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RESUMEN

El agrupamiento de animales de distinto origen genera estrés social, lo que lleva al
aumento de la agresividad y afecta negativamente la reproduccion. El objetivo del
experimento fue determinar si agrupar chivos de distinto origen genera una respuesta
de estrés y afecta la reproduccidn, y si dicha respuesta difiere entre animales
residentes y animales introducidos. Para ello se utilizaron 17 chivos Saanen que fueron
criados en dos grupos separados, el grupo residente (GR, n=8) y el grupo introducido
(Gl, n=9). Se considerd el dia 0 hora 0, al momento inmediatamente antes en que
ambos grupos se juntaron y pasaron a formar un Unico grupo para evaluar durante 29
dias: respuesta de estrés (cortisol, parametros hematoldgicas, peso corporal y
temperatura rectal), parametros reproductivos (testosterona, variables seminales:
concentraciéon seminal, cantidad total de espermatozoides, motilidad de masa,
cantidad de espermatozoides motiles y porcentaje de espermatozoides con morfologia
normal en el eyaculado) y comportamiento agonista. Todas las variables se
compararon mediante ANOVA para medidas repetidas. La concentracién de cortisol
aumentd durante el dia 0 en ambos grupos (P< 0,0001). Todas los parametros
hematoldgicos estudiados se modificaron en el tiempo (P< 0,05) y no se encontraron
diferencias entre grupos (P> 0,05), a excepcién de la albumina, que fue mayor en GR
(P=0,004). El peso corporal disminuyé en ambos grupos (P< 0,0001). La temperatura
rectal aumentd durante el dia 0 (P< 0,0001) y fue mayor para el Gl (P= 0,02). La
concentracion de testosterona en ambos grupos aumenté durante el dia 0 (P< 0,0001)
y disminuyé durante los dias restantes (P= 0,03). No se encontraron diferencias entre
los grupos para las variables seminales consideradas. La concentraciéon seminal (P=
0,003), la cantidad total de espermatozoides (P= 0,004) y la cantidad de
espermatozoides motiles (P= 0,003) en el eyaculado disminuyeron en el tiempo. La
cantidad de interacciones agonistas con contacto fisico fue mayor al inicio del
experimento (P=0,002). Se concluyd que agrupar chivos de distinto origen generé una
respuesta de estrés y que dicha respuesta fue diferente entre los animales del GR y del
Gl. El agrupamiento de chivos de distinto origen afecté negativamente la reproduccién

a través de la disminucion de la concentracidn de testosterona y de la calidad seminal.



SUMMARY

Grouping animals produces social stress which leads to increased aggression and has
negative effects on reproduction. The aim of the experiment was to determine
whether grouping goats generates a stress response that affects reproduction and
whether this response differs between resident animals and introduced animals. For
this, 17 Saanen goats were assigned to either the resident (GR, n=8) or introduced
group (Gl, n=9). On day 0 hour O the groups were joined. During 29 days stress
response (cortisol, hematological parameters), body weight, rectal temperature,
reproductive parameters (testosterone, seminal concentration, total spermatozoids,
motility mass, total motile spermatozoids and percentage of motile spermatozoids
with normal morphology in the ejaculate) and agonistic interactions with and without
physical contact were recorded. All variables were compared using ANOVA for
repeated measures. The cortisol concentration increased during the day 0 in both
groups (P< 0.0001). All hematologic parameters were modified over time (P< 0.05) and
no differences between groups (P> 0.05) were observed, except albumin, which was
greater in GR (P= 0.004). Body weight decreased in both groups (P< 0.0001). Rectal
temperature increased during the day 0 (P< 0.0001) and was higher for Gl (P= 0.02).
Testosterone concentration in both groups increased during the day 0 (P< 0.0001) and
decreased during the remaining days (P= 0.03). No differences were found between
groups for the seminal variables considered (P> 0.05). The seminal concentration (P=
0.003), total spermatozoids (P= 0.004) and total motile spermatozoids (P= 0.003) were
decreased in the ejaculate. The amount of agonistic interactions with physical contact
was higher at the beginning of the experiment (P= 0.002) and the agonistic interactions
without physical contact decreased (P= 0.0002). It was concluded that grouping goats
elicited a stress response and that this response was different among the animals of
GR and GI. Mixing goats negatively affected the reproduction through decreased

testosterone levels and semen quality.
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1. INTRODUCCION

1.1. Agrupamiento de animales de distinto origen

En los sistemas productivos, el agrupamiento de animales de distinto origen (de
distinta procedencia), es frecuente, dado que es necesario para organizar a los
individuos segun su edad, peso, capacidad productiva o reproductiva (Bge y Fzerevik,
2003; Veissier et al., 2001). El agrupamiento de animales de distinto origen genera
estrés social desencadenado por la competencia entre ellos. La competencia entre los
animales es provocada por el acceso diferencial a recursos, ya sea espacio, alimento,
agua o pareja sexual (Estevez et al.,, 2007; Tamashiro et al.,, 2005). Ademas,
desencadena una respuesta fisiolégica de estrés, inhibe la respuesta inmune y
disminuye el desempefio reproductivo de los individuos (Gupta et al., 2005; Sapolsky,

2000).

Agrupar animales de distinto origen lleva a la disrupcién temporal de la jerarquia social
previamente establecida (Andersen et al.,, 2008). La desestabilizacion de Ia
organizacién social genera aumento de la agresividad. La alta frecuencia de las
interacciones agresivas que ocurre luego del agrupamiento puede provocar la
disminucion de la tasa de ingesta de alimentos y disminucidn del crecimiento corporal,
y por tanto afectar el éxito reproductivo (Andersen et al., 2008). Ademas del estrés
social que significa el agrupamiento de animales de distinto origen, los animales
pueden sufrir lesiones corporales y una menor ganancia de peso (Estevez et al., 2007).
El aumento de la actividad fisica y las lesiones causadas por la inestabilidad social

provocan también aumento de la temperatura corporal (Heetkamp et al., 1995).

El transporte es otro manejo habitual al que son sometidos los animales de
produccién, y se considera, junto con la manipulacion, uno de los estresores mas
importantes (Grandin, 1997). El estrés del transporte provoca aumento de la
temperatura y pérdida de peso corporal, ademds de los cambios enddécrinos

caracteristicos de la respuesta de estrés (Kannan et al., 2000; Knowles, 1999).



1.2. Fisiologia del estrés

Originalmente, en el ambito de la biologia, se describid al estrés como la disrupcién de
la homeostasis (Selye, 1936; citado por von Borrell, 2000), pero aun hoy no se ha
logrado consenso para una definicion precisa del término (McEwen, 2000). La
respuesta de estrés puede definirse como la respuesta del organismo frente a una
situacion de amenaza, los factores de estrés, que altera la homeostasis (River y Riviest,
1991). El aumento de la liberacién de hormonas adrenales, se define clasicamente
como estado de estrés (von Borrell, 2000). La respuesta de estrés se caracteriza
también por el aumento de la frecuencia cardiaca y la temperatura corporal (Moberg,

1991).

Los factores de estrés, o estresores, son los estimulos fisicos o psicolégicos que
desencadenan la respuesta de estrés (DeVries et al., 2003). Las alteraciones del
equilibrio homeostatico son percibidas por el organismo como una seiial integrada que
involucra sefales sensitivas y cambios a nivel sanguineo (Ferin, 2006). Estas
modificaciones provocan cambios fisiolégicos que permiten a los individuos retornar al
estado de homeostasis, modificando el metabolismo y mejorando asi la probabilidad

de supervivencia.

Durante la respuesta de estrés se activan dos sistemas: el eje simpatico-
adrenomedular (Sistema Nervioso Simpatico -SNS- y médula adrenal) y el eje

hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA) (Tilbrook et al., 2000).

1.2.1. Activacion del eje simpdtico-adrenomedular

La activacidon del SNS y de la médula adrenal involucra la liberacion de catecolaminas,
gue ayuda a los individuos a movilizar rapidamente fuentes de energia para cubrir los
requerimientos metabdlicos necesarios para una reacciéon de huida (Dantzer vy

Mormede, 1983).

Las neuronas noradrenérgicas ubicadas en la corteza cerebral, el sistema limbico, y el
nucleo reticulado, estimulan la médula de las glandulas adrenales a través de los

nervios simpaticos. Las glandulas adrenales liberan las catecolaminas adrenalina y
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noradrenalina (Guyton y Hall, 2006). Las catecolaminas actlan en conjunto con los
glucocorticoides para aumentar la disponibilidad de glucosa a través de su accidn
glucogenolitica (Dickson, 1999). El aumento de la disponibilidad de glucosa prepara al
individuo para una respuesta activa que le permita superar la situacién de estrés
(Ferin, 2006). La adrenalina favorece la redistribucion del flujo sanguineo hacia los
musculos para permitir la reaccidn de huida: contrae los vasos sanguineos a nivel
cutaneo y hepatico, dilata los vasos sanguineos de la musculatura esquelética (Dickson,
1999) y provoca el aumento de la actividad cardiaca (Guyton y Hall, 2006). Se conoce
ademas que las catecolaminas disminuyen la liberacion de gonadotrofinas y pueden
inhibir la reproduccion, pero el mecanismo por el que esto sucede aun no estd claro

(Alvarez, 2008).
1.2.2. Activacion del eje HHA

La respuesta de estrés se caracteriza por un aumento de la actividad del eje HHA. Las
hormonas mas importantes de dicho eje se denominan generalmente “hormonas de
estrés y son: hormona liberadora de corticotropina (CRF), hormona

adrenocorticotropina (ACTH) y los glucocorticoides (DeVries et al., 2003).

En respuesta a un estresor, algunas neuronas hipotaldmicas liberan CRF. La liberacién
de CRF provoca un aumento en la liberacion de ACTH desde la adenohipdfisis que
estimula a su vez la liberacién de glucocorticoides desde la corteza de la glandula

adrenal (Ferin, 2006; Moberg, 1991; Sapolsky et al., 2000).

El cortisol, glucocorticoide de mayor importancia en los rumiantes, cumple
importantes funciones en el metabolismo de las proteinas, los carbohidratos y las
grasas (Guyton y Hall, 2006). La liberacidn de cortisol es regulada por un mecanismo de
retroalimentacion negativa. Cuando la concentracion de cortisol en sangre aumenta,
éste actua directamente sobre el hipotdlamo y sobre la adenohipdfisis, inhibiendo Ila
sintesis de CRF y ACTH, respectivamente (Guyton y Hall, 2006; Keller-Wood y Dallman,
1984). El cortisol actua sobre el tejido adiposo, el higado, los musculos y el pancreas,
provocando la liberacion de aminodacidos y acidos grasos libres como fuente de

energia, o la sintesis de nuevos compuestos (Guyton y Hall, 2006).
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1.3. Efectos del estrés

El estrés es una respuesta fisioldgica compleja, que involucra cambios a nivel
enddcrino, comportamental y bioquimico, por lo que deben considerarse diferentes

parametros para describir y cuantificar la respuesta de estrés (Moberg, 2000).

El sistema inmune también interviene en el restablecimiento de la homeostasis y es
uno de los mas afectados por el estrés (Ferin, 2006) debido al aumento en la
concentracion de cortisol durante esta situacion (Dobson et al.,, 2000). Cuando el
sistema inmune se activa, se liberan citoquinas que actlan sobre las células
hipotaldmicas productoras de CRF. Las citoquinas estimulan el eje HHA y se produce la
liberacion de glucocorticoides (Dunn, 2000). Esta es la respuesta proinflamatoria, y es
uno de los primeros cambios fisioldgicos que se manifiesta en respuesta a una
enfermedad o inflamaciéon. La respuesta inmune es regulada mediante
retroalimentacién negativa con los glucocorticoides, que suprimen la expresién de las

citoquinas y disminuyen las sefiales proinflamatorias (McKey y Cidlowski, 1999).

Durante la respuesta proinflamatoria se liberan las denominadas proteinas de fase
aguda (PFA). Estas proteinas se liberan desde los hepatocitos cuando son estimulados
por las citoquinas (Arthington et al., 2003). Probablemente, las PFA cumplen funciones
antiinflamatorias preservando a los tejidos de posibles dafios y manteniendo su
funcion (Kushner y Mackiewicz, 1987). Por ejemplo, la albumina es una PFA negativa,
es decir, disminuye su concentracién luego de un evento de estrés (Petersen et al.,

2004).

Por otro lado, la concentracion de proteinas séricas y el porcentaje de hematocrito
aumentan en animales que son enfrentados a estresores (Patterson et al., 1995), y la
concentracion de la enzima creatinkinasa (CK) se eleva si ocurre dafio e intensificacion

de la actividad muscular (Berg y Haralambie, 1978; Kannan et al., 2000).
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1.4. Estrés y comportamiento

1.4.1. Comportamiento agonista de los caprinos

El comportamiento de los individuos refleja la forma en que se adaptan al ambiente y
es un buen indicador de su bienestar (Miranda de la Lama y Mattiello, 2010). El
comportamiento social cumple fundamentalmente con funciones de comunicacion y
cohesion en el grupo (Miranda de la Lama y Mattiello, 2010). En respuesta a la
competencia entre los individuos, las interacciones agonistas intermedian el
establecimiento y mantenimiento de las relaciones de dominancia del grupo para

ganar y defender recursos (Shackleton y Shank, 1984).

En el comportamiento agonista se pueden diferenciar interacciones que involucran
contacto fisico y otras que no (Miranda de la Lama y Mattiello, 2010). En los caprinos,
los comportamientos que involucran contacto fisico son los choques entre individuos,
las mordidas y los comportamientos activos de retirada (Andersen et al., 2008). Los
choques son comportamientos que involucran una participaciéon activa de dos
individuos. Ocurren en contextos en los que se determina o reafirma la dominancia.
Los individuos se posicionan enfrentados entre si y uno o ambos oponentes se paran
sobre sus patas traseras. Giran el tronco y bajan su cabeza para golpear entre si sus
cuernos con gran fuerza. Los pelos a lo largo de la linea media del cuerpo se erizan.
Luego del choque, uno o ambos oponentes toman una postura rigida de advertencia
con la cabeza en alto (Figura 1). Puede ocurrir que el encuentro no finalice alli y que se
produzca un nuevo enfrentamiento en el que ambos individuos entrecruzan sus
cuernos y tratan de girarse uno al otro (Shackleton y Shank, 1984). Los choques
también pueden ocurrir cuando ambos animales tienen todas sus patas apoyadas en el
suelo y uno de ellos golpea con su cabeza al otro, en la cabeza o en alguna otra parte
de su cuerpo (Toll y Savas, 2007). Las mordidas son menos frecuentes que los choques
y se supone que son realizadas en mayor cantidad por individuos sin cuernos.
Consisten en que uno de los individuos muerde alguna parte del cuerpo del otro
animal y la tira hacia afuera con su boca (T6lu y Savas, 2007). En el comportamiento

activo de retirada uno de los individuos fuerza a otro a dejar su posicién de descanso o
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lugar de alimentacién empujandolo o golpeandolo con la cabeza (Andersen et al.,

2008).

Figura 1. Comportamiento agonista de cabras silvestres: choques. A la izquierda se muestra

el posicionamiento previo al choque, en el centro el choque y a la derecha la postura de
advertencia luego del mismo (Tomado de Shackleton y Shank, 1984).

Los comportamientos que no incluyen contacto fisico son las carreras o persecuciones,
los despliegues de amenaza y los escapes y retiradas pasivas (Andersen et al., 2008).
Durante las persecuciones, uno de los individuos se acerca al otro con la cabeza gacha
y el hocico hacia arriba, moviendo la cabeza hacia los lados, con la lengua hacia fuera 'y
en movimiento, y emitiendo vocalizaciones graves (Shackleton y Shank, 1984). Durante
la persecucién también ocurren patadas delanteras. Uno de los individuos patea con
una de las patas delanteras estirada y rigida entre las patas traseras a su oponente
(Geist, 1964) (Figura 2). Durante los despliegues de amenaza uno de los individuos se
acerca hacia otro corriendo rdpidamente o pateando, o dirige su cabeza hacia la del
otro animal, pero sin tocarlo (Andersen et al., 2008). En los escapes, uno de los
individuos aleja su cabeza y su cuerpo de otro que se le aproxima. Los
comportamientos pasivos de retirada son iguales a los de escape, pero se dan cuando

previamente ocurrié alguna interaccion social (Andersen y Bge, 2007).

Figura 2. Comportamiento agonista de cabras silvestres: carreras. A la izquierda se
muestra un macho en postura de persecucién con la cabeza gacha, y a la derecha se
muestra un macho dirigiendo una patada a su oponente, con la lengua hacia fuera y la
boca entreabierta (Tomado de Geist, 1964).
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1.4.2. Efectos del estrés sobre el comportamiento

La respuesta de estrés también se acompaina de cambios en el comportamiento de los
individuos. Se ha demostrado que la concentracidén de cortisol esta relacionada con la
forma e intensidad de determinados comportamientos. Por ejemplo, en ratas, una alta
concentracion de cortisol provoca el aumento de los comportamientos relacionados
con el miedo (Leshner, 1978) y en ratones activa las conductas de sumision durante los
encuentros agonistas (Lesnher y Politch, 1979). Ademas, los encuentros agonistas
pueden resultar estresantes per se (Kollack-Walker et al., 1997). Se conoce también
qgue los cambios hormonales que ocurren en los individuos en respuesta al estrés
dependen del estado emocional de los mismos. La respuesta enddcrina es modulada

por la respuesta comportamental, y viceversa (Dantzer y Mormeéde, 1983).

Luego del agrupamiento de animales de distinto origen se producen cambios
comportamentales. Cuando los individuos de un grupo reciben a nuevos individuos se
produce un aumento de interacciones agonistas, a través de las cuales se establecen y
mantienen las nuevas relaciones de dominancia (Addison y Baker, 1982; Andersen et
al., 2008; Barash, 1977). Luego de establecidas las relaciones de dominancia, la alta
intensidad inicial de las interacciones agonistas disminuye y los comportamientos
pasan a ser de amenaza y desplazamiento (Bernstein y Gordon, 1974). En la mayoria
de los trabajos sobre agrupamiento de animales de distinta procedencia, el
agrupamiento ocurre en un lugar neutral, que no fue ocupado anteriormente por
ninguno de los individuos (Gupta et al., 2005; Mench et al., 1990; Veissier et al., 2011),
ya que los animales que previamente ocuparon un lugar, tienen ventaja de residencia

en las interacciones sociales (Stricklin et al., 1980).

La introduccién de individuos nuevos a un grupo estable de cabras provoca un
aumento de la agresividad y disrupcién de la estructura social (Andersen et al., 2008).
Sin embargo, se desconocen las consecuencias del agrupamiento de individuos de

distinto origen sobre el bienestar y la produccion en la especie caprina.
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1.5. Estrés y reproduccion

1.5.1. Endocrinologia de la reproduccion en el macho

El hipotdlamo produce y secreta la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), que
actua sobre la adenohipdfisis. En respuesta a la secrecién de GnRH, la adenohipdfisis
sintetiza y secreta las gonadotrofinas hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo
estimulante (FSH). En los machos, las gonadotrofinas actlan directamente sobre los
testiculos: la LH induce la produccidon testicular de testosterona a través de la
estimulacion de las células de Leydig, y la FSH regula la espermatogénesis actuando
sobre las células de Sertoli. La testosterona en el macho cumple tres funciones
principales: estimula la espermatogénesis, interviene en el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios y desencadena el comportamiento sexual. Ademas, ejerce una
retroalimentacién positiva o negativa sobre los centros nerviosos que regulan la

secreciéon de LH y FSH (Chemineau y Delgadillo, 1993).

1.5.2. Efectos del estrés sobre la reproduccion

El estrés puede ser considerado beneficioso ya que desencadena respuestas
adaptativas que permite a los individuos enfrentar los cambios del ambiente (Ferin,
2006). Pero, cuando el individuo sufre los efectos negativos del estrés, las funciones
gue no son de importancia vital se inhiben para destinar energia a funciones que si son
vitales (Ferin, 2006). En este contexto, la inhibicién de la reproduccién seria favorable,
debido a que la inversion en prefiez en condiciones adversas puede ser desventajosa

(Alvarez, 2008).

Bajo situaciones de estrés, cuando el eje HHA se activa, las hormonas liberadas por
éste alteran el funcionamiento del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal (HHG)
(Wingfield y Sapolsky, 2003). La activacion del eje HHG desencadena respuestas
fisiolégicas y comportamentales que afectan negativamente la reproduccion (Sapolsky

et al., 2000).
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Durante la respuesta de estrés se activan varios sistemas que pueden afectar la
reproduccidn, ya sea mediante sus efectos sobre el hipotalamo, sobre la hipdfisis o
sobre las gdnadas, aunque generalmente el efecto principal ocurre a nivel central
(Ferin, 2006; Rivier y Rivest, 1991; Tilbrook et al., 2000). Los glucocorticoides liberados
durante la respuesta de estrés alteran la secrecién de GnRH, de las gonadotrofinas y
también la sintesis de las hormonas sexuales (Moberg, 1991). De hecho, las génadas
disminuyen su actividad esteroidogénica debido a que reciben una menor estimulacién
provocada por la inhibicidn de la secrecion de las gonadotrofinas (Ferin, 2006). Aunque
en poco detalle, se conoce que los esteroides gonadales modulan la magnitud de la
respuesta del eje HHA al estrés (Ferin, 2006). Ademas, la CRF también funciona como

un potente inhibidor de la secrecidon de GnRH (Li et al., 2008; Rivier y Vale, 1985).

El cortisol es capaz de actuar directamente sobre el hipotdlamo y afectar la secrecion
de GnRH, y sobre la hipdfisis para reducir la secrecion de gonadotrofinas,
especialmente de la LH (Moberg, 1991). Esta disminucidn en la secrecion de LH puede
deberse a la incapacidad de la GnRH de estimular la sintesis de LH o a la insensibilidad
de las células gonadotrépicas de la hipdfisis a la GnRH. Por otro lado, los
glucocorticoides pueden modificar la retroalimentacién que los esteroides sexuales
ejercen sobre las células gonadotrdpicas y alterar la secrecién de LH y FSH (Moberg,
1991; Tamashiro et al.,, 2005; Tilbrook et al., 2000). A su vez, el cortisol actua
directamente sobre los testiculos y disminuye la cantidad de receptores de LH
(Bambino y Hseuh, 1981). Por otro lado, las gonadotrofinas afectan la actividad y
regulacién del eje HHA, actuando sobre el hipotadlamo, la hipdfisis y las glandulas
adrenales (Viau y Meaney, 1996). Por ultimo, se ha propuesto que la ACTH podria
tener un efecto independiente sobre las gdénadas y modificar la secrecién de las

gonadotrofinas (Moberg, 1991).

La disminucién o incluso inhibicion de la secrecion de LH durante la respuesta de estrés
puede llevar a la disminucidon de la secrecién de testosterona (Sapolsky, 1983;
Wingfield y Sapolsky, 2003). Esta disminucion en la secrecién de testosterona puede
deberse a la accién directa de la CRF, ACTH o los glucocorticoides sobre las gdnadas
(Rivier y Rivest, 1991). Por otro lado, en ratas macho, gallos y hombres, se ha

demostrado que ocurre un aumento transitorio de la concentracién plasmatica de LHy
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testosterona durante las etapas iniciales de la respuesta de estrés (Heiblum et al.,
2000; Mann et al., 1986; Sutton et al., 1973). Esto puede deberse a que las
catecolaminas, especialmente la noradrenalina, pueden estimular la sintesis de GnRH y
LH, y asi aumentar la liberacidn de testosterona (Rivier y Rivest, 1991). Los efectos del
estrés de agrupamiento sobre la concentracidn de testosterona y la calidad seminal en
chivos (machos caprinos; cabras macho) varia segun el estatus social de los individuos

y la experiencia previa de los mismos (Ortiz de Montellano, 2004).

Debido a que durante la respuesta de estrés la liberacion de glucocorticoides aumenta,
se supone que tienen un rol principal en la mediacion de los efectos inhibitorios sobre
la reproduccién (Tilorook et al., 2000). Algunos autores proponen que el efecto
mediador puede deberse a su efecto directo sobre las génadas, y al efecto inhibitorio
sobre la secrecion de las gonadotrofinas, impidiendo la actividad reproductiva
(Juniewicz et al.,, 1987; Rivier y Rivest, 1991). Otros autores no han encontrado
evidencia de dicho efecto y proponen que los glucocorticoides no serian los principales
mediadores de la secrecidn de LH, ya que ésta no se ve afectada por la administracion
de cortisol ni de otros glucocorticoides (Fuquay y Moberg, 1983). Ademas de las
alteraciones enddcrinas ya descritas, se inhiben la funcién eréctil, y las conductas

sexuales proceptivas y receptivas (Wingfield y Sapolsky, 2003).

En sintesis, el estrés social debido al agrupamiento de animales de distinto origen
puede afectar la reproduccidn a distintos niveles. Los efectos de esta practica sobre la
reproduccién de diversas especies han sido bien descritos. Sin embrago, no existe
informacién sobre cémo este manejo puede afectar la reproduccidn en chivos adultos,
o si existen diferencias en la respuesta de estrés en chivos residentes e introducidos.
Por tal motivo, se planted la hipdtesis de que agrupar chivos adultos de distinto origen
genera una respuesta de estrés y afecta la reproduccion, a través de cambios en la
concentracion de testosterona y en la calidad seminal, y que esta respuesta es mayor

en los chivos introducidos.
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo general

e Determinar si agrupar chivos de distinto origen genera una respuesta de estrés
y afecta la reproduccion y si dicha respuesta difiere entre animales residentes y

animales introducidos.

2.2. Objetivos especificos

e Determinar si se observan diferencias luego del agrupamiento entre chivos

residentes e introducidos en:

- la respuesta de estrés: concentracién de cortisol, porcentaje de
hematocrito, glucemia y concentracidon de proteinas séricas totales,

albumina y CK, peso corporal y temperatura rectal

- los parametros reproductivos: concentracién de testosterona vy
caracteristicas seminales (concentracién seminal del eyaculado,
cantidad total de espermatozoides en el eyaculado, cantidad de
espermatozoides motiles y porcentaje de espermatozoides con

morfologia normal en el eyaculado)

- la cantidad de interacciones agonistas
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales y su manejo

El experimento se realizd en el Campo Experimental N2 2 de la Facultad de Veterinaria,
Libertad, San José, durante los meses de junio y julio de 2010. Se utilizaron 17 chivos
(Capra hircus) de la raza Saanen, de aproximadamente 1 afio de edad con un peso

promedio de 39,9 + 1,4 kg.

Todos los individuos fueron hijos del mismo padre. Se mantuvieron como un grupo
Unico hasta el momento del destete, al mes de edad. A partir del mes de edad se
mantuvieron en dos grupos separados. El grupo residente (GR, n=8) fue criado en el
campo experimental en Libertad y el grupo introducido (Gl, n=9) en las instalaciones
de la Facultad de Veterinaria, en Montevideo. Durante todo el experimento, los
animales fueron alimentados de acuerdo a sus requerimientos para mantenimiento

con fardos de alfalfa y racién, y dispusieron de agua ad libitum.

Se consider6 el dia 0 hora 0, al momento inmediatamente antes en que ambos grupos
se juntaron y pasaron a formar un Unico grupo para registrar variables de la respuesta
de estrés, reproductivas y comportamentales durante 29 dias. Los animales del grupo

Gl fueron transportados en camidn durante 60 minutos hasta el corral del grupo GR.

Las muestras de sangre obtenidas en el dia -7, cuando los grupos estaban separados,
fueron tomadas simultdneamente por 2 personas, una en Montevideo (Gl) y otra en

Libertad (GR).

En el dia 0, las extracciones sanguineas fueron realizadas por 4 personas, dentro del
corral de GR, donde se encontraban todos los animales juntos. Cada persona tomé
muestras de sangre de 4 a 5 animales asignados al azar, de forma de obtener muestras
de los 17 animales. Las muestras fueron procesadas por otras 2 personas, a medida

gue se fueron obteniendo.

En los dias restantes, las muestras sanguineas de todos los animales fueron obtenidas
por una sola persona, en un lugar apartado del corral. La duracién aproximada de este

procedimiento fue de 15 min en total. A continuacién, se extrajeron muestras de
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semen de todos los animales. En este caso las muestras se obtuvieron de a 1 animal
por vez, en un lugar apartado del corral. Las muestras de semen fresco fueron
analizadas siempre por el mismo observador y las muestras de semen fijadas fueron

analizadas por 2 observadores.

3.2. Obtencion y procesamiento de las muestras sanguineas

3.2.1. Andlisis hormonal

Las muestras sanguineas se obtuvieron por venopuncion yugular y se dejaron coagular
durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se centrifugaron durante 10 a 20 min para
obtener el suero. Los tubos con el suero se conservaron en tubos eppendorfs a -202 C

hasta su analisis para la determinacion de cortisol y testosterona.
3.2.2. Andlisis hematoldgicos

Las muestras sanguineas se obtuvieron por venopuncién yugular. Para la medicion de
hematocrito y glucemia se tomaron muestras en tubos con heparina y con fluoruro de
sodio y yodoacetato, respectivamente. La concentracién de proteinas séricas totales,
CK y albimina se midié a partir del suero. Para la obtencion del suero se dejé la sangre
durante 1 h a temperatura ambiente y luego se centrifugd durante 10 a 20 min. El

suero y el plasma fueron almacenados en tubos eppendorfs a -202C hasta su analisis.

3.3. Respuesta de estrés

3.3.1. Cortisol

Las muestras para la medicidn de cortisol fueron tomadas durante el dia 0, a los -60
min y a partir de la hora 0 cada 30 min por un periodo de 2 h y a los 180, 240 y 300
min. La concentracion de cortisol se determind mediante radioinmunoanalisis
utilizando un kit comercial de fase sélida (TKPG; Count-A-Count, Siemens, Los Angeles,
CA, EEUU) en un solo ensayo. El limite de deteccién fue 10,5 nmol/L. Los coeficientes
de variacion intraensayo para los controles bajo, medio y alto fueron 25,2%, 11,2% y
3,6% respectivamente.
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3.3.2. Parametros hematoldgicos
Hematocrito, glucemia, proteinas totales, CK 'y albumina

El porcentaje de hematocrito se obtuvo por centrifugacién de la sangre en
microcentrifuga y segun lectura de la tabla correspondiente se determinaron todos los
valores. La glucemia, la concentracién de proteinas totales, CK y albimina se midieron
por espectrofotometria mediante kits comerciales (Biosystem, Barcelona, Espafia).
Para la medicion de hematocrito, glucemia y CK se tomaron muestras durante el dia O,
alos -60, 0, 30, 60, 120 y 300 min. La concentracién de proteinas totales y de albimina
se midi6 el dia -7, durante el dia 0, a los -60, 0, 30, 60, 120 y 300 min, y durante los dias
2,5,9y15.

3.4. Peso corporal y temperatura rectal

Los animales fueron pesados en los dias -7, 2, 5, 8, 13, 22 y 29. La temperatura rectal
se midié con un termdémetro digital durante el dia 0 a los -60, 0, 30, 60, 120, y 300 min,

yenlosdiaslal®6,8,9,12,13, 15, 19,22y 29.

3.5. Parametros reproductivos

3.5.1. Testosterona

Las muestras de sangre para la medicién de testosterona fueron tomadas durante el
dia 0, a los -60 y a partir de la hora 0 cada 30 min por un periodo de 2 h, y a los 180,
240 y 300 min. También se tomaron muestras para la medicidn de testosterona en los
dias-7,2al6,8,9,12, 13,15y 19, en dos horarios (mafiana y tarde). La concentracién
de testosterona se determind mediante radioinmunoanalisis utilizando un kit
comercial de fase sélida (TKPG; Count-A-Count, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU) en
tres ensayos. El limite de deteccidn de cada uno de los ensayos fue 0,13, 0,23 y 0,33
nmol/L. Los coeficientes de variacidn intraensayo para los controles bajo y alto fueron
13,4% y 8,3% respectivamente, y los coeficientes de variacidn interensayo para los

controles bajo y alto fueron 14,3% y 8% respectivamente.
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3.5.2. Caracteristicas seminales
Coleccion seminal

Las muestras seminales se extrajeron mediante electroeyaculacion. El pene se sostuvo
y mantuvo en una copa de vidrio previamente calentado a 372C en bafio maria para
colectar el semen. El estimulo eléctrico de 8 V se aplicé cada 3 s, alternado con
periodos de igual duracion, hasta que todo el semen fue colectado. Se tomaron

muestras en los dias -7, 2, 5, 8, 13, 22 y 29.
Evaluacion seminal

Se evalué el semen fresco y se determinaron las siguientes caracteristicas: volumen,
motilidad de masa (MM) e individual (M), concentracién espermatica y porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal. Para evaluar la calidad seminal se
consideraron las siguientes caracteristicas (Mateos, 1990): concentracion espermatica,
cantidad total de espermatozoides, MM, cantidad de espermatozoides motiles y
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal. El volumen se midié utilizando
micropipetas de diferentes calibraciones. Para determinar la MM se evalud en escala
de 0 a 4 la cantidad de remolinos sobre los limites de la gota de semen a 372C en el
microscopio de luz, a bajo aumento (40x). La Ml se evalud en una preparacién de
semen diluido con leche descremada UHT a 372C. En el microscopio de luz a gran
aumento (400x) se calculé la proporciéon de espermatozoides con movimiento
rectilineo progresivo en varios campos de visién. La concentracion espermatica y el
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal se calcularon a partir de

muestras de semen diluidas y fijadas en solucién de formol.

La concentracién espermatica se calculd utilizando una cdmara de Neubauer, contando
los espermatozoides ubicados sobre los limites izquierdo e inferior de 5 zonas de la
camara, y aplicando la siguiente férmula: factor de dilucién x 10.000 x cantidad de

espermatozoides contados en la cdmara de Neubauer /5.

A partir de la concentracién seminal y del volumen se calculé la cantidad total de

espermatozoides (concentracidon espermatica x volumen).

23



A partir de la Ml se calculé la cantidad de espermatozoides motiles (Ml x cantidad total

de espermatozoides/100).

El porcentaje de espermatozoides con morfologia normal se calculé sobre una muestra

de 100 espermatozoides observados en una muestra.

3.6. Comportamiento agonista

Para las observaciones del comportamiento agonista, los animales fueron identificados
individualmente con nimeros pintados sobre el pelaje del térax lateral. Los muestreos
se realizaron durante 30 min en el periodo de mayor actividad de la mafiana (08:00 a
10:00 h) en los dias 1, 3, 4, 6, 9, 12, 15, 19 y 28. Las observaciones se realizaron
simultdneamente por dos observadores. Cada observador realizé muestreos focales
sobre 2 6 3 individuos a la vez, de modo de finalizar el registro de los 17 individuos en
cada dia. A cada observador se le asignd al azar un individuo de cada grupo en los
casos en que se registré el comportamiento de 2 individuos, y, en los casos en los que
se registrd el comportamiento de 3 individuos, 2 fueron de un mismo grupo y 1 del

otro grupo.

Durante cada sesion de muestreo se registraron para cada individuo las siguientes

categorias comportamentales:

- interacciones sin contacto fisico: retirada (R), retirada del piso (Rp) y amague

topetazo (At)

- interacciones con contacto fisico: empujén cabeza-cuerpo (Eccu), empujon cabeza-

cabeza (Ecca), topetazo no reciproco (Tnr) y topetazo reciproco (Tr)

Las categorias comportamentales registradas se basaron en etograma realizado por

Andersen et al. (2008) y J@rgensen et al. (2006), con modificaciones.
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3.7. Andlisis estadistico

El cortisol, todas las variables hematoldgicas, el peso, la temperatura rectal, la
circunferencia escrotal, la testosterona, las caracteristicas seminales y las variables
comportamentales, se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA, SAS, 2008)
para medidas repetidas, considerando como efectos principales el grupo, el tiempo, y
la interaccién entre grupo y los tiempos. Todas las variables seminales fueron
transformadas a su raiz cuadrada previo al analisis estadistico de forma de lograr una

distribucion normal de los datos.

Los datos se expresan como el valor de la media + EE. Se considerd significativo un P<

0,05 y una tendencia estadistica 0,05 <P< 0,1.
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4. RESULTADOS

4.1. Respuesta de estrés

4.1.1. Cortisol

No se observaron diferencias en la concentracién de cortisol entre Gl y GR luego del
agrupamiento pero se observé una interaccién entre grupo y tiempo (P< 0,0001). En el
momento del agrupamiento la concentracidn de cortisol fue mayor en Gl que en GR
(P< 0,0001), pero a partir de los 30 y hasta los 300 min la concentracion de cortisol fue
mayor en GR (P= 0,006). En Gl la concentracién de cortisol se incrementd desde el
tiempo -60 hasta los 30 min (P< 0,0001), momento a partir del cual permanecid
constante hasta los 300 min. En GR la concentracién de cortisol en la hora 0 y a los -60
min no mostré diferencias, y a partir de los 30 min permanecié alta y constante hasta

los 300 min (P< 0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. Concentracidn de cortisol (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto
origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido (Gl,
n=9). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05). Diferencias significativas
entre los grupos para los tiempos se indican como ** (P< 0,01) y *** (P< 0,001).
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4.1.2. Parametros hematoldgicos

Hematocrito

El porcentaje de hematocrito se modificé en el tiempo (P< 0,0001) y hubo una
interaccién entre grupo y tiempo (P= 0,003): en GR no se observaron diferencias en el
porcentaje de hematocrito a lo largo del tiempo, mientras que en Gl los valores

aumentaron (Figura 4).

40 -

35 - b ab b
g a a?/lT I T

L * %k

:‘g 30 t_ab [ ‘{_‘ * %k 1
E < **,/T' I R e L EE LR ]
= A \__-, ;
E 25 w WX , 2
& Xy

20

15 T T T T T T T T T T !

-60 -30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

Tiempo (min)

Figura 4. Porcentaje de hematocrito (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos de
distinto origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo
introducido (Gl, n=9). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05).
Diferencias significativas entre los grupos para los tiempos se indican como * (P<0,5), ** (P<0,01) y
*** (P<0,001).

Glucemia

No se encontraron diferencias entre grupos en la concentracién de glucosa durante el
dia 0. Se observé una interaccidon entre grupo y tiempo (P= 0,0006): mientras que se
mantuvo constante en GR, en Gl aumentd desde los -60 min hasta los 30 min (P<

0,0001), luego disminuyd a los 120 min (P= 0,003), y a los 300 min su valor no fue

diferente al inicial (Figura 5).
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Figura 5. Glucemia (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto origen. La
linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido (Gl, n=9). La
flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento. Diferentes letras indican
diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05). Diferencias significativas entre los
grupos para los tiempos se indican como * (P< 0,05) y ** (P< 0,01).

Proteinas totales

Durante el dia 0 y durante los dias restantes, no se observaron diferencias entre
grupos para la concentracién de proteinas totales, por lo que los datos se presentan
juntos. La concentraciéon de proteinas totales aumentd durante el dia 0 (P= 0,005).
Desde los -60 hasta los 120 min la concentracidn de proteinas totales permanecid
constante, y aumentd a los 300 min (P= 0,05) (Figura 6). Durante los dias restantes la
concentracién promedio de proteinas totales fue de 7,1 + 0,1 mg/dL y tendid a

aumentar en el tiempo.
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chivos de distinto origen (n=17). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del
agrupamiento. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tiempos (P< 0,05).

cK

La concentracién de CK se modificd en el tiempo (P=0,005) y tendié a ser mayor en GR

qgue en Gl. Se observé una interaccién entre grupo y tiempo: en Gl permanecié

constante mientras que en GR aumentd a los 300 min (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de creatinkinasa (CK) (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos
de distinto origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo
introducido (Gl, n=9). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05).
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Albumina

Durante el dia 0, la concentracién de albumina varié entre grupos, siendo mayor para
el GR (P= 0,004). Hubo una interaccién entre grupo y tiempo (P= 0,0008). En GR, la
concentracion de albumina aumenté en el momento del agrupamiento, pero a partir
de los 30 y hasta los 300 min no se observaron diferencias con el valor inicial. En GI, se
mantuvo constante hasta los 30 min y aumentd a los 60 y a los 90 min, pero luego el
valor no fue diferente al inicial (Figura 8). En los dias restantes, la concentracién de
albumina permanecié constante y fue mayor en GR que en Gl (3,46 £ 0,25 vs 3,05 +

0,16 mg/dL, respectivamente, P= 0,05).
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Figura 8. Concentracion de albumina (media * EE) antes y después del agrupamiento de chivos de
distinto origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo
introducido (Gl, n=9). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del
agrupamiento. Diferentes letras indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo
(P< 0,05). Diferencias significativas entre los grupos para los tiempos se indican como *** (P<
0,001).

30



4.2. Peso corporal

El peso corporal cambié en el tiempo (P< 0,0001). No se encontraron diferencias entre
grupos en el peso corporal. Se observé una interaccién entre grupo y tiempo (P=
0,008). En GR el peso corporal mas bajo se observé en los dias 2, 5, 8 y 13, y a partir del
dia 22 no se fue diferente al inicial. En Gl el peso corporal mas bajo se observo en los

dias 2, 5y 8, y a partir del dia 13 no se observaron diferencias con el valor inicial

(Figura 9).
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Figura 9. Peso corporal (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto origen.
La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido (GI, n=9).
La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P< 0,05).

4.3. Temperatura rectal

Durante el dia 0, la temperatura rectal aumenté (P< 0,0001), y fue mayor para Gl que
para GR (39,7 £ 0,2 °C vs 39,6 + 0,2, respectivamente, P= 0,02). Se observé una
interaccion entre grupo y tiempo (P= 0,02). En GR la temperatura rectal aumento a
partir de los 30 min y se mantuvo alta hasta los 300 min mientras que, en Gl, aumenté
a partir de los 60 min y se mantuvo alta hasta los 300 min (Figura 10). Durante el resto

de los dias, la temperatura rectal permanecié alta, entre 38,5 + 0,09 y 39,2 + 0,12 2C

(P< 0,0001) y no fue diferente entre grupos.
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Figura 10. Temperatura rectal (media * EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto
origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido
(Gl, n=9). La flecha indica la hora 0: momento inmediatamente antes del agrupamiento. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P<0,05). Diferencias
significativas entre los grupos para los tiempos se indican como * (P< 0,05) y ** (P< 0,01).

4.4. Pardmetros reproductivos

4.4.1. Testosterona

La concentracion de testosterona no mostré diferencias entre grupos. En el dia 0 no se
observaron cambios en la concentracién de testosterona desde los -60 min hasta la
hora 0, momento a partir del cual aumentd (P< 0,0001), y hubo una interaccion entre
grupo y tiempo (P= 0,001). La concentracién de testosterona en la hora 0y a los 30 min
fue mayor en GR que en Gl (P= 0,02 y P= 0,01, respectivamente). En GR a partir de los
120 min y hasta los 300 min no se observaron diferencias con el valor de la hora 0. En
Gl aumenté a los 30 min (P< 0,0001) y permanecid elevada hasta los 300 min (P<
0,0001) (Figura 11A). Durante los dias restantes, la concentracién de testosterona se
presenta como el promedio diario de las muestras obtenidas en la mafiana y en la
tarde. Se observo efecto del tiempo (P< 0,0001), la concentracién de testosterona fue
menor en los dias 1, 3, 8, 12 y 13 luego del agrupamiento. Se observd una interaccién
entre grupo y tiempo (P= 0,02). En GR la concentracién de testosterona en el dia 1 no

fue diferente a la del dia 0 mientras que en Gl fue menor (P< 0,0001). En el dia 19 la
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concentracion de testosterona no fue diferente a la inicial en GR pero en Gl fue menor

(P< 0,0001) (Figura 11B).
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Figura 11. Concentracidn de testosterona (media * EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto
origen. La linea continua indica al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido (Gl, n=9). La
flecha indica el momento inmediatamente antes del agrupamiento (A: hora 0; B: dia 0). Diferentes letras indican
diferencias significativas entre tiempos para cada grupo (P<0,05). Diferencias significativas entre los grupos para
los tiempos se indican como * (P<0,05) y ** (P< 0,01).

4.4.2. Caracteristicas seminales
Concentracion espermadtica

No se observaron diferencias en la concentracién espermatica entre grupos, por lo que
los datos se presentan juntos. La menor concentracidon espermatica se observé en los

dias 5,13y 22, y en el dia 29 no fue diferente a la inicial (P=0,003) (Figura 12A).
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Figura 12. Caracteristicas seminales (media + EE) antes y después del agrupamiento de chivos de distinto
origen. En A), B) y D) los datos para ambos grupos se muestran agrupados (n=17). En C) la linea continua indica
al grupo residente (GR, n=8) y la discontinua al grupo introducido (GlI, n=9). La flecha indica la hora 0: momento
inmediatamente antes del agrupamiento. En A), B) y D) diferentes letras indican diferencias significativas entre
tiempos para cada grupo (P<0,05). En C) diferencias significativas entre los grupos para los tiempos se indican
como * (P<0,05)y ** (P< 0,01).
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Cantidad total de espermatozoides

No se observaron diferencias entre grupos en la cantidad total de espermatozoides,
por lo que los datos se presentan juntos. La menor cantidad total de espermatozoides
se observd entre los dias 5, 13 y 22 (P= 0,004); en el dia 29 no se observaron

diferencias con el valor inicial (Figura 12B).

Motilidad de masa

No se encontraron diferencias en la motilidad de masa entre grupos ni se observé
interaccidn entre grupo y tiempo. La motilidad de masa tendid a disminuir en el dia5y

en el resto de los dias no mostrd diferencias con la motilidad inicial.

Cantidad de espermatozoides motiles

La cantidad de espermatozoides motiles tendié a ser mayor para el GR que para el Gl.
Hubo efecto del tiempo (P= 0,003) e interaccidn entre grupo y tiempo (P= 0,05). En el
dia 2, la cantidad de espermatozoides motiles fue mayor en GR que en Gl (P=0,02). La
menor cantidad de espermatozoides motiles se observé en los dias 5, 13y 22 en GR y

en el dia 5y 29 en Gl (Figura 12C).

Porcentaje de espermatozoides con morfologia normal

El porcentaje de espermatozoides con morfologia normal no mostré diferencias entre
grupos, por lo que los datos se presentan juntos. En los dias 2 y 8 se observéd el
porcentaje mas alto de espermatozoides con morfologia normal (P=0,04) y en el dia 5

y a partir del dia 12 el valor no fue diferente al inicial (Figura 12D).

4.5. Comportamiento agonista
Durante todo el experimento, los chivos del Gl tendieron a realizar mayor cantidad de

interacciones agonistas que los del GR (6,9 £ 2,4 vs 1,9 £ 0,7, respectivamente).

La cantidad de interacciones agonistas totales (datos de GR y Gl agrupados) fue mayor
en el dia 1 que en el resto de los dias (P= 0,002), a excepcion de los dias 6, 15 y 28, en

los que la cantidad de interacciones agonistas registradas no fue diferente a la del dia
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1. La cantidad de interacciones agonistas sin contacto fisico (R, Rp y At) en los dias 1y
28 no mostré diferencias y tendié a ser mayor en el dia 12. Las interacciones agonistas
que incluyeron contacto fisico (Eccu, Ecca, Tnr y Tr) disminuyeron en el tiempo (2,0 +

0,5vs 0,2 £0,1, dia 1y dia 28, respectivamente, P= 0,0002).
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5. DISCUSION

Agrupar chivos de distinto origen generd una respuesta de estrés, que fue diferente
entre los animales introducidos y los residentes. Luego del agrupamiento de los chivos
se produjeron cambios en las variables que indican una respuesta de estrés
(concentracion de cortisol y parametros hematolégicos), en el peso corporal y en la
temperatura rectal. El aumento de la concentracion de cortisol bajo condiciones de
estrés ha sido ampliamente reportado en chivos (Kannan et al., 2000; 2003). El
aumento de cortisol en la hora 0 en Gl es consecuencia del transporte, lo que
determiné que al momento de juntar los grupos éste ya tuviera una respuesta de
estrés desencadenada. De todas formas, es interesante destacar que a pesar de que
los animales del Gl fueron transportados antes del agrupamiento, su respuesta en la
concentracion de cortisol luego del mismo no fue diferente a la del GR. Es posible que
agrupar animales de distinto origen represente un evento estresante de tal magnitud
gue determind una respuesta en la concentraciéon de cortisol similar en ambos grupos,

incluso a pesar de que uno de ellos fue sometido previamente al estrés de transporte.

En GR, la concentracién de cortisol a los -60 min y en la hora 0 no fue diferente, por lo
gue puede afirmarse que los animales estaban acostumbrados al manejo de rutina en
el que son manipulados para las extracciones de sangre a pesar de que el manejo que
implica la obtencion de muestras sanguineas es considerado un estresor (Grandin,
1997). La respuesta de estrés a distintos manejos depende de la experiencia previa de
los individuos (Dantzer y Morméde, 1983), y se conoce que los animales son capaces
de habituarse al mismo (Crookshank et al., 1979). Ademas de los cambios en la
concentracion de cortisol, el peso corporal disminuyd, y la temperatura rectal y la
concentracion de CK aumentaron. Estos cambios pueden explicarse por el aumento de
la actividad fisica debido al aumento de la actividad agonista (Berg y Haralam, 1987;
Baldi et al., 1989; Leek et al., 2004). Por otro lado, los animales estarian empleando
tiempo destinado a la alimentacién en establecer su posicidon jerarquica, lo que llevaria
a la disminucion del peso corporal (Tamashiro et al.,, 2007). Ademas, podria estar
ocurriendo una mayor movilizacidon de reservas y una alta demanda metabdlica que
puede llevar a una disminucién de las reservas de energia (Moberg, 2000). La glucemia

aumenté en los animales introducidos, lo que evidencia que hubo movilizacion de las
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reservas energéticas (Sapolsky et al., 2000), ademas de ser una respuesta directa al
aumento de la concentracion de cortisol (Al-Qarawi y Ali, 2005). Durante el dia 0, la
concentracion de proteinas totales aumentd en ambos grupos y la concentracién de
albumina aumentd en los animales residentes. Estos resultados son contradictorios
con otros trabajos que demuestran una disminucién en la concentracidon de proteinas
totales y de albumina bajo situaciones de estrés (Apple et al., 1993). Sin embargo, el
aumento en la concentracion de albumina, asi como el aumento en la concentracion
de proteinas totales y del porcentaje de hematocrito puede deberse a la
hemoconcentracién. La hemoconcentracién puede ser causada por deshidrataciéon
(Zimerman et al., 2011), ya que es posible que los animales, luego del agrupamiento
hubiesen invertido el tiempo que debian invertir en beber agua, a realizar

interacciones agonistas para la estabilizacién de la jerarquia social.

Luego del agrupamiento se observé una alta cantidad de interacciones agonistas. La
disrupcion de la organizacidn social que ocurre en respuesta al agrupamiento y el
aumento de la densidad de individuos lleva al incremento de la agresividad (Anderesen
et al., 2008; Estevez et al., 2007). Los chivos introducidos realizaron mayor cantidad de
interacciones agonistas que los residentes. El comportamiento agonista seria una
forma de enfrentar las nuevas condiciones ambientales a las que fueron sometidos los
chivos introducidos (Baldi et al.,, 1989). La alta cantidad inicial de las interacciones
agonistas podria explicarse porque las mismas funcionarian como mediadores en la
resolucién de conflictos (Keil y Sambraus, 1998). Las interacciones agonistas con
contacto fisico se observaron en mayor cantidad durante las etapas iniciales del
agrupamiento, pero disminuyeron en el transcurso del tiempo. Luego de repetidos
encuentros agonistas, el resultado de éstos actiia como refuerzo psicoldgico, positivo o
negativo, sobre la conducta de los individuos (Kondo y Hurnik, 1990). La experiencia de
los individuos, junto con el refuerzo psicolégico dado por los sucesivos resultados,
determina que las interacciones agonistas con contacto fisico sean menos necesarias
para la resolucion de conflictos y disminuyan con el tiempo (Kondo y Hurnik, 1990). El
comportamiento agresivo es influenciado en forma directa por la testosterona (Hardy
et al.,, 2002; Ruiz de la Torre y Manteca, 1999). Sin embargo, en este trabajo, se

observé una alta frecuencia de comportamientos agresivos (los que involucraron
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contacto fisico) pese a que hubo un descenso en la concentracién de testosterona.
Esto puede ser explicado porque la testosterona se relaciona con el comportamiento
agresivo cuando el mismo se asocia a la reproduccion (por ejemplo durante la
adquisicion de pareja sexual), mas que cuando se asocia a otros fines (por ejemplo
durante la defensa de un territorio) (Wingfield, 2006). Luego del agrupamiento de
animales de distinto origen se ha observado que la testosterona influye sobre el
comportamiento de los individuos motivando a los mismos a establecer las nuevas
relaciones de dominancia en la jerarquia social del grupo, mas que a los

enfrentamientos agresivos en si mismos (Ruiz de la Torre y Manteca, 1999).

El agrupamiento de los chivos afectd negativamente la concentracion de testosterona
y la calidad seminal. El estrés puede alterar la funcidon reproductiva a través de
mecanismos que modifican la sintesis o la secrecion de GnRH o la sensibilidad de las
células hipofisarias a la accién de la GnRH (Tilbrook et al., 2000). Por otro lado, los
glucocorticoides disminuyen la liberacion de GnRH y de LH, reducen la respuesta
gonadal a la LH y la concentracidon de receptores testiculares de LH (Sapolsky et al.,
2000). Sin embargo, la concentracién de testosterona aumentd significativamente en
el dia 0 en ambos grupos. Este resultado concuerda con trabajos que han demostrado
en otras especies que durante las etapas iniciales de la respuesta de estrés la
concentracion de testosterona aumenta (Chichinadze y Chichinadze, 2008; Liptrap y
Raeside, 1978). El aumento de la concentracidn de testosterona durante el dia 0 puede
explicarse también por el aumento de la concentracion de cortisol. Liptrap y Raeside
(1978) propusieron que al someter a cerdos a situaciones de agresion o a la
administracion de ACTH, se producen aumentos en la concentracién de cortisol que

generan aumentos transitorios en la concentracion de testosterona.

Por otra parte, se observé una disminucidn significativa en la produccién y calidad de
semen luego del agrupamiento. Este efecto se evidencié por la disminucién en ambos
grupos de: la concentracidn espermatica, la cantidad total de espermatozoides y la
cantidad de espermatozoides motiles. Una alta concentracion de testosterona se
asocia con semen de buena calidad (Delgadillo et al., 1999; Haigh et al., 1984;
Sundqvist et al., 1984), por lo que en este trabajo la disminucién en la calidad seminal

podria asociarse con la disminucidon de la concentraciéon de testosterona. Se ha
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demostrado que el estrés provoca disminucién de la concentracién de testosterona
(Rose et al., 1969) y afecta negativamente la calidad seminal (Clarke et al., 1999;
Fenster et al., 1997). En chivos se observaron efectos del agrupamiento de animales de
distinto rango social sobre la calidad del semen. Cuando chivos de rango social medio
fueron agrupados con chivos de rango social bajo se observd una disminucién
significativa del porcentaje de espermatozoides vivos en ambos grupos. Cuando chivos
de rango social medio fueron agrupados con chivos de rango social alto, en los
primeros aumento el porcentaje de espermatozoides anormales (Ortiz de Montellano,
2004). En un estudio realizado en atletas, los hombres mas estresados presentaron las
menores concentraciones de testosterona y una severa oligospermia (Ayers et al.,
1985). En primates, bajo situaciones de estrés crénico, el volumen y la concentracion
espermatica disminuyeron significativamente, al igual que la cantidad total de
espermatozoides y la cantidad de espermatozoides normales y motiles (Cui, 1996). En
sintesis, al igual que en otras situaciones de estrés, el estrés social también afecta
negativamente la mayor parte de los pardmetros seminales, pudiendo entonces llevar

a problemas en la capacidad de fertilizar.
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6. CONCLUSIONES

Agrupar chivos de diferente origen generd una respuesta de estrés en ambos
grupos que se manifestdé en el aumento de la concentracidon de cortisol, en
cambios en los pardmetros hematoldgicos considerados, en la disminucidn del

peso corporal y en el aumento de la temperatura rectal.

El agrupamiento afectd negativamente la reproduccién en ambos grupos, a
través de la disminucion de la concentracién de testosterona y de la calidad

seminal.

La concentracién de testosterona disminuyé en mayor medida en los chivos
introducidos que en los residentes, sin embargo, las caracteristicas seminales
(excepto la cantidad de espermatozoides motiles) disminuyeron de igual forma

en ambos grupos luego del agrupamiento.

Las diferencias en la respuesta al agrupamiento entre los chivos introducidos y
los residentes son poco claras, ya que en cada uno de ellos se observaron

cambios en distintos indicadores de estrés.

Los chivos introducidos realizaron mayor cantidad de interacciones agonistas

gue los residentes durante todo el experimento.
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