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RESUMEN

El destete temprano es una medida de manejo muy utilizada en los sistemas
productivos ovinos, que provoca un gran estrés tanto en las ovejas como en los
corderos. Se ha demostrado en roedores que ciertos metabolitos de la progesterona
(P4) reducen la respuesta a estrés o ansiedad. Un primer objetivo de esta tesis fue
demostrar si el tratamiento con niveles luteales de progesterona en ovejas en
anestro reduce la respuesta fisiologica y comportamental de estrés al destete
temprano. Para eliminar los posibles efectos de variaciones en el proceso de destete
natural y desarrollo de los corderos a partir de diferencias en la produccion de leche
dadas por el tratamiento con P4, nos planteamos como segundo objetivo determinar
si el tratamiento con P4 afecta la produccion y composicion de la leche y el peso de
los corderos. El trabajo se realizd en INIA-Estacion Experimental “La Estanzuela”
(Colonia, Uruguay), durante la estacion no reproductiva. Se utilizaron 26 ovejas ldeal
(Pollwarth) multiparas de parto simple. Del total, se utilizaron 11 ovejas para el
experimento | y 15 para el experimento Il, que se bloquearon en 4 grupos segun su
fecha de parto. Para el experimento | se trataron 6 ovejas con CIDR durante 16 dias
(GP4-1) y las otras 5 ovejas quedaron sin tratamiento (GC-1). Se ordefiaron los 2
grupos manualmente con la técnica de ordefie de oxitocina intramuscular para
estimacion de la produccion de leche y evaluacién de la composicion de la misma.
Para el experimento Il, se insertaron CIDR con 0,3 g de P4 (Laboratorio Pfizer,
Auckland, Nueva Zelanda) a 8 ovejas durante 32 dias, comenzando el dia 30
posparto (GP4-2). Las otras 7 quedaron sin tratamiento (control, GC-2). Se registrd
el peso de los corderos durante el tratamiento con P4, las variables
comportamentales (costeando, vocalizando, pastando, rumiando, echada, parada,
caminando) y fisioldgicas (proteinas totales, albumina y globulinas) de las ovejas al
destete. Todos los comportamientos registrados cambiaron con el tiempo (P<0,01).
Al dia del destete las ovejas del grupo GP4-2 costearon y vocalizaron menos que las
ovejas GC-2 (P<0,001 y P<0,05 respectivamente). En cuanto a los parametros
fisiologicos medidos, luego del destete la concentracibn de proteinas totales
disminuyeron en las ovejas GC-2 y no cambiaron en las ovejas GP4-2. Las ovejas
GP4-2 presentaron mayores valores de globulinas séricas (P=0,002) que el grupo
GC-2 luego del destete. La produccion y composicion de la leche cambiaron a lo
largo del tiempo (P=0,0001), no habiendo diferencias entre los grupos. En
conclusién, el tratamiento con niveles luteales de P4 redujo la respuesta fisiolégica y
comportamental de estrés al destete temprano en ovejas en anestro, y esta
diferencia no fue mediada por diferencias en la produccion y composicion de leche.
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ABSTRACT

Early weaning is a frequent management measure in sheep production systems that
causes strong stress response in both ewes and lambs. It has been shown in rodents
that some progesterone’s (P4) metabolites reduce the stress response and anxiety.
The first aim of this thesis was to demonstrate if administration of luteal levels of P4
in anoestrus sheep reduces the physiological and behavioural stress response to
early weaning. To discard possible variation effects in the natural weaning process
and lambs development from milk production differences caused by P4 treament.
Thus, our second aim was to determinate if the P4 treatment affects milk production
and composition and lambs body weight. The study was performed in INIA “La
Estanzuela” (Colonia, Uruguay), during the non-reproductive season. Twenty Six
Polwarth (Ideal) multiparous single-lambing ewes were used. From the total, 11 were
used to experiment | and 15 to experiment Il. Ewes were allocated to 4 groups
homogeneous in lambing day. In experiment |, 6 ewes were treated with CIDR for 16
days (GP4-1) and the other 5 ewes remained as untreated control group (GC-1).
Both groups were manually milked using the intramuscular oxitocine technique to
estimate the milk production and evaluate its composition. In experiment Il, 8 ewes
were treated with 0.3g P4 CIDRs (Pfizer, Auckland, New Zeland Lab) during 32 days,
starting 30 day postpartum (GP4-2), the others 7 ewes remained as untreated
control group (GC-2). Lambs body weight was recorded during the P4 treatment. The
bahavioural (pacing, vocalizing, grazing, ruminating, lying, standing and walking) and
the physiological variables (serum total proteins, albumin and globulin
concentrations) of the ewes were recorded to weaning. All the behaviours recorded
change with time (P<0.01). At weaning day, GP4-2 ewes paced and vocalized less
than GC-2 ewes (P<0.001 y P<0.05, respectively). After weaning the serum total
protein concentration decrease in GC-2 and did not change in GP4-2. GP4-2 ewes
had greater serum globulin concentration than GC-2 ewes (P=0.002) after weaning.
Milk production and composition changed with time (P=0.0001) with no differences
between the groups. In conclusion, treatment with luteal levels of P4 reduces
physiological and behavioural stress response to abrupt weaning in anoestrous ewes
and these differences were not mediated by changes in milk production and
composition.
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Introduccion

En los sistemas de produccion ovina se realizan diversas practicas de manejo que
generan estrés (Burdick et al., 2010). Entre ellas esta el destete artificial, que
consiste en la separacién completa y repentina de las ovejas y sus crias, las que
presentan cambios comportamentales y fisiologicos indicadores de estrés (ver
revision: Orgeur et al., 1998). El destete artificial es un manejo necesario en la
produccion ovina de lana y de carne para que la oveja recupere su condicion
corporal para la siguiente encarnerada; y en la produccion ovina de leche ya que las
ovejas separadas de sus corderos tienen mejores rendimientos de leche que los
animales no separados (Napolitano et al., 2008). Sin embargo, este manejo
estresante puede repercutir en el bienestar, rendimiento productivo y salud animal.
Las ovejas y corderos pueden aumentar la susceptibilidad a enfermedades, ya que
situaciones de estrés interfieren con la reaccion inmunitaria (Hixon, 1981). Se ha
demostrado que los corderos luego del destete reducen la ganancia de peso y son
mas susceptibles a parasitos (Orgeur et al 1999). Por eso, es importante desarrollar
métodos que reduzcan la respuesta de estrés al destete, mejorando el bienestar de
los animales. Se ha reportado en roedores que metabolitos de la progesterona P4
con grupo 3a-hydroxy reducen la respuesta de estrés o ansiedad (ratones: Wieland,
et al., 1991, ratas: Britan, et al., 1991), por lo que el tratamiento con P4 podria ser
utilizado durante manejos estresantes, como el destete, para mitigar la respuesta de
estrés, contribuyendo para la mejora del bienestar animal, reduccion de
enfermedades y mejores resultados productivos.

Complementariamente, dado los posibles efectos de la P4 sobre la produccion y
composicién de la leche (Labussiére et al., 1993) y por consiguiente sobre el
proceso de destete natural y la intensidad del vinculo madre-cria, es que también
evaluamos si la P4 afecta la produccién y composicion de la leche para descartar
posibles diferencias en la respuesta de estrés al destete artificial provocadas por
diferencias en estas variables. Al mismo tiempo, hasta el momento no existen
trabajos que hayan determinado los efectos del tratamiento con P4 en niveles
luteales sobre la composicion y produccion de leche en ovinos. Por lo tanto, estudiar
si la P4 afecta la produccion y composicion de la leche también es de interés
principalmente para la produccion de ovinos de leche, ya que los productores utilizan
protocolos de induccidon o sincronizacion de celo frecuentemente durante el periodo
de lactacion.

Dado lo anterior, esta Tesis plantea estudiar los efectos del tratamiento con P4 sobre
la respuesta de estrés de las ovejas al destete, y como este tratamiento podria
afectar la produccion y composicion de leche.

10
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Revision bibliografica
Destete

El destete natural abarca cambios comportamentales, nutricionales, morfolégicos y
fisioldgicos que constituyen la transicién de un estado de dependencia de la madre a
uno de independencia (Galef, 1981). En los ovinos, el destete natural es gradual e
implica una reduccién progresiva de la ingestion de leche, un consumo creciente de
alimentos sélidos por la cria y cambios en la relacion madre-cria (Martin, 1984). El
componente mas importante para evaluar los limites del destete es la cantidad de
leche transferida de la oveja al cordero (Martin, 1984). La produccién de leche de la
oveja es un factor determinante de la intensidad del vinculo oveja-cordero, y por lo
tanto de la edad en que se produce el destete natural (Arnold, 1979). A lo largo del
periodo de lactacion la frecuencia y la duracion de la succién disminuye después de
las 4 o 5 semanas y progresivamente la madre impide que el cordero succione
(Gordon y Siegmann, 1991). Ademas, la distancia entre la madre y su cria aumenta
con la edad del cordero (Hinch et al., 1987), reflejando una mayor independencia
nutricional y social de la cria. En sintesis, todos estos cambios culminan en el
destete natural del cordero que ocurre a los 4 a 5 meses de edad (Arnold et al.
1979), aunque se sugiri6 que en los sistemas de produccion ovina en Uruguay el
destete natural es mas tardio (Kremer, comunicacion personal).

Sin embargo, el destete realizado por los criadores de ovinos muchas veces es
asociado con una separacion completa y repentina de las ovejas y sus crias. Dichas
practicas inducen cambios comportamentales y fisiolégicos indicadores de estrés en
las ovejas y corderos (Orgeur et al., 1998). Las ovejas separadas repentinamente de
sus corderos aumentan la frecuencia de vocalizaciones, la que se mantiene alta
hasta 2 dias después del destete (Orgeur et al., 1999). Ambos integrantes de la
diada oveja-cordero utilizan estas sefiales de comunicacion para intentar mantener
contacto (Orgeur et al., 1998). Ademas las ovejas pasan mas tiempo paradas,
moviéndose con la cabeza levantada y las orejas erectas (Cockram et al., 1993). A
esto se le suma la disminucién del tiempo descansando y rumiando (Cockram et al.,
1993), lo que indica que las ovejas perciben la separacion de su cordero como
nociva. Cuando las ovejas son separadas de sus corderos también presentan
cambios fisiol6gicos como un gran incremento del cortisol sérico (Pérez-Lebn et al.,
2006), un indicador clasico de estrés (Rhind et al., 1998). Se ha reportado que los
corderos destetados a los 2 dias de edad tienen bajos niveles de anticuerpos en
sangre (Napolitano et al., 1995) lo que los hace mas susceptibles a contraer
enfermedades. Si bien no hay informacion en ovejas, en vacas se ha demostrado
gue la concentracion de proteinas totales (PT) aumenta y la concentracién de
albumina decrece luego del destete (Ungerfeld et al., 2011).

11
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Estrés

Estrés y estresores

El término "estrés" describe un estado de amenaza a la "homeostasis" (del griego
"estado constante™) (Johnson et al., 1992). Las fuerzas que perturban la homoestasis
se definen como "estresores” (Pacak et al., 2001), mientras que las fuerzas para
neutralizar los efectos del estrés y restablecer la homeostasis se llaman "respuesta
de adaptacion” (Chrousos, 1988). Existen varias clasificaciones de estresores segun
su naturaleza. Para Van de Kar y Blair (1999) pueden ser agrupados en tres grandes
categorias: 1) factores psicologicos (miedo, ansiedad, exposicibn a un ambiente
nuevo y desconocido), 2) factores fisicos (dolor, shock, inmovilizacién), 3) factores
gue desafian la homeostasis cardiovascular (calor, hemorragias, posturas). Por otro
lado, Pacak y Palkovist (2001) clasifican en 4 categorias: 1) fisicos (frio, calor,
radiacion intensa, ruido y vibracion); 2) psicolégicos (afectan el proceso emocional,
resultando en ansiedad, miedo o frustracién); 3) sociales (agresién y dominancia,
aislamiento del grupo e interaccion adversa con el humano); y 4) metabdlicos
(ejercicio fisico, hemorragia, hipoglucemia). Dependiendo de la naturaleza, duracién
(aguda o croénica) y fuerza del estresor, y de la constitucion y estado del organismo
sera la respuesta adaptativa que manifieste el animal (De Wied, 1980).

Respuesta simpatica y neuroenddcrina de estrés

Cuando un estresor es percibido, tanto el sistema simpatico como el neuroenddcrino
se activan. El sistema que genera la respuesta mas rapidamente es el sistema
nervioso autbnomo simpatico (SNAS), mediante la accion directa en los érganos
diana y en la médula de las glandulas adrenales, estimulando la secrecion de
catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), las que pueden generar un rapido
aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, midriasis y glucogendlisis. Cannon
(1914, 1932) Illam6é6 a esta respuesta teoria de la “huida o pelea”.
Concomitantemente, las neuronas del ndcleo paraventricular del hipotalamo
secretan un péptido llamado factor de liberacion de corticotropina (CRH), el que
estimula a la adenohipdfisis para que secrete la hormona adrenocorticotropa
(ACTH), la que una vez liberada a la circulacion general estimula a la corteza
adrenal para que secrete glucocorticoides (cortisol y corticosterona). Esta serie de
eventos se conoce como activacion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA),
formando parte de la respuesta neuroenddcrina de estrés (Matteri et al., 2000).

En efecto, de acuerdo con Morme (1995), la activacion del sistema nervioso
autonomo y del HPA son quienes permiten las modificaciones necesarias para
responder a las perturbaciones sociales como la separacién de la madre y su hijo
(Napolitano et al., 1998).

12
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Indicadores de estrés

Gracias a que la respuesta al estrés provoca cambios comportamentales y
fisiologicos, es posible utilizar estos pardmetros para estudiar la presencia de estrés
en los animales. De acuerdo con Rusher (2000), lo atractivo de los cambios
comportamentales yace en el hecho de que se manifiestan rapidamente y son faciles
de observar y medir. Segun Cockram (1993) las ovejas suelen mantenerse alertas
ante la separacién de sus corderos, observando hacia el corral donde se encuentran
sus crias, disminuyen el tiempo de descanso, rumian menos tiempo e incrementan la
frecuencia de vocalizaciones (Orgeur et al., 1998). Ungerfeld et al. (2011)
observaron que las vacas destetadas costean durante los 2 primeros dias
posdestete. Las ovejas incrementan el cortisol sérico y la frecuencia cardiaca
mientras que disminuyen la rumia y estan mas tiempo paradas jadeando luego
transporte por tierra (Cockram et al., 1996). Al ser la oveja un animal gregario el
aislamiento social es un gran estresor, ante el que incrementa sus niveles de cortisol
sérico, frecuencia cardiaca, vocalizaciones, pasa mas tiempo con la cabeza en
posicion de alerta y disminuye las horas de suefio y de rumia (Cockram et al., 1994).
Los cambios en la concentracion de proteinas séricas, como proteinas totales,
albumina y globulinas, son considerados indicadores de estrés en rumiantes. En
novillos y toros luego del transporte se observa un aumento de las proteinas totales,
albumina y globulinas (Galyean et al. 1981; Early et al. 2011); y en vacas luego del
destete aumenta la concentracion de proteinas totales y disminuyeran la de
albumina (Ungerfeld et al. 2011).

Progesterona

Metabolizacion de la progesterona

La progesterona se sintetiza en las células de la granulosa del cuerpo Iateo, pero
también lo hace en la placenta y en las glandulas adrenales (Speroff et al., 1999). El
principal precursor es el colesterol, el que puede ser obtenido de la dieta (Birzniece,
2004). La metabolizacién de la P4 ocurre principalmente en el higado (Pluchino et al,
2009), pero también puede ocurrir en los rifiones, en los pulmones (Piccinato, 2008)
y cerebro. Al ser la P4 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, notoriamente en la corteza y en el hipocampo (Compagnone & Mellon,
2000; Birzniece, 2004). En estos organos, al ser metabolizada, la P4 forma sus
metabolitos neuroactivos, uniéndose a las enzimas 5a y 8 reductasa. Luego de esta
reduccion, se obtienen los metabolitos 5a 6 58 pregnanediona [también llamadas 5a
6 5B dihidroprogesterona (DHP)]; estos ultimos sufren una segunda reduccién
reversible e irreversible respectivamente por la 3a y 3B-hidroxiesteroide
dihidrogenasas (3a y 38 HSD), formando los isémeros pregnanolonas (Wood &
Gower, 2010), siendo los neuroactivos aquellos con grupo 3a-hydroxy, la
allopregnanolona y pregnanolona (Figura 1).

13
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Progesterona
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Figura 1. Metabolismo de la Progesterona (Tomado de Freitas de Melo, 2013).

Progesterona, repercusiones comportamentales y respuesta de estrés

La P4, al llegar al sistema nervioso central (SNC) ejerce una accion inhibitoria a partir
de sus metabolitos neuroactivos (Bethea & Widmann., 1988; Greco et al., 2001). La
P4 presenta una baja afinidad por los receptores GABAA, receptores inhibitorios
encontrados en la mayoria de las neuronas del SNC de los mamiferos (Olsen &
Tobin, 1990). Por otro lado, se ha reportado que los metabolitos neuroactivos de la
P4, allopregnanolona y pregnanolona, si tienen una alta afinidad a estos receptores
pudiendo reducir la excitabilidad neuronal en el SNC a partir de esta interaccion,
dando como resultado efectos de sedacion y ansioliticos (ratas: Britan 1991; mujeres:
Carl et al, 1990, Sundstrom et al, 1999), teniendo una similar accién que los
benzodiacepinicos, barbitaricos y alcohol (Majewska et al.,, 1986). Por lo que el
tratamiento con P4 puede reducir la percepcion del estresor a través de un efecto
ansiolitico, generando una menor respuesta de estrés.

El eje HPA es el principal sistema de respuesta neuroendocrina al estrés (Bruton et
al., 2009). Como se menciond anteriormente, ante un estresor, el hipotdlamo libera
CRH, la que actia sobre la hipodfisis para que libere ACTH, que estimula a las
glandulas adrenales para que secreten cortisol. Se ha comprobado que la
allopregnanolona puede prevenir la secrecion de las hormonas CRH (Patchev et al.,
1994), ya que se demostré que la allopregnanolona redujo la trascripcién de CRH y
sSu secrecion, por consiguiente redujeron la secrecion de ACTH y glucocorticoides
(Brunton et al., 2009). Por lo tanto, la P4 a partir de sus metabolitos neuroactivos
reduce la respuesta neuroendocrina de estrés, y con eso los cambios
comportamentales y fisioldgicos indicadores de estrés (Brunton et al., 2009).
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Progesteronay produccion de leche

Dado los posibles efectos de la P4 sobre la producciéon y composicion de la leche, y
con esto posibles cambios en el proceso de destete natural y del vinculo madre-cria,
es que evaluamos los efectos de la P4 sobre la produccién y composicién de leche.
Esto permite descartar que las posibles diferencias entre los grupos en la intensidad
de respuesta de estrés al destete sean generadas por esta via.

Existe la hipotesis, al menos en las ovejas lecheras, que la presencia de un cuerpo
lateo (CL) incrementa la produccion de leche (Labussiére et al., 1993). Existe una
relacion directa entre el nimero de CLs y la produccion de leche (Labussiére et al.,
1993), ademas de que la leche de ovejas superovuladas contiene un mayor
porcentaje de grasa (Labussiére et al., 1996). McKusick (2002) indicé que ovejas
con presencia de CL y un CIDR tuvieron mayor eyeccion de leche y mayor
porcentaje de grasa, pero menos de proteinas en su composicién que las ovejas
control. Sin embargo, todos los experimentos antes mencionados no descartan que
sea el ambiente hormonal generado por el CL, y no especificamente la P4 el
responsable de este aumento en la produccion. Mas aun, se ha postulado que el
incremento de los niveles de oxitocina circulante sean los responsables del
incremento en la produccion (McKusick et al., 2002), ya que los niveles de oxitocina
circulante son mayores en ovejas con CL que sin CL (Schams et al., 1982;
Labussiére et al., 1993; Marnet et al., 1998). Numerosos estudios han demostrado
gue el tratamiento de rumiantes con oxitocina exdégena aumenta la produccion de
leche (Heap et al., 1986; Knight, 1994). Por lo tanto, es posible suponer que el
ambiente hormonal creado por el CL sea el responsable del aumento de la
produccion de leche y no exclusivamente la P4 (McKusick et al., 2002). Moore y
Holst (1967) y Robison y Smith (1967) han demostrado que ninguna de las
progestinas estudiadas, 6a, metil-17a acetoxyprogesterone (medroxiprogesterona) y
17a-acetoxi- 9a-ftuero-lifihydroxy-progesterona (acetato de flurogestona) han tenido
efectos en la produccion de leche. Cabe resaltar que todos los trabajos
anteriormente mencionados fueron realizados utilizando dosis suprafisiolégicas de
P4 o con progestagenos artificiales, no habiendo hasta el momento trabajos que
hayan evaluado el efecto del tratamiento con niveles luteales de P4 sobre la
produccion y composicion de leche.

Produccién y composicion de la leche

La curva de lactacién de la oveja normalmente presenta un pico de produccion a los
20 a 30 dias luego del parto (Banchero et al., 2003). Sin embargo, la maxima
produccion puede ocurrir desde el primer dia. Esto depende de la raza de la oveja,
del estado nutricional y de la demanda de los corderos (Banchero et al., 2003). En la
figura 2 se muestra la produccion de leche en ovejas ldeal, la raza que se utilizé en
este estudio.
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Figura 2. Curva de lactancia durante el segundo mes de lactacion de la raza Ideal.
(Benchero et al., 2003).

Cuando la produccién de leche comienza a disminuir se aumenta la concentraciéon
de algunos de los componentes quimicos de la leche, principalmente de grasa y de
lactosa, siendo la media para la especie ovina 7,2 % de grasa, 4,4 % de lactosa y
5,5% de proteina (Molina., 1987). Por lo tanto, durante el periodo de lactaciéon de las
ovejas ocurre un aumento seguido de una disminucién en la produccién de leche,
acompafnado de variaciones en la composicion de la leche.
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CIDR

El CIDR es un dispositivo intravaginal de elastomero de silicona impregnado con
0,3g de P4, utilizado principalmente para sincronizar los celos de las ovejas en
tratamientos de 14 dias (Wheaton et al., 1993). La concentracion sérica maxima de
progesterona se alcanza a las 2 h de insertado el dispositivo, se mantienen los
niveles luteales durante los 14 dias de tratamiento y desciende a los valores basales

a las 2 h de retirado (Figura 2) (Tomado de Ainsworth & Downey, 1986; Vilarifio et
al., 2010).
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Figura 3. Concentraciones plasmaticas de P4 en ovejas ovariectomizadas antes,

durante y después del tratamiento con CIDR por 12 o 14 dias (Tomado de Ainsworth
& Downey, 1986).
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Hipotesis

En base a todo lo anterior, nos planteamos como hipétesis que el tratamiento con
concentraciones luteales de P4 en ovejas en anestro reduce la respuesta fisiologica

y comportamental de estrés al destete temprano.
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Objetivos

General

Demostrar si el tratamiento con CIDR que genera concentraciones luteales de P4 en
ovejas en anestro reduce la respuesta fisiolégica y comportamental de estrés al
destete temprano, y si altera la produccién y composicion de la leche, y el peso de
los corderos.
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Materiales y Métodos

Local de estudio, animales y manejo

El estudio fue realizado en el Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA),
en la estacion experimental “La Estanzuela”, en el Departamento de Colonia (34°
28' S / 57° 51' O), Uruguay. Se utilizaron 26 ovejas Ideal (Polwarth) multiparas de
parto simple. Al momento del parto se registré el peso y sexo de las crias. Al
comienzo del experimento, el total de animales se encontraron como Unico lote con
sus crias en pradera de trébol rojo y alfalfa con agua ad libitum.

Del total de ovejas, 11 ovejas se utilizaron para el Experimento | (Tratamiento de P4
y produccion y composicion de la leche). 15 se utilizaron para el Experimento Il
(Tratamiento con P4 y respuesta al estrés del destete temprano).

Previo a los experimentos, se realizaron sangrados por venopuncion de la yugular, y
se determind la concentracion de P4 en sangre para verificar que las ovejas
estuviesen en anestro, considerandose los niveles > a 3,2 nmol/mL como de una
fase luteal.

Experimento |I: Tratamiento de progesteronay producciéon y composicién de la
leche

Animales y tratamiento

Se utilizaron 11 ovejas que se dividieron en 2 grupos experimentales de acuerdo a la
fecha de parto y la produccion inicial de leche. A 6 ovejas se les coloco CIDRs a
partir de los 35 dias posparto durante 16 dias, cambiandolos el dia 9 de colocados
(Dia 44 posparto) (GP4-1), quedando otras 5 ovejas sin tratamiento (grupo GC-2).

Produccién de leche

Se ordefiaron las ovejas manualmente en 5 dias distintos, 2 veces antes de
comenzar el tratamiento con CIDRs (dias 23 y 34 posparto), y 3 veces luego de
colocar los CIDRs (dias 43, 46 y 50 postparto). Se realiz6 la técnica de ordefie con
oxitocina, que consiste en aplicar 5 Ul de oxitocina intramuscular (Hipofamina,
Laboratorios Dispert, Montevideo, Uruguay) y ordefiar completamente las glandulas
mamarias (Sphor et al. 2011). Previo al primer ordefie, se separaron las ovejas de
sus corderos y se las coloco en un corral con fardos de alfalfa y agua ad libitum. A
las 4 horas se repitié el ordefie con la misma técnica, y se pesé la leche obtenida. Se
estimé la produccion de leche de las 24 h a partir de la leche producida en 4 h
(Doney et al., 1979). Luego del segundo ordefie se juntaron las ovejas con sus
corderos.

Composicién quimica de la leche

Se obtuvo una muestra de aproximadamente 40 mL de leche del segundo ordefie de
cada oveja, se colocd en un recipiente con Lactopol, y se congelé a -20°C. La
composicion de la leche fue determinada en el Laboratorio de Calidad de Leche de
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la Estacion Experimental “La Estanzuela” de INIA utilizando un equipo Lactoscan
Milkanalyzer (Nova Zagora, Bulgaria).

Experimento Il: Tratamiento con progesteronay respuesta al estrés del destete
temprano

Animales, manejo y tratamiento

Se utilizaron 15 ovejas, las que fueron adjudicadas a 2 grupos experimentales
similares de acuerdo al dia de parto, peso y condicion corporal. Siete ovejas se
trataron con CIDR con 0,3 g de progesterona (Laboratorio Pfizer, Auckland, Nueva
Zelanda) durante 32 dias (GP4-2) y 8 ovejas quedaron sin tratamiento (GC-2). El
tratamiento del GP4-2 comenz6 a los 30 dias posparto. Para asegurar
concentraciones luteales de P4 sérica durante los 32 dias de tratamiento, se
cambiaron los dispositivos cada 8-11 dias. Cinco dias antes del destete, los
animales fueron transferidos a 2 corrales (uno para cada grupo experimental).
Dichos corrales eran de 40 m x 30 m limitados por una red eléctrica, separados entre
si 15 m para evitar interacciones entre ambos grupos. Los animales permanecieron
en una pradera de alfalfa y trébol rojo y agua ad libitum.

El destete se realizé el dia 59 posparto (Dia 0) a las 6:30 am. Las madres volvieron
a los mismos corrales en la pradera, mientras que las corderas se mantuvieron a
1000 m de distancia de ellas para asi lograr la total separacion madre-cria y evitar
interacciones auditivas, visuales y olfativas.

Observaciones de comportamiento

Las observaciones y registros de comportamiento de los animales comenzaron 3
dias predestete (Dias -3, -2 y -1) y siguieron hasta 4 dias posdestete. Se realizan
registros scan, cada 10 minutos, durante 3 horas en la mafiana (7:30 a 10:30 h) y 3
horas en la tarde (16:30 a 19:30 h). Se asign6é un observador para cada grupo
experimental, los que se mantuvieron a 10 m de distancia de los corrales, pudiendo
ver claramente a los animales sin interferir con su comportamiento. Se registré cada
vez que los animales estaban caminando, parados, echados, pastando, rumiando y
costeando (Cuadro 1). El parametro “vocalizando” fue observado cada 10 minutos,
durante un periodo de 30 segundos, se utilizo muestreo 0/1 (no vocalizé/vocalizo).
Antes del destete, complementariamente al scan se realizé observacion focal del
grupo para registrar las veces que los corderos se amamantaban.
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Cuadro 1. Comportamientos registrados en las ovejas para evaluar los cambios
comportamientales al destete.

Comportamiento Descripcidn

Parada Posicionada con los miembros anteriores vy
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 0 2 m paralelamente al alambrado

Vocalizando Balando con la boca abierta o cerrada

Muestreos de sangre

Se obtuvieron muestras sanguineas por venopuncién de la yugular en los dias -35, -
29, -23, -19, -13, -8, -4, 0 y 3. Las muestras fueron colectadas en tubos sin
anticoagulante y centrifugadas por 10 min a 1500 g. El suero obtenido se congel6 a -
20°C hasta su posterior andlisis.

Cambios fisiolégicos

Se determiné la concentracién de albumina y de PT de los sueros colectados en los
dias -4, 0 y 3 por la técnica de Biuret y por un kit comercial (Bio-Systems, Barcelona,
Espafia), respectivamente, en el Area de Bioquimica de la Facultad de Veterinaria,
Montevideo, Uruguay. La concentracion de globulinas se estimé por la diferencia
entre albumina y PT (Sakkinen et al. 2005).

Niveles de progesterona

Para corroborar los niveles séricos de P4 de las ovejas GP4-2, primero se tomé una
muestra el dia -35, luego se tomaron muestras los dias -29 (inmediatamente antes
de colocado el CIDR), -23, -19, -13, -8, -4, 0 y 3 con el fin de monitorear todo el
periodo de tratamiento. A las ovejas del GC-1 se les midio la P4 los dias -35, -29, -8
y 0 con lo que se descarté que hubiera ovejas ciclando. Se medio la P4 sérica en el
Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay,
utilizando un kit comercial de fase solida (TKPG, count-A-Count, Siemens, California,
EUA).
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Peso de los corderos
Los corderos se pesaron al -59, -29, -13, -4y 0.
Analisis estadistico

Se calculd el porcentaje de observaciones en el que cada oveja realizd cada
comportamiento, el que es presentado como media £+ SEM. Se compard la
frecuencia de amamantamiento por ANOVA. Las frecuencias de los otros
comportamientos, el peso de los corderos, la PT, albumina y globulinas (Estudio 1), y
la produccién y composicion de leche (Estudio IlI) fueron comparadas entre los
tratamientos con ANOVA para mediciones repetidas, utilizando el modelo mixto de
SAS (2003; SAS Institute, Carolina del Norte, EUA). Para las variables del Estudio II,
se incluyé el valor medio de los datos de todos los dias anteriores al tratamiento con
P4 en el modelo como covariable. EI modelo incluyé los tratamientos (GP4-1 vs. GC-
1y GP4-2 vs. GC-2), el tiempo, y la interaccidén entre los tratamientos y el tiempo
como efectos fijos, y la oveja de cada grupo como un efecto al azar.
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Resultados

Experimiento |: Tratamiento de progesteronay produccion y composicion de la
leche.

Produccién de leche

No hubo diferencias entre los grupos en la produccién de leche, pero esta disminuy6
con el tiempo (P<0,0001) (Figura 4).

Produccion de leche (kg)
o
co

24 35 44 47 51
Tiempo (d posparto)
Figura 4. Produccion de leche (Media + SEM). Grupo tratado con progesterona

durante 16 dias (-=-) y grupo sin tratamiento (- e -). Diferentes letras indican las
diferencias entre los dias (P<0,005).

24



Tesis de Grado Abraham - Touron | 2014

Composicion de laleche

No hubo diferencias entre los grupos GP4-1 y GC-1 en los contenidos de proteina,
grasa y lactosa de la leche, pero todos estos componentes de la leche analizados
cambiaron a lo largo del tiempo (P<0,004) (Figura5 A, By C).
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Figura 5. La composicion de la leche (Media + SEM) que se observl cada oveja
tratadas con progesterona durante 16 dias (-=-) y de ovejas sin tratar (- e -). Las
diferentes letras explican diferencias entre los dias (P<0,005).
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Experimento |I: Tratamiento con progesteronay respuesta al estrés del destete
temprano

Determinacion de las concentraciones de progesterona sérica durante el
tratamiento con CIDR

Las concentraciones de P4 sérica en el GP4-2 durante el tratamiento fueron

similares a los valores de una fase luteal normal (Figura 6).

18 1
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O 1 1 1 1 1 I 1 1
-29  -23  -19 -13 -8 -4 0 3
Tiempo (d)

Figura 6. Concentracién de P4 sérica (Media + SEM) en 7 ovejas tratadas con CIDR
durante 32 dias. Los CIDRs se insertaron el dia -29, y fueron cambiados los dias -
19, -8 y 0 (Dia 0 = destete).
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Peso de los corderos

El peso de los corderos aumentd con el tiempo (P = 0,001) de manera similar en
ambos grupos (Figura 7).
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Figura 7. Peso corporal de los corderos (Media = SEM). Corderos de ovejas tratadas
con P4 durante 32 dias (-=-). El tratamiento con CIDR comenz¢ el dia -29. Corderos
de ovejas no tratadas (- e -). El tiempo es en relacidn al dia del destete (Dia 0). Las
diferentes letras indican diferencias significativas entre los dias (P < 0,0001).
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Registros comportamentales

Todos los comportamientos registrados cambiaron con el tiempo (Cuadro 2). No
hubo diferencias entre los grupos en el porcentaje de observaciones de

amamantamiento (8,8 = 1,2 vs. 10,4 + 0,4 % para las ovejas GP4-2 y GC-2
respectivamente (P= 0,01).

En cuanto a los comportamientos observados que mejor manifiestan el estrés del
animal al destete, costeando y vocalizando, hubo interaccién grupo y tiempo (P=0,05
para ambos comportamientos). Se registré un mayor porcentaje de ambos soélo en el
dia 0, con una marcada diferencia entre grupos, siendo mayor el porcentaje en las

ovejas no tratadas que en las tratadas con P4 (P=0,0007 y P<0,04 respectivamente)
(Figura 8 Ay B).
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Figura 8. Frecuencia de registros (Media + SEM) que se observdé cada oveja
costeando (A) y vocalizando (B) antes y después del destete de ovejas tratadas con
progesterona durante 32 dias (-=-) y de ovejas no tratadas (- e -). AD es el periodo
antes del destete, representado por el valor de la media de los 3 dias previos al
destete (Dia -3 al Dia -1), representando con la flecha puntillada el Dia 0, dia del
destete. Las diferentes letras explican diferencias entre los dias (P<0,0001). Uno y

tres asteriscos indican diferencias entre los grupos (P<0,05 y P<0,001
respectivamente).
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Los efectos generales de grupo, tiempo e interaccion estdn presentados en la
Cuadro 2. ElI comportamiento echada (Figura 9A) disminuyé el dia 0 (P=0,0001)
volviendo a los valores iniciales el dia 2. En este comportamiento también se
observo una interaccion entre el tratamiento y el tiempo (P=0,03): mientras las
ovejas GP4-2 no cambiaron el porcentaje de registros echadas del Dia 0 al Dia 1,
este porcentaje si aumentd en las ovejas GC-2 en el mismo periodo. Las ovejas
GP4-2 tendieron a caminar mas que las ovejas GC-2 (P=0,09) (Figura 9B). EIl
porcentaje de observaciones en que las ovejas estuvieron caminando (Figura 9B) y

paradas (Figura 9C) aumentaron el dia 0 (P=0,1) volviendo a los valores iniciales al
dia 3.
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Figura 9. Frecuencia de registro (Media + SEM) en que se observo cada oveja
echada (A), caminando (B), parada (C) antes y después del destete de ovejas
tratadas con CIDR durante 32 dias (-=-) y de ovejas no tratadas (- ® -). AD: periodo
antes del destete, representado por el valor de la media de los 3 dias previos al
destete (Dia -3 al Dia -1). La flecha puntillada indica el momento en que se realizo el

destete. Dia 0: dia del destete. Las diferentes letras explican diferencias entre los
dias (P<0,02).
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Para los comportamientos rumiando y pastando no hubo efecto de grupo ni
interaccion. Se registro una disminuciéon del porcentaje de las observaciones en los
comportamientos pastando y rumiando el dia 0 (P=0,04), que los volvieron a los
valores iniciales el dia 1 (Figura 10 Ay B).
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Figura 10. Frecuencia de registros (Media + SEM) que se observé cada oveja
pastando (A) y rumiando (B) antes y después del destete de ovejas tratadas con
progesterona por 32 dias (-=-) y de ovejas no tratadas (- e -). AD es el periodo antes
del destete, representado por el valor de la media de los 3 dias previos al destete
(Dia -3 al Dia -1), La flecha puntillada indica el momento en que se realizé el
destete, el Dia 0. Las diferentes letras explican diferencias entre los dias (P<0,01).
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Cuadro 2. Efectos del tratamiento con progesterona sobre el comportamiento al
destete en ovejas en anestro.

Interaccion
Comportamiento Grupo Tiempo

Grti
Parada ns <0,02 ns
Echada ns <0,0001 0,03
Caminando 0,09 0,02 ns
Pastando ns <0,0001 ns
Rumiando ns 0,01 ns
Costeando <0,05 <0,0001 0,05
Vocalizando <0,001 <0,0001 0,05

ns: no hubo diferencias significativas.

Proteinas séricas

A lo largo del tiempo estudiado no hubo diferencias significativas en los niveles de
PT en las ovejas (P=0,04). Hubo interaccion grupo y tiempo para concentracion de
PT (P= 0,05): al dia 3 fueron mayores en las ovejas tratadas que en las ovejas
control (P=0,005) (Figura 11).
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Figura 11. Concentracion de proteinas séricas totales antes y después del destete
de ovejas tratadas con P4 (barra gris) y de ovejas no tratadas (barra negra). El
tiempo es en relacion al destete (Dia 0). Diferentes letras indican diferencias entre
los dias (P<0,0004). Dos asteriscos indican diferencias entre los grupos (P<0,01).
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La concentracion de albumina y globulinas séricas cambié con el tiempo (P=0,0002 y
P=0,001, respectivamente). Hubo una tendencia para un efecto de grupo y a
interaccion en los valores obtenidos de albimina sérica, tendiendo a ser mayor en el
GC-2 que en el grupo tratado (P=0,08; Figura 12A). En cuanto a las globulinas
séricas, el grupo tratado present6 valores mayores que el grupo control (P=0,002).
Ademas, hubo interaccion entre grupo y tiempo (P=0,01): el dia 3 las ovejas GP4-2
presentaron mayor concentracion de globulinas que las GC-2 (P=0,0008) (Figura
12B).
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Figura 10. Concentracion de albuminas (A) y globulinas séricas (B) antes y después
del destete (media £+ SEM) de ovejas tratadas con P4 durante 32 dias (barras grises)
y de ovejas no tratadas (barras negras). El tiempo es en relacién al destete (Dia 0).
Diferentes letras indican diferencias entre los dias (P<0,0004). Tres asteriscos
indican diferencias entre los grupos (P<0,001).
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Discusion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman la hipétesis planteada, ya
gue el tratamiento con concentraciones luteales de P4 disminuyé los cambios
comportamentales y fisiolégicos indicadores de estrés al destete artificial de las
ovejas. Todos las variables comportamentales observadas en este trabajo
cambiaron con el destete, siendo que los comportamientos mas indicativos de la
respuesta de estrés al destete (costeando y vocalizando) se observaron con menor
frecuencia en las ovejas tratadas con P4. A su vez, los indicadores fisiolégicos de
estrés, PT y las globulinas séricas, presentaron menores cambios al destete en las
ovejas tratadas con P4 que en las ovejas no tratadas. Ademas, al no haber
encontrado efectos del tratamiento con P4 en la producciéon y composicion de la
leche, y no verse afectado el peso de los corderos, podemos especular que el
tratamiento no interfirid a través de diferencias en la produccion de leche en la
intensidad del vinculo madre-cria. Por lo tanto, se percibié el destete artificial con la
misma intensidad en ambos grupos, ya que la produccion de leche de las ovejas es
un factor determinante en el proceso de destete natural y por lo tanto en la
intensidad del vinculo oveja-cordero (Arnold, 1979). No existen trabajos previos de
investigacion en rumiantes relacionados con el tratamiento con P4 y la respuesta de
estrés, pero estos resultados concuerdan con el estudio realizado en ratas por Britan
et al. (1991) que confirmo6 que el tratamiento con P4 redujo la respuesta de estrés.
Especulamos que la menor respuesta de estrés o ansiedad sea debida a la accién
de los metabolitos allopregnanolona y pregnanolona, ambos moléculas neuroactivas
derivadas de la P4 que contienen el grupo 3a- hydroxy (Lambert et al., 2009).

Los cambios comportamentales costeando y vocalizando, fueron los mas notorios al
momento del destete artificial, siendo de brusca aparicién, alta frecuencia y rapido
retorno a los valores iniciales. Ademas, estas respuestas fueron mitigadas por el
tratamiento con P4. Las ovejas del grupo control vocalizaron en el 40% de las
observaciones, mientras que el grupo tratado solo lo hizo un 20%. La corta duracion
en el aumento de estos comportamientos se puede explicar debido a que son
utilizados por las ovejas para reunirse con sus crias, pero al no recibir una respuesta
a cambio, los animales desisten de esta blisqueda. Ademas, la disminucién brusca
de las vocalizaciones puede ser explicada por la fatiga vocal generada en el animal
debida a un alta frecuencia de vocalizaciones (Pitcher et al., 2012). Por otro lado se
sabe que es una actividad de gran demanda fisica ya que mientras estan
vocalizando y costeando, no pastan, ni rumian ni se echan, lo que también podria
explicar la corta duracion de estos comportamientos. En sintesis, las ovejas tratadas
cambiaron su comportamiento al destete con actitudes menos costosas.

Los componentes fisiologicos estudiados, también fueron mitigados por el
tratamiento con P4. Esto se ve reflejado en los niveles de PT séricas, los cuales no
cambiaron posdestete en las ovejas PG4-2 y disminuyeron notoriamente en el grupo
control. Esta reduccion en los valores de PT puede ser explicada por la reduccién en
los valores de globulinas sérica en las ovejas GC-2, que llegaron hasta niveles de
hipoglobulinemia (valores normales: 3,1-5,1g/dl; Hearly & Falk; 1974). En este
sentido, Napolitano et al. (1995) observaron en los corderos una respuesta inmune
humoral menor como consecuencia de la separacion temprana (2 dias posparto), lo
gue se podria adjudicar a una variacion en los niveles de globulinas séricas. Las
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globulinas forman los anticuerpos usados en las defensas contra las enfermedades
(Boffi, 2007); por lo tanto, es posible especular que el tratamiento con P4 al destete
dejaria el animal menos susceptible a padecer de alguna patologia posdestete, ya
gue las concentraciones de globulinas estaban dentro de los rangos normales. Las
ovejas no tratadas presentaron niveles de hipoglobulinemia, lo que podria reflejar un
estado de inmuno-deficiencia (Allison, 2012), y una mayor susceptibilidad a
enfermedades posdestete.

No hubo diferencias entre grupos en la produccién ni composicion de la leche. La
produccion fue de 1,04 kg/d, encontrandose dentro de los parametros normales de la
raza Ideal (1,23 kg/d) (Sphor et al., 2011). En cuanto a la composicion de la leche, la
concentracion de grasa fue 8,9% promedio, siendo mayor a la normal para la raza
(7,8% Grasa) (Sphor et al., 2011) y lo reportado en otras razas (7,16% en
Corriedale, Kremer et al.,, 1996; 8,48% en Merino Australiano, Pulina y Nudda,
2004). Una posible explicacion es la técnica de ordefie utilizada, ya que al
administrar oxitocina, ésta logra un vaciamiento total de la glandula mamaria,
incluyendo la leche residual. Dado que la fraccion final del ordefie es la que tiene
mayor cantidad de grasa (Dpto. Ovinos, Lanas y Caprinos, 2009), es esperable esta
diferencia. A su vez, al final del experimento se observé un pico en la concentracion
de grasa (13,4%), el que fue homogéneo para ambos grupos. El mismo no puede
ser atribuido a un problema de medicién en el laboratorio ya que todas las muestras
fueron medidas en forma ciega simultaneamente, pero el aumento se registré en
todas las ovejas solamente en ese punto. Tampoco hubo manejos de campo
diferentes, por lo que no es posible saber cual fue el origen de esta cantidad de
grasa. Los niveles de los demas componentes en el experimento fueron 4,7% de
proteina y 5% de lactosa siendo los parametros normales para la raza 4,4% y 5,3%
respectivamente (Sphor et al., 2011). Se observd una disminucién temprana en la
produccion de leche, la que fue homogénea para ambos grupos, por lo que se puede
especular que se deba al manejo de las ovejas durante el experimento. Por altimo, el
peso de los corderos aumenté 210 g/d en ambos grupos, estando este en el entorno
del promedio nacional de la raza Ideal (250g/d) (Banchero et al., 2003). El
tratamiento con P4 no afectd la produccion y composicion de la leche, ni el peso de
los corderos, demostrando que esta no fue una via por la cual la P4 redujo la
respuesta de estrés al destete.
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Conclusion

El tratamiento con niveles luteales de P4 en ovejas en anestro disminuy6 las
respuestas comportamentales y fisiologicas de estrés generado por el destete
artificial, efecto que no fue mediado por diferencias en la producciéon y composicion
de la leche.
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