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RESUMEN

Dentro de los factores sociales, el vinculo entre la madre y su cria incide
fuertemente en el desarrollo posterior de la misma. La madre es uno de los
primeros vinculos sociales que tiene el cordero, siendo de gran importancia
para su supervivencia y desarrollo. El objetivo de la tesis fue comparar la
respuesta de estrés al aislamiento social a los ocho meses de edad de
corderos criados por sus madres hasta los 75 dias de vida y corderos criados
artificialmente desde sus 24-36 h de vida. Se utilizaron 20 corderos de raza
Ideal, de los que 10 fueron separados de sus madres y criados artificialmente
(CA) con leche de oveja, y 10 criados por sus madres (CM). A los 75 dias de
edad se realizd el destete de los CM y las madres fueron trasladadas a un
potrero donde no tenian contacto visual ni acustico con los corderos en
experimentacion; en ese mismo momento los corderos CA dejaron de recibir la
leche ovina. Al final de la primera estacién reproductiva, cuando los corderos
tuvieron 8 meses de edad, fueron sometidos al open field test (OFT). En el
mismo se coloco a cada animal en forma individual durante 10 min en un corral,
donde no tuvieron contacto visual ni acustico con los demas corderos del
grupo, ni con otros animales y tampoco con humanos. Se registraron
parametros comportamentales (intentos de escape, olfateos, inmovilizaciones,
eliminaciones totales, distancia recorrida, vocalizaciones), fisiologicos
(frecuencia cardiaca, respiratoria y temperatura rectal), y en las muestras de
suero se determinaron los parametros endocrinos (concentraciones séricas de
cortisol y testosterona) y bioquimicos (concentracion sérica de proteinas
totales, globulinas y albumina). Los parametros enddcrinos y fisiologicos no
fueron afectados por el grupo. Los corderos CM presentaron mas eliminaciones
totales (CM: 2,9 £ 0,5 vs CA: 1,5 £ 0,1; p=0,046) y recorrieron mayor distancia
(CM: 116 £ 11 vs CA: 90 £ 10; p=0,045) que los corderos CA; asi como
también presentaron mayor concentracién de albumina sérica que los CA (CM:
3,9 £ 0,3 vs CA: 3,8 £ 0,3 g/dL, respectivamente; p=0,02). Hubo interaccion
entre grupo y tiempo en proteinas totales (p=0,01) y globulinas (p=0,05). Los
corderos CM tuvieron mayor concentracion de proteinas totales a los 60 min
(6,5 £ 0,1 vs 59 £ 0,1, p=0,007) que los CA; mientras que los CA tuvieron
mayor concentracion de globulinas a los 30 min (2,3 £ 0,1 vs 2,0 £ 0,1, p=0,04)
respecto a los CM. En conclusién, la presencia y el vinculo con la madre
durante la crianza afecta la respuesta de estrés al OFT a los ocho meses de
edad. Los corderos criados con las madres se estresaron mas al ser sometido
al OFT que aquellos criados artificialmente.



SUMMARY

Among the social factors, the presence and the bond between the
mother and her lamb bond is of fundamental importance for the subsequent
development of the offspring. The mother is one of the first social bonds that the
lamb establishes, remaining relevant being of great importance for their survival
and development. The aim of the thesis was to compare the stress response to
social isolation in lambs at eight months old of age between lambs reared by
their mothers until 75 days of life and lambs artificially reared since their 24-36 h
of life. In this study, 20 Polwarth rams were used, 10 of which were separated
from their mothers and artificially reared (CA) with sheep's milk and 10 were
raised by their mothers (CM). Weaning of CM lambs was performed when the
lambs were an average 75 days of age and their. CM lambs™ dams were moved
to another paddock making it impossible for the lambs to have any visual or
acoustic contact with their mothers by. At the same time the CA lambs stopped
receiving milk. At the end of the first breeding season, when the lambs were 8
months old, they were subjected to the open field test (OFT). In such test, each
animal was placed individually for 10 min in a shed, where they had no visual or
acoustic contact with others lambs from their group, neither other animals nor
humans. Behavioral parameters (escaping attempts, sniffs, assets, total
eliminations, distance traveled, vocalizations), physiological (heart and
respiratory rate and rectal temperature) were recorded and serum samples
were obtained for determination of endocrine (cortisol and testosterone
concentrations) and biochemical (total protein, albumin and globulins)
parameters. The CM lambs had more total eliminations (CM: 2.9 £ 0.5 vs CA:
1.5 +£0.1; p = 0.046) and traveled more distance (CM: CA 116 + 11 vs. 90 % 10;
p = 0.045) than the CA lambs; and also they had higher serum albumin
concentration than CA (CM: 3.9 £ 0.3 vs CA: 3.8 £ 0.3 g / dL, respectively; p =
0.02). There was interaction between group and time in total protein (p = 0.01)
and globulins (p = 0.05). The CM lambs had higher total protein concentration
at 60 min (6.5 £ 0.1 vs 5.9 £ 0.1, p = 0.007) than the CA; while the CA had
higher concentration of globulins at 30 min (2.3 £ 0.1 vs 2.0 £ 0.1, p = 0.04)
compared to CM. In conclusion, the presence and the bond with the mother
affects stress response in the OFT at eight months of age. The lambs raised
with mothers were more stressed when subjected to the OFT than those raised
artificially.
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1. INTRODUCCION
1.1.Vinculo madre-cria

Dentro de los vinculos sociales en ovinos, la madre es el primero que
tiene el neonato (Lévy y Keller, 2008). El vinculo con la madre es de gran
importancia para la supervivencia y el desarrollo del cordero (Poindron y Le
Neindre, 1980). La madre le provee alimento, calor, refugio y proteccion frente
a los depredadores y también influye en el desarrollo fisiol6gico, sensorial,
emocional y social de los recién nacidos (Lévy y Keller, 2008). En ovinos, a las
pocas horas del nacimiento se desarrolla una relacion fuerte y selectiva entre la
madre y el cordero (Poindron y Le Neindre, 1980). El vinculo entre la madre y
su descendencia masculina, puede determinar alteraciones irreversibles, tanto
en el ambito social como sexual de los mismos (Kendrick et al., 1998). Como
ejemplo de ello, Kendrick et al. (1998) reporté que los corderos que fueron
criados por cabras, de adultos prefirieron montar a cabras mas que a ovejas.
Por lo tanto, el vinculo social entre la madre y la cria repercute sobre la vida
social y sexual futura del cordero.

Como factor social es importante la presencia de la madre durante la
primera etapa de vida del cordero. La ausencia de la madre afecta la respuesta
de estrés durante el desarrollo y la etapa adulta de los corderos. El vinculo
establecido entre la madre y su cordero puede persistir mas alla del destete
natural de la cria, la ruptura del vinculo es considerado como un estresor para
ambos (Morgan y Arnold, 1974; Alexander, 1977; Napolitano et al., 2008). Son
varios los factores que inciden en el estrés del destete en corderos; ya que
incluye componentes sociales (la separacion de su madre y la reagrupaciéon
con nuevos comparieros), cambios nutricionales (el dejar de consumir leche y
pasar a una dieta soélida) y el final del acceso a la ubre y la conducta de
lactancia (Napolitano et al., 2008; Weary et al., 2008). Dentro de todos los
factores estresantes durante el destete, Damién et al. (2013) observaron que la
pérdida de la madre es un factor central en la respuesta de estrés de los
corderos, la que se manifiesta principalmente por el aumento de las frecuencias
de vocalizaciones y de costear. Estos comportamientos son realizados
principalmente con el objetivo de buscar a las madres, evidenciando que la
pérdida de estas causa en los corderos una importante respuesta de estrés
(Napolitano et al., 2008; Newberry y Swanson, 2008; Damian et al., 2013).

1.2Estrés y respuesta de estrés

El estrés se puede definir como el estado de desequilibrio homeostatico
(Pacak y Palkovits, 2001; Sapolsky, 2004) desencadenado por factores
conocidos como “estresores” (Sapolsky, 2004; Earley et al., 2010). Los
estresores pueden clasificarse de acuerdo a como actdan, en dos tipos:
estresores fisicos (temperaturas extremas, ruidos, vibraciones, dolor y agentes
guimicos como venenos, ejercicio, falta de agua y/o alimento, shock eléctrico,
dolor, hemorragias) y pisco-sociales (ansiedad, miedo o frustracién en relacién
a cambios en su entorno social, sea por ejemplo por aislamiento social o
jerarquia) (Ewing et al., 1999; Earley et al., 2010). Otra manera de clasificar a
los estresores es de acuerdo a la duracion del efecto, y se dividen en
estresores agudos o cronicos. Los agudos son de exposicion simple,
intermitente y de corta duraciéon en el tiempo; mientras que los cronicos



involucran una exposicion prolongada, ya sea de forma continua o intermitente
(Pacak y Palkovits, 2001).

Cuando el estresor es percibido se desencadena la respuesta de estrés,
involucrando la activacion del eje simpaticoadrenomedular (SAM), por el que el
sistema nervioso autébnomo (la rama simpatica) estimula a la médula de la
glandula adrenal a secretar las catecolaminas adrenalina y noradrenalina
(Sapolsky, 2004; Earley et al.,, 2010). Estas catecolaminas estimulan los
receptores a, Bl y B2 adrenérgicos, lo que provoca un incremento en la
frecuencia respiratoria y cardiaca, midriasis y glucogenolisis; todo lo que
prepara al animal para una respuesta inmediata frente a un estresor agudo
(Earley et al., 2010). El otro eje que se activa durante la respuesta de estrés es
el hipotalamo-hipofiso-adrenocortical (HHA) (Selye, 1936). El eje HHA involucra
las neuronas del nucleo paraventricular del hipotadlamo, las que secretan el
factor liberador de corticotropina (CRH), el que estimula a la adenohipdfisis a
secretar adenocorticotropina (ACTH) (Anisman et al., 1997; Pacéak y Palkovits,
2001; Earley et al., 2010). La ACTH liberada a la circulacion sistémica estimula
a la corteza adrenal a liberar glucocorticoides (Anisman et al., 1997; Earley et
al., 2010), los que estimulan la movilizacion de reservas mediante la lipolisis y
la glucogenolisis, y activan la gluconeogénesis (Pacék y Palkovits, 2001; Earley
et al., 2010). El estimulo de todas estas vias metabdlicas en conjunto, tanto del
eje SAM como del HHA, proporcionan energia para que el organismo pueda
responder a la emergencia generada por el estresor (Ewing et al., 1999). Si la
respuesta de estrés fue efectiva, el animal logra superar la situacion inducida
por el estresor y restablecer la homeostasis a su funcion normal (Damian y
Ungerfeld, 2013). Sin embargo, dependiendo de la intensidad y duracion del
estresor, la respuesta puede ser insuficiente afectando las funciones biologicas
hasta niveles patolégicos (Damian y Ungerfeld, 2013).

Diversas practicas que son usadas frecuentemente en la produccion,
pueden actuar como estresores y por tanto generar respuestas de estrés en los
animales. Ejemplo de estas practicas son: la castracion, el corte de cola,
aislamiento social y/o exposicion a un nuevo ambiente, la identificaciéon con
caravanas, trasporte, hacinamiento en producciones intensivas (Forkman et al.,
2007; Damian y Ungerfeld, 2013), esquila y la utilizacion de perros en el trabajo
con ovinos (Hargreaves y Hutson, 1990; Komesaroff et al., 1998; Carcangiu et
al., 2008).

El estrés en produccion animal puede ser un indicador de pobre
bienestar animal y afectar negativamente la reproduccion, la produccién y la
salud (Damian y Ungerfeld, 2013). A nivel reproductivo la respuesta de estrés
provoca una disminucion o bloqueo del comportamiento del celo en la hembra 'y
de la libido en el macho (Knight et al., 1988; Ehnert y Moberg, 1991). El estrés
agudo en corderos y/o carneros (por aislamiento, transporte, temperaturas
extremas, electroeyaculacion) afecta negativamente la calidad seminal y la
secrecion de testosterona (Apple et al., 1993; Nazifi et al., 2003; Al-Qarawi y
Ali, 2005; Ali et al., 2006; Damian y Ungerfeld, 2011). El estrés del transporte,
confinamiento y destete incrementan la parasitosis en ovinos (Watson, 1991;
Sotiraki et al., 1999). En ovinos, estresores como el hacinamiento, el maltrato
fisico hacia los animales y la contaminacion ambiental provocan disminucién en
la produccion de leche (Sevi et al., 1999; 2009). Desde el punto de vista



sanitario, el estrés crénico produce inmunosupresion, aumentando el riego de
contraer infecciones (Anisman et al., 1997; Sapolsky, 2002; Earley et al., 2010;
Damian y Ungerfeld, 2013).

1.3Estrés del aislamiento social

Dado que los ovinos son animales muy sociales y sumamente gregarios,
el hecho de separarlos de su grupo social y aislarlos provoca una gran
respuesta de estrés (Moberg et al., 1976; Lynch et al., 1992; Bouissou et al.,
2001; Forkman, 2007). El estrés del aislamiento social fue en primera instancia
evaluado en roedores mediante la prueba conocida como “Open Field Test”
(OFT) (Hall, 1934, 1936); posteriormente, esta prueba se validé en varias
especies productivas, incluida la ovina (Forkman, 2007).

La prueba OFT permite evaluar como los animales reaccionan frente al
aislamiento social. El OFT consiste en encerrar al animal en un corral en forma
individual, sin contacto visual ni auditivo con sus compafieros por algunos
minutos (Forkman, 2007). La respuesta de estrés al OFT en ovinos genera
cambios en indicadores fisiologicos (incremento de la frecuencia cardiaca y
respiratoria y de la temperatura rectal), indicadores hormonales (incremento de
cortisol, ACTH, catecolaminas, vasopresina, prolactina, oxitocina), indicadores
bioquimicos (glucemia, proteinas totales, hematocrito) y despliegue de algunos
comportamientos especificos (Damian y Ungerfeld, 2013). Dentro de los
comportamientos evaluados, aquellos animales que presentan un incremento
en los movimientos de locomocion, vocalizaciones, defecaciones y micciones
son indicativos de una mayor respuesta de estrés al aislamiento social (Boissy
y Le Neindre, 1997; Goddard et al., 2000; Forkman et al., 2007). El incremento
de los movimientos de locomocion y vocalizaciones refleja miedo y/o estrés,
por la ausencia de sus pares o compaferos y por investigacion al estar en un
ambiente desconocido; defecar y orinar son interpretados como signos de
estrés y se dan por la activacion del sistema nervioso autbnomo en respuesta
al estresor (Forkman et al., 2007).

En este trabajo se utilizaron dos grupos de animales en los que el
tratamiento fue haber sido criados con las madres o artificialmente durante la
lactancia. Otros autores como Vandenheede et al. (1993) y Romeyer et al.
(1992) evaluaron en ovinos el efecto de la crianza con la madre o
artificialmente sobre la respuesta de miedo o estrés cuando se someten a
pruebas de miedo (OFT, presencia de un ser humano, presencia de un objeto
nuevo). Vandenheede et al. (1993) concluyé que carneros criados con sus
madres presentan mayor respuesta estrés cuando se sometieron a pruebas de
miedo a los ocho meses de edad que aquellos criados artificialmente. En el
mismo sentido, Romeyer (1992) reportd que ovejas (de entre 5y 22 meses de
edad) que fueron criadas con sus madres son mas temerosas que aquellas
criadas artificialmente, cuando se someten a pruebas de miedo. En los trabajos
de Vandenheede et al. (1993) y Romeyer et al. (1992) los corderos CM
recibieron leche hasta los 90-100 dias, mientras que el grupo CA se les dejo de
alimentar artificialmente a los 45 dias de edad. En base a lo expresado
anteriormente, debido a que los trabajos de Romeyer et al. (1992) y
Vandenheede et al. (1993) no consideraron algunas posibles diferencias como
el de la alimentacion, lo cual confunde el efecto de la cria con la madre con las
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diferencias de alimentacion y peso de los corderos. Por lo tanto, en nuestro
trabajo se plantea estudiar el efecto de la presencia y vinculo con la madre
durante la crianza sobre la respuesta de estrés de los corderos, controlando
aspectos como la alimentacion, el grupo social y el peso entre ambos grupos.
Por otra parte teniendo en cuenta que los corderos se diferenciaron en
aspectos sociales como la presencia o no de la madre durante la crianza, es
interesante evaluar como responden frente a un estresor social como es el
OFT, el cual no es invasivo y tiene la ventaja de permitir evaluar la respuesta
comportamental y ademas indicadores fisioldgicos, bioquimicos y endécrinos.
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2. HIPOTESIS

Los corderos que fueron criados artificialmente se estresan menos al ser
sometidos al OFT a los ocho meses de edad que los corderos que fueron
criados por sus madres.
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3. OBJETIVO

Comparar la respuesta de estrés al aislamiento social a los ocho meses
de edad, en corderos criados por sus madres hasta los setenta y cinco dias de
vida y corderos criados artificialmente desde las 24-36 h de vida.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Manejo de los animales

El trabajo de campo se realiz6 en la Unidad de Ovinos del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Estacion Experimental “La
Estanzuela” (Ruta 50 km 11, Colonia, Uruguay). Se trabajé con 20 corderos
machos de raza Ideal, los que nacieron en el mes de setiembre de 2011. Las
madres de dichos corderos fueron cruzadas con 3 carneros de la misma raza.
Todos los corderos nacieron en parto Unico, con un maximo de 12 dias de
diferencia entre ellos.

Las ovejas gestantes fueron mantenidas en un mismo potrero bajo las
mismas condiciones de manejo y alimentacion. Se formaron dos grupos
experimentales de corderos de forma homogénea de acuerdo al dia de
nacimiento y al peso. Identificandose como: corderos criados artificialmente
(CA, n=10), los cuales fueron separados de las madres a las 24-36 horas
después de nacidos. Corderos criados por las madres (CM, n=10), los cuales
permanecieron con las mismas hasta los 75 dias de vida.

Los corderos CA fueron alimentados a través de tetinas artificiales con
leche proveniente del ordefie de las madres o de otras ovejas. La cantidad de
leche y frecuencia de administracion se ajustd para mantener un peso corporal
similar al de los corderos CM. Durante los primeros 7 dias de vida se les
suministr6é 0,5-0,7 L dividido en 6 tomas diarias, a las 8:00 h, 10:00 h, 12:00 h,
14:00 h, 16:00 h'y 19:00 h. Desde el dia 8 al 15 se les dio 0,8-1 L dividido en 4
tomas diarias a las 8:00 h, 12:00 h, 16:00 h y 19:00 h. Desde el dia 16 hasta el
dia de destete se les suministré 3 tomas diarias 8:00 h, 12:00 h y 19:00 h. A
partir del dia 16 hasta el dia 30 se les suministré 1,0-1,3 L, y desde el dia 31
hasta el dia 75, se les dio 1,4-1,6 L en 2 tomas diarias.

Durante la alimentacion, los corderos CA tuvieron el minimo contacto
necesario con los seres humanos. Todos los corderos fueron pesados cada 7-
15 dias. Para reducir las diferencias en las relaciones sociales que podrian
incidir en el proceso de aprendizaje, en el potrero de los corderos CA se incluyo
4 ovejas adultas que tenian corderos de edad similar a los corderos
experimentales.

Durante los primeros 15 dias de vida, todos los corderos se alojaron en
dos corrales cerrados durante la noche, con una temperatura ambiente de 20 a
23°C. A partir de los 15 dias, los dos grupos se manejaron en diferentes
potreros de 25x50 m cada uno. Los corderos tenian libre acceso a sombra
artificial hecha con una tela de sombra con el apoyo de un cuadrante de hierro
(area=4,5 mz, altura=0,8 m).

El destete se realizdé cuando los corderos tenian en promedio 75 dias de
vida (entre 69 y 81 dias de edad). Las madres de los corderos CM y las 4
ovejas con corderos alojadas en el potrero de los corderos CA fueron
trasladadas a otro potrero donde no tenian contacto visual ni acustico con los
corderos en experimentacion. En ese mismo momento los corderos CA dejaron
de recibir la leche ovina.
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Luego del destete ambos grupos fueron mantenidos en potreros
separados de iguales caracteristicas, con pasturas mejoradas. Se les
suministro racién dos veces al dia y fardos de alfalfa ad libitum.

4.2 Open Field Test

El OFT se realiz6 cuando los corderos tuvieron 8 meses de edad,
coincidiendo con el final del otofio. Los corderos se sometieron al OFT en
forma alterna, y aleatoria dentro de cada grupo. Los animales fueron llevados
de forma tranquila al corral de estudio, que se encontraba alejado de los
potreros donde vivian. El test consistio en colocar a cada animal durante 10
min en un corral de 3,5 X 3 m, con paredes de 2 m de alto, lo que les impedia
ver hacia el exterior. A su vez, en el piso del mismo se pintdé con tiza una
cuadricula de 36 rectangulos para evaluar el desplazamiento de los animales
durante el test, lo que se calculé de acuerdo al numero de lineas atravesadas
por los mismos.

Los eventos de comportamiento durante el test fueron grabados con dos
camaras de video (Sony DRC-SR85, China). Los comportamientos registrados
y que posteriormente se evaluaron fueron: actividad locomotora (nimero de
lineas cruzadas), intentos de escape (golpes con la cabeza y miembros
delanteros sobre los costados del corral, y postura erguida sobre sus patas
traseras, al mismo tiempo que sus miembros delanteros los mantenia
apoyados sobre las paredes del corral), comportamiento de eliminacién
(nimero de defecaciones y micciones, y tiempo a la primera defecacion y
miccién), exploracion (numero de olfateos en cualquier sitio del corral),
vocalizacion (numero de vocalizaciones), numero de inmovilizaciones (el
animal parado sin realizar vocalizaciones, defecaciones ni micciones, y sin
manifestacion de olfateo).

Se registro la frecuencia cardiaca de forma continua mediante un cardio
tacometro (Polar FS3, EEUU) en la zona de proyeccion cardiaca; y se tomd los
tiempos 0, 10 y 20 para hacer el andlisis estadistico. Ademas se registro la
temperatura rectal (termémetro digital) y la frecuencia respiratoria (observacion
de los movimientos costo-abdominales) antes de comenzar el OFT (tiempo 0) y
a los 10 min de realizado el mismo.

4.3 Muestras de sangre y determinacion de hormonas y proteinas
Determinacion de hormonas

Para determinar la concentracion de cortisol, se tomaron muestras de
sangre mediante venopuncion yugular, 10 min antes del OFT (-10),
inmediatamente antes de ingresar al test (0), y a los 10, 20, 30, 45, 60 y 90 min
después del mismo; y para determinar la concentracion de testosterona, se
usaron las muestras correspondientes a los tiempos 0, 10, 30, 60 y 90 min. Las
muestras se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min para separar el suero, el
que fue almacenado a -20°C hasta la determinacion hormonal. Las
concentraciones séricas de cortisol y testosterona se midieron en el Laboratorio
de Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterinaria, mediante
radioinmunoandlisis (RIA), utilizando un kit comercial de fase soélida (TKPG,
Count-A-Count, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU). Los coeficientes de
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variacion intra-ensayo e inter-ensayo fueron para cortisol menores al 8% y la
sensibilidad fue de 8,1 nmol/L y para testosterona los coeficientes de variacion
fueron menores al 6% y la sensibilidad fue de 0,14 nmol/L.

Determinacion de la concentraciéon sérica de proteinas

Para la determinacidbn de la concentracion sérica de proteinas se
obtuvieron muestras de sangre mediante venopuncion yugular, tomadas
inmediatamente antes de ingresar al OFT (0), y a los 30, 60 y 90 min después
del OFT. Las mismas se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min para obtener
suero, el que fue almacenado a -20°C hasta la determinacion de las proteinas.
En el laboratorio de Bioquimica y de Analisis Clinicos de Facultad de
Veterinaria se determinaron las concentraciones de proteinas totales (técnica
de Biuret), albumina (Kit Biosystem) y globulinas, cuya concentracion se estimé
a partir de los resultados obtenidos para proteinas totales y albumina.
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4.4 Analisis estadisticos

Las variables de comportamiento fueron comparadas por el test U de
Mann Whitney. Las concentraciones séricas de cortisol y testosterona fueron
comparadas entre ambos grupos por ANOVA para medidas repetidas, donde
se incluyé el efecto del grupo (CA vs CM), del tiempo y la interaccién entre
ambos. En el andlisis de los parametros bioquimicos (proteinas totales,
globulinas y albumina) los datos iniciales (tiempo 0) fueron incluidos como
covariable en el modelo. Los datos son expresados como la media * el error
estandar de la media (EEM).
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5. RESULTADOS
5.1. Parametros Comportamentales

Los corderos CM presentaron mas eliminaciones totales y recorrieron
mas distancia que los corderos CA (Tabla 1). No se observaron diferencias en
los restantes comportamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Comportamientos (media + EEM) registrados durante el OFT en
corderos que fueron criados con sus madre (CM) y en corderos criados
artificialmente (CA).

Comportamiento CM CA P
Intentos de escape 6,725 6,6 £2,0 ns
Olfateos 21621 23,8+25 ns
Inmovilizaciones 7,1+£17 74+1,1 ns
Eliminaciones totales 29105 15+0,1 0,046
Distancia recorrida 116,0 £11,0 90,0 £10,0 0,045
Vocalizaciones 22,0+8,0 23,040 ns
ns: P>0,05

5.2 Parametros enddcrinos
Cortisol

No hubo efecto grupo, ni interaccion entre grupo y tiempo en la
concentracion sérica de cortisol. El tiempo afectd la concentracion sérica de
cortisol (p<0,0001): la concentracién basal de cortisol aumentd desde los -10
min a su valor maximo a los 10 min del test (p<0,0001); luego la concentracién
disminuyo hacia los 30 min (p<0,0001) y se mantuvo en valores basales hasta
los 90 min (Figura 1A).

Testosterona

No hubo efecto grupo, tiempo, ni interaccion entre grupo y tiempo en la
concentracion sérica de testosterona (Figura 1B).
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Figura 1. Concentracion sérica de cortisol y testosterona desde 10 min antes (-
10) hasta los 90 min posteriores del OFT en corderos criados artificialmente
(CA —o—) o con sus madres (CM —e—). El espacio sombreado corresponde al
tiempo en el que los animales estuvieron en el OFT. Diferentes letras entre
tiempos difieren p<0,05

19



5.3 Parametros fisiolégicos

Frecuencia Cardiaca

No hubo efecto grupo, ni interaccién entre grupo y tiempo en la
frecuencia cardiaca. La frecuencia cardiaca vario a lo largo del tiempo
(p<0,0001): aumentd desde el tiempo 0 y llegé a su maximo a los 10 min
(p<0,001), posteriormente disminuyo desde los 10 min a los 20 min (p<0,0001)
sin tomar los valores basales (p=0,01) (Figura 2).

a b c
200 -

N .\\\N—;:,—.-_-.-.
120 4

c.
80 qj

40

0 T 1
0 10 20
Tiempo (min)

Frecuencia Cardiaca (latidos/min)

Figura 2. Frecuencia cardiaca desde el tiempo 0 al 20 posteriores al OFT en
corderos criados artificialmente (CA —o—) o con sus madres (CM —e—). EI
espacio sombreado corresponde al tiempo en el cual los animales estuvieron
en el OFT. Diferentes letras entre tiempos difieren p<0,05.

Frecuencia Respiratoria

No hubo efecto grupo, ni interaccién entre grupo y tiempo en la
frecuencia respiratoria. La frecuencia respiratoria tendio a aumentar desde el
tiempo 0 al tiempo 10 min (p=0,07) (figura 3A).

Temperatura Rectal

No hubo efecto grupo, ni interaccién entre grupo y tiempo en la
temperatura rectal. La misma vario a lo largo del tiempo (p<0,0001),
incrementandose desde los 0 a los 10 min (p<0,0001) (Figura 3B).
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Figura 3. Frecuencia respiratoria (A) y temperatura rectal (B) inmediatamente

antes (0 min) e inmediatamente después (10 min) al OFT de corderos criados

artificialmente (CA: barras negras) o con sus madres (CM: barras grises).
Diferentes letras entre tiempos difieren p<0,05.
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5.4 Parametros bioquimicos

Proteinas séricas totales

Las proteinas séricas totales no fueron diferentes entre los grupos. Hubo
interaccion entre grupo y tiempo (p=0,01) en la concentracion de proteinas
totales: los corderos CM tuvieron mayor concentracion de proteinas totales que
los corderos CA a los 60 min (p=0,01). La concentracién de proteinas séricas
totales varié a lo largo del tiempo (p<0,04): la misma disminuyo desde los 60 a
los 90 min (p=0,005) (Figura 4A).

Globulinas

No hubo efecto grupo ni efecto tiempo en la concentracion de globulinas
sérica, aunque si hubo una interaccién entre grupo y tiempo (p=0,05): los CA
tuvieron mayor concentracion de globulinas que los CM a los 30 min (p=0,04)
(Figura 4B).

Albumina

Hubo efecto grupo (p=0,02) e interaccién entre grupo y tiempo (p=0,01)
en la concentracion de albumina sérica y no hubo efecto tiempo. Los CM
presentaron mayor concentracion que los CA a los 30 (p=0,05) y 60 min
(p=0,003) (Figura 4C).
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Figura 4. Concentracion sérica de proteinas totales, albumina y globulinas
desde el tiempo 30 al 90 posteriores al OFT en corderos criados artificialmente
(CA —o—) o con sus madres (CM —e—). Diferentes letras entre tiempos difieren
p<0,05. Diferencias entre grupos para un mismo tiempo se indicada como:
*p<0,05.
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6. DISCUSION

Se demostro que los corderos responden de manera diferente al OFT de
acuerdo a la presencia y/o vinculo que tuvieron con su madre durante la etapa
de lactancia. De acuerdo con la hipdtesis propuesta, los animales CM se
estresaron mas al ser sometidos al OFT que los animales CA, lo que fue
evidenciado por parametros comportamentales (mayor frecuencia de
eliminaciones totales y mayor distancia recorrida) y bioquimicos (aumento en la
concentracion de proteinas totales, albumina y disminucion en globulinas). En
otros trabajos como el de Romeyer et al. (1992) afirmaron que durante la
crianza los corderos CA tienen mas contacto con los humanos que los CM
hasta el destete, lo que afecta la respuesta de estrés de los animales siendo
menos temerosos al OFT (Vandenheede et al. 1993). Nuestros resultados van
en la misma direccibn que los obtenidos por Romeyer et al. (1992) y
Vandenheede et al. (1993), aunque consideramos gque nuestro trabajo presenta
algunas fortalezas desde el punto de vista del disefio experimental. Por
ejemplo, durante la crianza se consider60 aspectos importantes, como la
alimentacion (ambos grupos recibieron leche ovina hasta los 75 dias de edad),
se evitaron diferencias de peso y se tuvo en cuenta el grupo social (se
colocaron ovejas con crias de edades similares a los corderos CA). Est& claro
que el vinculo social con la madre durante la crianza afecta aspectos sociales a
lo largo de la vida del individuo, como se demostré que los corderos CM se
estresan mas frente al estrés de aislamiento social que los CA.

Se observlé que los animales de ambos grupos respondieron al OFT
incrementando las concentraciones séricas de cortisol en forma similar. Sin
embrago, dado que el incremento del cortisol ocasiona el aumento de proteinas
séricas y suprime el sistema inmune (Sapolsky, 2004; Damian y Ungerfeld,
2013), es posible especular que aunque no se encontraron diferencias entre
grupos en la concentracion de cortisol, los animales de ambos grupos
respondieron en forma distinta a un incremento similar de cortisol. Los corderos
CM presentaron mayor concentracion sérica en proteinas totales y albuminas y
menor concentracion de globulinas que los CA. Considerando que las
inmunoglobulinas son parte de las globulinas séricas, se puede sugerir que los
corderos CM presentaron mayor supresion del sistema inmune por el estrés del
OFT que los CA.

Se cuantificaron las concentraciones seéricas de cortisol, pero no las
concentraciones séricas de catecolaminas. Si bien, no se encontraron
diferencias en la frecuencia cardiaca como indicador de la activacion del eje
SAM, si se encontraron diferencias en los comportamientos de eliminaciones
(defecaciones y micciones), los cuales estan asociados con la activacion de la
rama simpatica del sistema nervioso autbnomo (Sapolsky, 2004; Earley et al.,
2010). Por lo tanto, se puede sugerir que las diferencias observadas en los
comportamientos de eliminaciones entre corderos CM y CA, podrian resultar en
diferencias de la respuesta del eje SAM al estrés del aislamiento social en
corderos.

Las diferencias en la respuesta de estrés al aislamiento social se
observaron en algunas variables comportamentales y bioquimicas, pero no en
los parametros enddcrinos (testosterona, cortisol), o de existir, las enddcrinas
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no pudieron ser detectadas. La sintesis de testosterona no fue afectada por el
tipo de crianza que tuvieron los corderos, lo cual coincide con lo reportado por
lllius et al. (1976), quienes concluyeron que el método de crianza (criados
naturalmente o artificialmente) no modifica el patron de secrecion de
testosterona hasta los 21 meses de edad. Corresponde aclarar que el trabajo
de lllius et al. (1976) evaluaron las concentraciones basales de testosterona a
lo largo del desarrollo de los corderos y en nuestro trabajo se evalu6 la
secrecion de testosterona en un momento dado frente a un estresor social. En
ambos grupos de corderos (criados naturalmente o artificialmente) no se
encontraron diferencias y los mismos mantuvieron la concentracion de
testosterona constante en los tiempos que fueron tomadas las muestras. Por lo
que es posible especular que el OFT como estresor social no generé una
respuesta aguda a nivel del eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal capaz de afectar la
secrecion de LH, de forma que repercutiera a nivel testicular con una menor
produccion de testosterona.
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7. CONCLUSION

Se concluy6 que la presencia y el vinculo con la madre durante la crianza
afecto la respuesta de estrés al OFT a los ocho meses de edad. Los corderos
criados con las madres se estresaron mas al ser sometido al OFT que aquellos
criados artificialmente.
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