite generar alternativas de aplicacion
practica, en las que no se vea perjudicado el manejo y se mejore el bienestar.
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8 CONCLUSION

El tratamiento con P4 inyectable de larga duracion inmediatamente antes del
destete redujo las respuestas comportamentales indicadoras de estrés en ovejas en
anestro.
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