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RESUMEN

En los sistemas de produccién ovina se realizan practicas de manejo que generan
estrés y que pueden afectar el bienestar animal. La respuesta de estrés puede estar
influenciada por la progesterona (P4), ya que algunos de sus metabolitos tienen
efectos ansioliticos. Los objetivos de la tesis fueron determinar si la caida de P4
influye sobre: 1) la respuesta al test de aislamiento social, Open Field Test (OFT),
mediante el andlisis de las respuestas comportamentales, fisiologicas y
hematoldgicas indicadoras de estrés, 2) la frecuencia de los comportamientos
espontaneos. Para ello se utilizaron 40 borregas Ideal nuliparas de 1 afio de edad, de
las cuales 20 fueron utilizadas en el experimento 1 (respuesta al estrés de
aislamiento social luego de la caida de P4), y 20 en el experimento 2 (determinacion
de la frecuencia de comportamientos espontaneos durante y luego de la caida de
P4). A 10 animales de cada experimento se les colocé un CIDR conteniendo 0,3 g de
P4 (grupos P1y P2) durante 13 dias. Las 10 borregas de cada grupo control (C1y C2)
no recibieron tratamiento. El experimento 1 consistié en someter al grupo P1 (24 h
luego de retirado el CIDR) y al grupo C1, al OFT, aislando al animal durante 10
minutos. Se analizaron los comportamientos a partir de filmaciones, se registraron
las frecuencias cardiaca (FC) y respiratoria (FR), temperatura rectal y superficial, y se
obtuvieron muestras de sangre midiendo el cortisol y la glucemia, antes y después
del OFT. En el experimento 2, se realizaron observaciones tipo scan, cada 10
minutos, 3 h en la mafiana y 3 h en la tarde, durante tres periodos experimentales:
1) 2 y 1 dia antes de colocar los CIDRs a las borregas el grupo P2, 2) los dias 10, 11y
12 del tratamiento con CIDR, y 3) dos dias luego de la retirada de los mismos a las
borregas P2 y C2. Se registraron los comportamientos espontaneos (parados,
echados, caminando, pastando o rumiando). En el experimento 1 las borregas P1
tendieron a tener mayores niveles maximos de cortisol (7,6%0,5 ng/dl) y mayor
concentracidn sérica luego del test. La glucemia antes del OFT fue mas alta en el
grupo P1 (47,4119 pg/dl) que en C1 (42,2+1,7 pg/dl) y al finalizar el muestreo la
glucemia del de P1 (54,915,4 ug/dl) tendié a ser mas alta que C1 (45,9+4,6 pg/dl).
Las borregas P1 alcanzaron la FR maxima (60,8t11 mpm) antes que C1, y al salir del
OFT la FR también fue mayor en P1. No hubieron diferencias entre los grupos en la
FC y los comportamientos. En el experimento 2, P2 presenté mayor frecuencia de
observaciones caminando y menor frecuencia paradas en comparacion a C2.
Finalmente se concluyé que la respuesta al test de aislamiento social fue mayor
luego de la caida de P4, demostrando una mayor respuesta de estrés. Ademas, la
disminucioén brusca de P4 generé cambios en los comportamientos espontaneos
reflejando mayor ansiedad.
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In sheep production systems, most of management practice creates stress which c&n
affect animal wellbeing. The stress response can be influenced by progesterone (P4),
as some of its metabolites possess anxiolytic effects. The aim of this study was to
determine whether the abrupt decline of P4 influences: 1) the response to the Open
Field Test (OFT), including behavioral parameters, endocrine and hematological
indicators of stress; and 2) the frequency of spontaneous behaviors. To fulfill the
targets, 40 nulliparous ewes ldeal age of 1 year were used, of which 20 were for in
experiment 1 (isolation stress response after the decline of P4) and 20 for
experiment 2 (determination of the frequency of spontaneous behavior during and
after the decline of P4). In each experiment 10 animals were fitted with a CIDR
containing 0.3 g of P4 (P1 and P2 groups) during 13 days. The 10 ewes of the control
groups (C1 and C2) did not receive any treatment. Experiment 1 consisted of
subjecting the group P1 (24h after removal of the CIDR) and the group C1, to the
OFT, where they were isolated for 10 minutes. Behaviors were recorded during the
test and were analyzed parameters such as heart rate (FC), breathing (FR),
temperature, analysis of blood samples (cortisol, glucose) before and after the OFT.
In experiment 2 an observation of spontaneous behavior was made every 10
minutes, 3 h in the morning and 3 h in the afternoon, in three experimental periods:
1) 2 and 1 day before placing CIDR to group P2, 2) on days 10, 11 and 12 of
treatment with CIDR, and 3) two days after the withdrawal of the CIDR to groups C2
and P2. In experiment 1, P1 tended to have higher cortisol levels (7,620,5 ng/dl) and
higher maximum serum concentration after the test. Blood glucose before the OFT
was higher in group P1 (47,4+1,9 ug/dl), and at the end of sampling P1 (54,945,4
pg/dl) blood glucose tended to be higher than C1 (45,9%4,6 ug/dl). Ewes on P1
reached the maximum FR (60,8t11 mpm) before C1, and at the end of the OFT the
FR was also higher in P1. There were no differences in the register of FC and
behavior between groups. In experiment 2, the results showed that the P2 group
demonstrated greater 'walking' behavior and less 'standing' behavior in comparison
with C2. Finally it was concluded that the abrupt decline of P4 generates greater
stress response to isolation, explained by higher basal levels of cortisol and glucose
and that it generate changes in spontaneous behavior that reflected anxiety.
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1- Introduccion general

En los sistemas de produccion ovina se realizan diversas practicas de manejo (como
la sefialada, castracién, vacunaciones, mezcla de diferentes grupos sociales y
transporte) que generan estrés (ver revision Burdick et al., 2010). Los niveles altos de
estrés estan relacionados con un bienestar animal pobre (Moberg, 2000). El
bienestar puede ser definido como la capacidad del animal de adaptarse al medio
ambiente (Broom, 1986); y se caracteriza por controlar mediante la respuesta de
estrés los efectos de los estimulos estresores, permitiendo una mejor adaptacion del
individuo a su ambiente (Moberg, 2000). Por este motivo se torna util desarrollar
herramientas que logren disminuir el estrés al que son sometidos los animales,
mejorando asi su bienestar, y probablemente los resultados productivos (Lynch et
al., 1992).

Existe una amplia variedad de estimulos estresores, tanto intrinsecos como
extrinsecos al animal, que pueden generar diferentes grados de respuesta de estrés.
La magnitud de esta respuesta puede ser modulada por factores intrinsecos del
animal, como es el caso de la progesterona (P4). Se ha reportado que algunos de los
metabolitos de la P4 actuan mitigando la respuesta de estrés (ver revisiones:
Barbaccia et al., 1998; Smith, 2007). En este sentido, Vierin y Bouissou (2001)
encontraron una menor respuesta de estrés al test de aislamiento social, Open Field
Test (OFT) en ovejas gestantes que en ovejas vacias. Ademas, altos niveles de P4
tienen efectos inhibitorios sobre el comportamiento agresivo (hamsters: Fraile, et
al., 1986), y acttia como ansiolitico e hipnético (humanos: Vincens et al., 1989). Por
lo mismo, la disminucién brusca de P4 implica la desaparicion aguda de ese
mecanismo inhibitorio, lo que se ha demostrado que incide en el aumento en los
comportamientos que acompafian a la ansiedad (ratas: Gallo y Smith, 1993).

La P4 es una hormona secretada por el cuerpo lateo (CL), siendo necesaria para que
se desarrolle la prefiez. Ademds del CL, también es secretada por la unidad
fetoplacentaria (Ungerfeld, 2002), el sistema nervioso periférico, las génadas,
glandulas adrenales, y por neuronas y células de la glia (Baulieu 1980, 1991 citado
por Frye et al., 2011). Algunos de sus metabolitos ejercen un efecto inhibitorio en el
sistema nervioso central (SNC), ya que los mismos ejercen efectos anestésicos (Mok
et al., 1993; Camacho et al., 1995). Normalmente, las concentraciones de esta
hormona varian a lo largo del ciclo estral, siendo méaximas en la fase luteal y minimas
en la fase folicular (Ungerfeld, 2002). Por lo tanto, las fluctuaciones naturales de P4
durante el ciclo estral, o las generadas por tratamientos hormonales, pueden
determinar diferencias en las repuestas de estrés. En funcion de esto, se planted
estudiar si la disminucién de la concentracion de P4 genera cambios en los patrones
comportamentales, asi como una mayor sensibilidad en la respuesta de estrés de las
borregas.

Para mejor entendimiento de los objetivos, en la revisién bibliografica seran tratados
los siguientes temas: ciclo estral y secrecién de P4; lutedlisis y concentracion de P4;



dispositivo intravaginal liberador de P4 (CIDR); influencias comportamentales de la
P4; repuesta de estrés; y test de aislamiento social (OFT).
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2- Revision bibliografica
2.1- Ciclo estral y secrecién de P4

La oveja es una especie poliéstrica estacional, lo que significa que tiene ciclos
estrales sucesivos durante una estacién del afio, estacion reproductiva, en la que se
producen los apareamientos; esta estacién puede durar, dependiendo de la raza, de
3 a 10 meses (Lees, 1969 citado por Noakes et al., 2001). El principal estimulo para
que comience la estacion reproductiva es la disminucion de la cantidad de horas de
luz durante el dia (Lees, 1969 citado por Noakes et al., 2001). La duracion del ciclo
estral es de 17 dias, siendo la fase folicular de aproximadamente 4 dias y la fase
luteal de 12-13 dias (Ungerfeld, 2002). La fase folicular incluye todo el crecimiento
folicular, hasta su desarrollo final (foliculo preovulatorio), finalizando con la
ovulacién (Ungerfeld, 2002) (Figura 1). Las células del foliculo comienzan a crecery a
dividirse durante el periodo de desarrollo folicular para convertirse en células de la
granulosa. También existen unas células fusiformes que se organizan alrededor de la
membrana basal del mismo que se denominan células de la teca (Stabenfeldt y
Edquist, 1999). A partir de la ovulacién ocurren cambios en el foliculo: la granulosa
pierde la capacidad de secretar estrégenos (E2) y empieza a liberar P4 (Hansel y
Fortune, 1978 citado por Ungerfeld 2002). La fase luteal se inicia con la formacidén
del CL por el estimulo de la hormona luteinizante (LH) (Stabenfeldt y Edquist, 1999).
La luteinizacion se caracteriza por un aumento de tamafio de las células de la
granulosa: en el principio, a medida qué el CL se desarrolla aumenta la cantidad de
P4 secretada (Ungerfeld, 2002). El CL esta formado basicamente por 2 tipos de
células diferentes: las grandes (derivadas de las células de la granulosa), y las
pequeidias (derivadas de las células de la teca), ambas secretoras de P4, siendo las
grandes la responsable de la mayor secrecion (Ungerfeld, 2002).

2.2- Lutedlisis y concentracién de P4

La lutedlisis es la muerte de las células luteales, lo que determina la disminucion de
las concentraciones sanguineas de P4 (dia 13-14 del ciclo estral) (Ungerfeld, 2002).
La principal hormona luteolitica es la prostaglandina F2 alfa (PGF2a), producida por
el endometrio luego de que hubiera recibido un impacto previo de P4 durante
determinada cantidad de dias. El aumento de los E2 secretados por un foliculo en
desarrollo sensibiliza al endometrio a secretar PGF2a al estimular la sintesis de
receptores de oxitocina en el mismo, siendo esta la principal hormona estimuladora
de la secrecion de PGF2a (Ungerfeld, 2002). La P4 secretada por el CL ejerce una
retroalimentacion negativa sobre la frecuencia de los pulsos de GnRH, inhibiendo la
pulsatilidad de la LH, por lo tanto la secrecién de E2, e indirectamente, hasta la fase
luteal tardia, la de PGF2a (Ungerfeld, 2002). La lutedlisis se desencadena por la
retroalimentacion positiva entre oxitocina luteal y PGF2a endometrial (Ungerfeld,
2002). Dicha retroalimentacién al principio de la fase luteal se encuentra inhibida por
la presencia de la P4, y el primer estimulo para que comience este proceso es la
secrecion de oxitocina hipofisaria (Ungerfeld, 2002). La figura 1 representa
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equematicamente las variaciones de las diferentes hormonas a lo largo del ciclo
estral.

OVULACION

ﬂ

Days of cycle

Figura 1: Representacion esquematica del patron de progesterona (Prog), LH,
estradiol (E2) y de la secrecién de PGF2a (F2a), y de la secuencia de relaciones que
determina la sincronizacién de los eventos mas importantes durante el ciclo estral en
ovinos (Modificada de Goodman e Inskeep, 2006).

2.3- Dispositivo intravaginal liberador de P4 (CIDR)

El CIDR es un dispositivo intravaginal de elastémero de silicona impregnado con 0,3 g
de P4, utilizado principalmente para sincronizar los celos de las ovejas(Wheaton et
al., 1993). Luego de la insercidon de un CIDR la concentracién sérica de P4 aumenta
rapidamente, alcanzando un pico el primer dia (ver figura 2). A partir de este
momento la concentracién de P4 decrece paulatinamente (Vilarifio et al., 2010). Las
concentraciones de P4 séricas alcanzadas son similares a las registrados en una fase
luteal. Como se menciono anteriormente, en ovejas ciclicas la concentraciéon de P4
disminuye rapidamente luego del comienzo de la lutedlisis. Del mismo modo, luego
de la retirada de un CIDR utilizado por 14 dias en ovejas ovariectomizadas, se
observa una caida brusca en la concentracion sérica de P4, similar a la observada en
la lutedlisis, llegando a niveles basales a las 24 h (Vilarifio et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2: Concentracion sérica de progesterona (media £ SD) inducida por DICO ® o
CIDR-G ® durante un tratamiento de 14 dias en ovejas ciclando (Tomado de Vilarifio
etal., 2010).

2.4- Influencias comportamentales de la P4

Los metabolitos de la P4 con grupo 3a-hydroxy en su estructura molecular, son
considerados neuroesteroides que actuan como moduladores alostéricos positivos
en el receptor GABA, generando efectos ansioliticos, sedativos, anestésicos y
anticonvulsivantes (humano: Andréen et al., 2009; bovino: Hawkinson et al., 1994;
ovino: Crossley et al., 2000; 2003; rata: Bitran et al., 1991; 1993; ratén: Wieland et
al., 1991; conejillo de Indias: Landgren, 1991). Considerando que inmediatamente de
la lutedlisis o de la retirada de un CIDR se produce una disminucién en la
concentracion sérica de P4, podrian generarse cambios comportamentales
relacionados a la ansiedad. Existen algunos trabajos que relacionan la caida de P4
con el aumento de la ansiedad en roedores (meriones: Starkey y Bridges, 2010;
ratas: Gallo y Smith, 1993; Léfgren et al., 2006 y 2009).

En ovejas ciclando, la caida de P4 es seguida de un aumento de los E2, y por tanto
del comportamiento de celo (Ungerfeld, 2002). El comportamiento de celo,
enmascara posibles efectos generados de por si por la caida de la P4. En cambio, en
el ultimo ciclo estral antes del anestro, la caida de P4 no es seguida de un aumento
de E2 tan intenso como los de una fase folicular de un ciclo estral normal. Una
alternativa para evitar la superposicion de la caida de P4 con el aumento de E2, es
utilizar animales en anestro a los que se les administre P4.
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2.5- Respuesta de estrés
2.5.1- Concepto de estrés

Cannon (1939, citado por Kunert 2007), propuso que la estabilidad del medio interno
de un organismo multicelular, a la que llamé homeostasis, se logra por medio de un
sistema de procesos fisiolégicos coordinados que se oponen a los cambios; la
homeostasis comprenderia la resistencia a las perturbaciones tanto internas como
externas al organismo (Kunert, 2007).

El termino estrés se refiere al efecto de estimulos adversos que perturban
gravemente la homeostasis (Gdmez y Escobar, 2006). Los estimulos adversos son
denominados estresores y la reaccidon por parte del animal, respuesta de estrés
(Carlson, 1998). Seyle (1974, citado por Kunert, 2007) planted que no todos los tipos
de estrés son perjudiciales, por lo que propuso los termino eustrés y distrés. Estos
términos ayudan a diferenciar entre una respuesta sin amenaza a la integridad fisica
del animal, la que le permite adaptarse al medio (eustrés), de una respuesta al estrés
que produzca cambios deletéreos en su estado biolégico (distrés) (Moberg, 2000).

Los animales han evolucionado hacia mecanismos intrinsecos para lidiar con el estrés
de corto tiempo (agudo) que minimizan el costo biolégico (Rushen, 2000). Este tipo
de estrés, leve, breve y controlable, podria incluso considerarse como un estimulo
positivo para el crecimiento, desarrollo emocional e intelectual, ya que no dura lo
suficiente como para causar daiio a los tejidos vitales (Broom y Kirkden, 2004).

De modo contrario, las situaciones de estrés prolongadas (crdnicas) pueden
transformarse en una amenaza a la homeostasis (Moberg, 2000). Aunque los efectos
de corto plazo de las hormonas secretadas durante la respuesta de estrés son
esenciales, sus efectos a largo plazo resultan dafiinos para el organismo; estos
efectos incluyen el aumento de la presion sanguinea, dafios al tejido muscular,
infertilidad, inhibicion del crecimiento, inhibicion de la respuesta antiinflamatoria e
inhibicion de la respuesta inmunoldgica (Carlson 1998).

2.5.2- Respuesta fisioldgica de estrés

Segun Seyle (1950, citado por Nelson, 2000) la respuesta a un estresor implica 3
pasos: la reaccion de alarma, la resistencia, y la fase exhaustiva (sindrome general de
adaptacion). El primer paso se caracteriza por una estimulacién generalizada del
sistema nervioso simpatico (SNS) y del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (HHA). En
la fase de resistencia, el organismo selecciona los canales mas efectivos y
econémicos de defensa (Kunert, 2007). Si el factor generador de estrés se mantiene
en el tiempo, o supera la capacidad del organismo para defenderse, comienza la fase
exhaustiva, en la que se agotan los recursos y aparecen signos de “gasto y desgaste”
o de dafio sistémico (Seyle, 1974 citado por Kunert, 2007).
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La respuesta biolégica que se desencadena una vez que el SNC percibe el estresor,
incluye la integracion compleja de cuatro respuestas generales de defensa: la de los
sistemas nervioso autonomo (SNA), enddcrino, inmune y la respuesta
comportamental (Moberg, 2000; Gomez y Escobar, 2006). Estas respuestas
generales se basan en la comunicacion a lo largo de las vias neuronales entre corteza
cerebral, sistema limbico, talamo, hipotalamo, hipéfisis y sistema reticular activador
(SRA) (Kunert, 2007). La corteza cerebral participa en la vigilancia, cognicion y
atenciéon enfocada. El sistema limbico es el responsable de los componentes
emocionales, como excitacién y miedo (Kunert, 2007). El talamo funciona como
centro de transferencia y es importante en la recepcion, ordenamiento y distribucién
de las aferencias sensitivas. El hipotalamo coordina las respuestas del SNA y secreta
el factor liberador de corticotrofina (CRH) el cual estimula a la hipdfisis a liberar la
hormona adenocorticotropina (ACTH) (Sapolsky, 2002). Por otra parte el SRA genera
una tensién musculoequelética debido a su influencia en los circuitos reflejos que
controlan el tono muscular (Kunert, 2007).

Las respuestas auténomas y enddcrinas que acompaiian al estrés generan efectos
catabdlicos (Carlson, 1998): se estimula la rama simpatica del SNA, lo que determina
que se secrete adrenalina, noradrenalina y hormonas esteroideas (cortisol,
aldosterona y testosterona) por parte de las glandulas adrenales (Carlson, 1998).
Esta manifestacion del SNA, por medio del SNS, fue utilizada por Cannon (1929) para
explicar el principio de la respuesta de “lucha o huida” durante la respuesta de
estrés (Moberg, 2000). La adrenalina estimula la glucolisis y la lipdlisis (Nelson y Cox,
2009), promueve el uso de glucosa en los musculos estriados, ademds de actuar en
asociacion con la noradrenalina haciendo aumentar el flujo sanguineo en los
musculos estriados a partir de un aumento en la frecuencia cardiaca (Carlson, 1998).

Uno de los factores enddcrinos fundamentales en la respuesta de estrés es la
secrecion de glucocorticoides como el cortisol por parte de la glandula adrenal al ser
estimulada por la ACTH. El cortisol, actia simultdineamente como mediador e
inhibidor de la respuesta de estrés, de forma evitar la activacion excesiva (Kunert,
2007).

2.5.3- Cambios fisiolégicos durante la respuesta de estrés

Como se menciond anteriormente, luego de una situacién de estrés hay un aumento
de cortisol, el que participa en la mantencién de los niveles de glucemia ya que
estimula la gluconeogénesis, la degradacion endégena de proteinas y la lipdlisis
(Nelson y Cox, 2009). Ademds, este corticosteroide refuerza el efecto de las
catecolaminas sobre el sistema cardiovascular, contribuyendo con el aumento de la
frecuencia cardiaca y flujo sanguineo en los musculos estriados (Kunert, 2007).
También se mencionaron los efectos perjudiciales de este corticosterdide para el
organismo entre los que se encuentra la inhibicidn de la actividad osteoblastica, de
la hematopoyesis, de la sintesis de proteinas y coldgeno, asi como también la
disminucién de la respuesta inmunitaria ya que los sistemas neuroendocrino e
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inmune comparten vias de sefiales comunes y las hormonas pueden alterar la
funcidn de las células de cada sistema (Falaschi et al., 1994 citado por Kunert, 2007).

Pierzchala et al., (1985) y Niezgoda et al, (1987) encontraron que la glucemia
aumenta durante la respuesta de estrés (Apple et al., 1993), aunque el aumento es
minimo con episodios de estrés repetidos (Niezgoda et al., 1987 citado por Apple et
al., 1993). Ademas de la glucosa, la insulina y el lactato en borregas también
aumentan en animales sometidos a un estimulo estresor (Apple et al., 1995).
Durante la respuesta de estrés, el aumento de la actividad simpatica genera un
aumento de la vigilancia, la cognicion y la atencion focalizada; un aumento de las
frecuencias cardiacas y respiratorias, la dilatacion de las pupilas, ademas de
hiposalivacién y la disminucién de la actividad gastrointestinal (Kunert, 2007).

En resumen, los mecanismos del animal para responder a un estresor generan
activacién de algunos sistemas que posibilitan un aumento del flujo sanguineo, de la
energia y de oxigeno, e inhiben otros como la reduccién en los procesos de
digestion, crecimiento, inmunidad y reproduccion (Nelson, 2000). Existe un aumento
de la vigilancia y del funcionamiento cognitivo que permite el procesamiento rapido
de la informacion y la obtencién de una soluciéon apropiada para la situacion
amenazante, llevando al animal a decidir entre luchar o huir (Kunert, 2007).

2.5.4- Indicadores de estrés

Los animales responden a un estimulo estresante con cambios comportamentales,
fisiolégicos y hormonales. Dentro de los cambios comportamentales se pueden
considerar diferentes indicadores como ser el nivel de actividad, la postura,
vocalizaciones, agresividad y el consumo de alimento (Squires, 2003). Los cambios
fisiologicos incluyen un aumento en el numero de eliminaciones (miccién y
defecaciéon) (Romeyer y Bouissou, 1992; Bouissou y Vandenheede, 1995), un
aumento de la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y la presién sanguinea en
caso de que se trate de un estimulo agudo (Squires, 2003). Los cambios hormonales
incluyen la actividad del eje HHA, lo que se evidencia por un aumento en los niveles
de ACTH y del cortisol sanguineo (Squires, 2003).

Uno de los métodos mas utilizados para medir la respuesta de estrés es la coleccion
de sangre por venopuncion para medir los niveles sanguineos de cortisol (Mostl y
Palme, 2002). Una desventaja en utilizar este método es que al ser una técnica
invasiva, la misma colecta de sangre genera cierto estrés que puede interferir con los
resultados (Mostl y Palme, 2002).

2.6- Test de aislamiento social: Open Field Test

El OFT fue desarrollado originalmente para evaluar la respuesta de miedo en ratones
(Hall, 1936 citado por Rushen, 2000). Este test también puede ser utilizado en
rumiantes con el objetivo de determinar las respuestas al estrés de aislamiento
social (Kilgour, 1975 citado por Rushen, 2000). Algunos trabajos utilizaron la oveja
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como modelo experimental (Ferreira et al., 1992; Roemeyer y Boissou 1992\
Bouissou y Vandenheede 1995; Bouissou et al., 1996; Pedernera-Romano et al.,
2010), ya que al ser una especie de habito gregario el aislamiento social es un fuertqq
estresor (Lynch, et al., 1992). El OFT es una prueba que ya fue utilizada con éxito
para estudiar los efectos de la P4 (Heinsbroek et al., 1988 y Lofgren et al., 2006 y
2009).

El OFT consiste en someter al animal a un estrés de aislamiento social, lo que genera
una respuesta aguda de estrés (Forkman et al., 2007). Se introduce al animal
individualmente en un drea desconocida (encerrada por paredes, con espacio para
su locomocién, y con el piso marcado con cuadrantes), aislada de cualquier otro
animal por un determinado tiempo (varia de acuerdo a la especie y objetivo del
estudio), donde pueden registrarse parametros comportamentales que reflejan
miedo (vocalizacion, miccion, defecacion e inmovilizaciones) (Acher, 1973 citado por
Rushen, 2000), exploraciéon (olfateos y lamidos), y locomociéon (numero de
cuadrantes cruzados) (Forkman et al., 2007). Se considera que los animales con
mayores frecuencias de vocalizacion, defecaciéon y menores frecuencias de
comportamientos exploratorios y actividad de locomociéon responden con mayor
nivel de estrés (Moberg et al., 1980).

Ademas de los parametros comportamentales, es posible determinar cambios
enddcrinos y fisiolégicos relacionados a la respuesta de estrés de aislamiento social
(concentracion de cortisol y glucemia, frecuencia cardiaca y respiratoria, y
temperaturas rectal y superficial). Damian (2011) observé un aumento en los valores
de todas esas variables en carneros luego del OFT.
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3- Hipétesis general:

La disminucion brusca de la concentracion de P4 genera cambios comportamentales
(relacionados con la ansiedad) y una mayor respuesta al estrés de aislamiento social
(OFT) en borregas.

4- Objetivo general:

Determinar si la disminucién brusca de la concentraciéon de P4 generada por la
utilizacién y retirada de un CIDR en borregas en anestro, afecta el comportamiento y
la repuesta al OFT.

4.1- Objetivos especificos:
Determinar si la caida de P4 influye sobre:

e La respuesta al OFT, incluyendo los parametros comportamentales,
enddcrinos y hematoldgicos indicadores de estrés.

e Lla frecuencia de los comportamientos: echado, parado, caminando,
pastando, rumiando, tomando agua, frecuencia de miccion y defecacion, y
cambio de posicién (echado/parado).

5- Materiales y Métodos:
5.1- Local de trabajo, animales, manejo y tratamiento

El trabajo fue realizado en la estacion “La Estanzuela” del Instituto Nacional de
Investigacion Agropecuaria (INIA) en Colonia (34° 28'S; 57° 51' O), Uruguay, fuera de
la estacion reproductiva (setiembre-octubre). Fueron utilizadas 40 borregas Ideal
nuliparas de un afio de edad, esquiladas, que fueron adjudicadas a 4 grupos
homogéneos segun el peso (40,3 £ 0,6 kg; media + SEM), condicién corporal (2,11 +
0,03; escala 1-5), espesura de grasa (3,6 £ 0,1 mm), y drea de ojo de bife (12,4 + 0,3
mm). De ellas, 20 fueron utilizadas en el Experimento 1 (OFT) y 20 en el Experimento
2 (Comportamiento).

Los animales permanecieron en cuatro potreros de 50 X 25 m, separados entre si
durante 3 dias anteriores a los experimentos, con agua ad libitum y pradera de
trébol rojo y alfalfa.

A 10 animales de cada experimento se les coloc6é un CIDR (Pfizer, Nueva Zelanda)

conteniendo 0,3 g de P4 (grupos P1y P2) durante 13 dias. A las 10 borregas de cada
grupo control (C1 y C2) no se les realizé ningun tratamiento.
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5.2- Experimento 1: OFT
5.2.1- Procedimientos experimentales del OFT

Cuatro dias antes del OFT los grupos P1y C1 fueron llevados a dos corrales (con agua
y heno de alfalfa), separados y ubicados en las proximidades de donde fue realizado
el OFT, a fin de evitar el cambio brusco de ambiente previo al test. Ambos grupos
fueron sometidos al OFT 24 h luego del retiro de los CIDRs de grupo P1.

El test consistié en aislar a las borregas en forma individual, durante 10 minutos, en
un area novedosa (con piso de 3,4 X 3,5 m, dividido en 16 cuadrantes de 85 cm, con
paredes blancas de 1,55 m de altura). Durante el test no permanecié ninguna
persona a menos de 20 m y se registraron las actividades de los animales mediante
dos camaras de video (Sony, DCR-SR85, China) ubicadas en diferentes angulos. Los
tests se realizaron en dos mafianas (8:00-13:00h), intercalando cada dia 5 borregas
de cada grupo. Luego de realizado el test las borregas fueron alojadas en otro corral
en el que siempre hubo animales de la misma majada.

5.2.2- Comportamientos

A partir de los videos, se registro el nimero de olfateos, inmovilizaciones, intentos
de escape, vocalizacién y eliminacion. Ademas se determiné el tiempo a la primera
vocalizacion, defecacidon y miccion, el numero de lineas divisorias cruzadas y el
tiempo que permanecié en los cuadrantes de la periferia.

5.2.3- Obtencién de muestras sanguineas

Todas las muestras fueran colectadas por venopuncion yugular. La primer muestra
fue colectada 5 minutos antes del OFT (tiempo -5), seguida de la segunda muestra,
que fue colectada luego del OFT (tiempo cero) y a los 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 min
del OFT. En todos los tiempos las muestras colectadas fueron colocadas en tubos sin
anticoagulante. En los tiempos -5, 0, 30, 60 y 120, también se colocé sangre en un
tubo con anticoagulantes (fluoruro de sodio).

Las muestras fueron inmediatamente centrifugadas por 10 min a una velocidad de
4000 rpm, y se separd el suero o el plasma, los que fueron almacenados a -20°C
hasta las respectivas mediciones.

5.2.4- Cortisol

Los niveles de cortisol sérico fueron determinados en el Laboratorio de Técnicas
Nucleares de la Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay). La
determinacion de cortisol se realizé utilizando un kit comercial de fase sélida (TKPG,
Count-A-Count, Siemens, Los Angeles, CA, EEUU). La sensibilidad analitica del ensayo
fue 0,65 nmol/L. El coeficiente de variacion intraensayo para el control medio (5
nmol/L) fue de 12%.
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5.2.5- Mediciones hematolégicas

En las muestras de plasma extraidas de los tubos con fluoruro de sodio se determiné
la glucemia (método de glucosa oxidasa/peroxidasa).

5.2.6- Frecuencia cardiaca (FC)

La FC fue registrada de forma continua con un polar (Transmisor codificado Polar
Equine T54H con un monitor RS400), que fue colocado en el tiempo -5 y retirado 15
minutos después del test. Se utilizé el software Polar Pro Trainer 5, determinandose
la FC antes del OFT, maxima al OFT, luego del OFT y el tiempo para volver a la FC
antes del test.

5.2.7- Temperatura y Frecuencia respiratoria (FR)

La temperatura rectal fue medida con un termémetro digital, y las temperaturas
superficiales fueran medidas con un termémetro laser (IR-102 Infrared
Thermometer, Super Elec. Equip. Co, China) en las zonas cardiaca, pared abdominal
y perineo, a los -5, 0, 10, 20, 30, 45 y 60 min. La FR fue registrada por contaje de los
movimientos toracicos durante 30 segundos y duplicados para obtener la variable
“movimientos por minuto” (mpm), a los -5, 0, 10, 20, 30, 45 y 60 min.

5.3- Experimento 2: Comportamiento espontianeo

Los dos grupos de borregas C2 y P2, fueron mantenidos en potreros diferentes de 50
X 45 m, ubicados uno al lado de otro, accediendo a la misma pastura, y con libre
acceso a bebederos. Los potreros fueron cambiados fuera de los periodos de
observaciones y registros comportamentales de acuerdo a las necesidades de la
pastura. Las observaciones y registros comportamentales fueron realizadas en tres
periodos experimentales: 1) 2 y 1 dia antes de colocar los CIDRs a las borregas del
grupo P2, 2) los dias 10, 11 y 12 del tratamiento con CIDR, y 3) dos dias luego de la
retirada de los mismos.

Se realizaron observaciones tipo scan, cada 10 minutos, en la mafiana (8:00-11:00 h)
y en la tarde (15:30-18:30h), registrando cada vez que los animales estaban parados,
echados, caminando, pastando o rumiando. En los periodos 2 y 3, se realizd
observacion focal del grupo, simultdneamente a los scans, registrandose el nimero
de veces en que el animal cambia de posicién (echado/parado), toma agua, orina y
defeca.

5.4- Anilisis estadistico
5.4.1- Experimento 1

Las variables que se midieron en forma repetida en el tiempo (FR, temperatura,
cortisol y variables hematoldgicas) fueron comparadas por un ANOVA para
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mediciones repetidas. Los valores de concentracion de cortisol fueron transformados
por log (x + 1) para normalizar los residuos previos al andlisis. Las variables
comportamentales registradas durante el OFT y los parametros analizados de la FC,
presentaron distribucion normal y fueron comparadas con un test de t. Las
probabilidades menores 0,05 son consideradas diferencias estadisticas, las
probabilidades menores a 0,10 son consideradas tendencias, mientras aquellas
robabilidades mayores a 0,05 no son consideradas como diferencias significativas.

5.4.2- Experimento 2

Se calculé el porcentaje de observaciones diarias en que cada animal realizé cada
comportamiento (parado, echado, caminando, pastando y rumiando). Para el
periodo 1 (previo a la colocacion de los CIDRs) se calculd el valor medio de los 2 dias
para cada animal, para luego comparar los valores de los 2 grupos experimentales
con un test de t. Para los datos obtenidos durante el periodo sin CIDR y con CIDR se
consideré el valor medio de los diferentes dias, y este se incluyé en un ANOVA para
mediciones repetidas junto a los datos de los 2 dias luego del retiro del CIDR. Los
registros de las observaciones focales no presentaron distribuciéon normal, por lo que
fueron comparados por test de U de Mann-Whitney.

6- Resultados
6.1- Experimento 1: OFT
6.1.1- Comportamientos

Los grupos P1 y C1 no presentaron diferencias en ninguno de los comportamientos
registrados durante el OFT (Tabla 1).
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Tabla 1. Efectos de la caida de progesterona sobre el comportamiento de borregas
en anestro durante un test de aislamiento social (OFT) (media £ SEM). Las borregas
C1 no recibieron ningun tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas con un CIDR
conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24 h antes del

test.

Actividades C1 P1

N¢ total de cruces 53,4+4,4 56,3 +6,7
Ne de cruces de la periferia 41,1+2,7 36,8+4,1
N2 de Olfateos 23,1+3,6 209+3,0
Ne de Intentos de escape 24122 02+0,1
N2 de Inmovilizaciones 32,1+25 319+4,3
N¢ de Eliminaciones 0,4+0,2 0,7+0,1
Ne de Balidos 31,7+7,6 27,4+6,6
Tiempo en la periferia (seg) 473,3+32,4 433,31+ 36,9
Tiempo a la primera eliminacion 414,5+ 81,8 255,7 + 87,6
(seg)

Tiempo al primero balido (seg) 198,2 £ 75,2 151,6 £ 75,6

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento.

6.1.2- Frecuencia cardiaca

Los grupos P1 y C1 no presentaron diferencias significativas en la FC antes del OFT,
FC maxima durante el OFT, FC luego del OFT, ni en el tiempo para volver a la FC

observada antes del test (Tabla 2).
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Tabla 2. Efectos de la caida de progesterona sobre la frecuencia cat!dialca
(latidos/min) de borregas durante un test de aislamiento social (OFT) (media + SEM).
Las borregas C1 no recibieron ningiin tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas\
con un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24f
h antes del test.

Frecuencia Cardiaca (o P1

Antes del OFT 120,0+9,7 116,8+5,4
Maéxima en el OFT 226,4+2,2 222,7+3,4
Luego del OFT 202,8 + 28,9 203,7+7,2

Tiempo para volver a la FC antes del OFT 1.187,1+105,3 1.072,0 £ 103,6
(seg)

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento; OFT: Open Field Test; FC=frecuencia
cardiaca.

6.1.3- Frecuencia respiratoria

Para los registros de FR, hubo efecto del tiempo (P<0,01) y una tendencia para la
interaccion grupo x tiempo (P=0,08), pero no hubo efecto de grupo. La FR es
presentada en la Figura 3. Los parametros analizados de la FR son presentados en la
Tabla 3. Las borregas P1 alcanzaron a la FR mdxima antes que el C1 (P<0,0001), y al
salir del OFT la FR del grupo P1 tendio a ser mayor que ladel C1(53,2+6,1vs41,2 ¢
1,9; P=0,07).
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Frecuenciarespiratoria (mpm)

35

Tiempo (min)

Figura 3. Frecuencia respiratoria. Los simbolos corresponden a: A: grupo
tratamiento; . grupo control. Las borregas de grupo tratamiento utilizaron un CIDR
conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24 h antes del
test. La linea punteada representa el tiempo de salida del Open Field Test. AOFT:
tiempo antes de entrar al test; DOFT: tiempo de salida del test. Diferentes letras
indican diferencias en el tiempo. # indica una tendencia para ser haber diferencias
entre los grupos P=0,09.

Tabla 3. Efectos de la caida de progesterona sobre la frecuencia respiratoria
(movimientos/min) de borregas durante un test de aislamiento social (OFT) (media
SEM). Las borregas C1 no recibieron ningtn tratamiento; las borregas P1 fueron
tratadas con un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue
retirado 24 h antes del test.

Frecuencia respiratoria Cl P1 P

FR maxima 56,2+6,4 56,4+7,8 ns
Tiempo para llegar a FR maxima (mim) 35,0+6,6 1,0+1,0 P<0,0001

Variacién de FR OFT 6014 14,4+5,3 ns

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento; OFT: Open Field Test; ns: diferencia no
significativa.

6.1.4- Temperatura superficial y rectal
Hubo un efecto del tiempo (P<0,01) para las temperaturas superficiales de la zona

cardiaca y perineal y para la temperatura rectal, no siendo asi para la temperatura
superficial del abdomen izquierdo (Tabla 4). No hubo efectos de grupo ni interaccién
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para ninguna temperatura. Las temperaturas son presentadas en la Figura 4. Los
parametros analizados de las temperaturas son presentadas en la Tabla 5.

El grupo C1 presento la temperatura superficial maxima en el abdomen izquierdo
mayor que el grupo P1 (P=0,02), ademas alcanzé la temperatura rectal maxima antes
que el grupo tratamiento (P=0,02).

Tabla 4. Efectos de la caida de progesterona sobre la temperatura superficial y rectal
(°C) de borregas durante un test de aislamiento social (OFT) (media + SEM). Se
muestra el efecto del tiempo sobre los diferentes registros. Las borregas C1 no
recibieron ningin tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas con un CIDR
conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24 h antes del
test.

Variables Cc1 P1 Tiempo
TS Cardiaca (°C) 346+04 341104 0,01
TS Abdominal (°C) 36,1+0,5 353+0,5 ns
TS Perineal (°C) 358+0,4 356+04 0,0009
T Rectal (°C) 39,810,1 39,6+0,1 <0,0001

C1l: grupo control; P1: grupo tratamiento; TS: temperatura superficial; T:
temperatura; ns: diferencia no significativa.
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Figura 4. (a) Temperatura superficial del abdomen izquierdo, (b) temperatura
superficial del perineo (c) temperatura superficial de la zona cardiaca, (d)
temperatura rectal. Los simbolos correspanden a: A grupo tratamiento; B grupo
control. Las ovejas del grupo control no recibieron ningun tratamiento; las ovejas de
grupo tratamiento utilizaron un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13
dias, que fue retirado 24 h antes del test. La linea punteada representa el tiempo de
salida del Open Field Test. AOFT: tiempo antes de entrar al test; DOFT: tiempo de
salida del test. Diferentes letras indican diferencias en el tiempo.
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Tabla 5. Efectos de la caida de progesterona sobre la temperatura superficial vy
rectal (°C) de borregas durante un test de aislamiento social (OFT) (media + SEM).
Las borregas C1 no recibieron ningun tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas
con un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24

h antes del test.

Variable C1 P1 P
Temperatura rectal
T. maxima (2C) 40,1+0,1 40,0+0,1 ns
Tiempo T. maxima (min) 6,027 22,5+5,7 0,017
Variacion T OFT 0,68 +£0,07 0,58 £0,07 ns
Temperatura cardiaca
T. méxima (2C) 37,0+0,3 36,0+0,5 ns
Tiempo T. méaxima (min) 10,5+4,6 13,0+£7,0 ns
Variacion T OFT 0,25+1,2 0,37+0,64 ns
Temperatura abdomen
T. maxima (2C) 388+0,3 379+0,3 0,02
Tiempo T. maxima (min) 13,5+6,0 22071 ns
Variacion T OFT 21+1,1 -04+1,1 ns
Temperatura perineo
T. maxima (2C) 37,7+0,3% 37,2+0,9 ns
Tiempo T. max (min) 26,0+6,9 33,0+6,3 ns
Variaciéon T OFT 1,1+0,8 0,7+0,8 ns

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento; ns: diferencia no significativa; T:
temperatura; OFT: Open Field Test.

6.1.5- Cortisol

La concentracion de cortisol varié en funcién del tiempo (P<0,0001), pero no
hubieron efectos de grupo ni interaccion grupo x tiempo (Figura 5). Las
concentraciones maximas de cortisol tendieron a ser mayores en las borregas P1 que
en las C1 (P=0,059; Tabla 6). La variacién de concentracidon durante el OFT (diferencia
entre concentracion de cortisol después y antes del OFT) también tendi6 a ser mayor
en P1 (P=0,088; Tabla 6).
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Figura 5. Efectos de la caida de progesterona sobre concentracion sérica de cortisol.
Los simbolos corresponden a: A grupo tratamiento; o grupo control. Las borregas de
grupo tratamiento utilizaron un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13
dias, que fue retirado 24 h antes del test. La linea punteada representa el tiempo de
salida del Open Field Test. AOFT: tiempo antes de entrar al test; DOFT: tiempo de
salida del test. Diferentes letras indican diferencias a lo largo del tiempo.

Tabla 6. Efectos de la caida de progesterona sobre la concentracidon de cortisol
(nmol/L) de borregas durante un test de aislamiento social (OFT) (media + sem). Las
borregas C1 no recibieron ningin tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas con
un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24 h
antes del test.
Variable C1 P1 P
Concentraciones de Cortisol

Concentracién maxima (nmol/L) 6,5+0,48 7,610,5 0,059

Tiempo a la concentraciéon maxima (min) 18+8,7 16+2,7 ns

Variacion de la concentracion de cortisol al

OFT 49+03 4,17+0,5 0,088

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento; ns: diferencia no significativa; OFT: Open
Field Test.
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6.1.6- Glucemia

La glucemia varié con el tiempo (P<0,0001), pero no hubo efectos de grupo ni
interaccion grupo x tiempo (Figura 6). C1 presentd su valor de glucemia mas bajo
menor que P1 (P= 0,04). La glucemia antes del OFT fue mas alta en las borregas P1
que en las C1 (P=0,03). Al final del muestreo la glucemia de P1 tendid a ser mas alta
que de C1 (P=0,1). Todos los parametros se presentan en la Tabla 7.
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Figura 6. Efectos de la caida de progesterona sobre la glucemia. Los simbolos
corresponden a: A grupo tratamiento; o grupo control. Las borregas de grupo
tratamiento utilizaron un CIDR conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias,
que fue retirado 24 h antes del test. La linea punteada representa el tiempo de salida
del Open Field Test. AOFT: tiempo antes de entrar al test; DOFT: tiempo de salida del
test. Diferentes letras indican diferencias a lo largo del tiempo.
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Tabla 7. Efectos de la caida de progesterona sobre la glucemia (mg/dL) de borregas
durante un test de aislamiento social (OFT) (media + SEM). Las borregas C1 no
recibieron ningun tratamiento; las borregas P1 fueron tratadas con un CIDR
conteniendo 0,3 g de progesterona durante 13 dias, que fue retirado 24 h antes dek
test.

Variable C1 P1 P
Glucemia

Concentracién maxima (mg/dL) 64,3+1,6 69,6+1,8 ns
Concentraciéon minima (mg/dL) 39,3+0,5 443 +0,7 0,04
Tiempo a la concentracion 36,0+3,1 30,5+24 ns

maxima (min)
Variacién de glucemia 124+11 141+11 ns

Final del muestreo (mg/dL) 46,0+ 0,6 55,0+1,7 0,1

C1: grupo control; P1: grupo tratamiento; ns: diferencia no significativa; OFT: Open
Field Test.

6.2- Experimento 2: Comportamiento espontdneo

Antes del tratamiento con CIDR, los grupos P2 y C2 no presentaron diferencias en
ninguno de los comportamientos (P>0,1). A lo largo del tratamiento, para todas las
frecuencias comportamentales hubo efectos del tiempo (P<0,0008). Las borregas del
grupo P2 caminaron mas que las del grupo C2 (P=0,04) y hubo interaccidon
(tratamiento vs tiempo) para los comportamientos, parada, caminando y pastando
(P<0,04). En la tabla 8 se presentan los efectos registrados para cada
comportamiento a lo largo del experimento. La cantidad de veces que las borregas
defecaron, orinaron, y tomaron agua no fue estadisticamente diferente.
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Tabla 8. Efectos de la caida de progesterona sobre las frecuencias (%) de los
patrones comportamentales de borregas. Las borregas C2 no recibieron ningun
tratamiento; las borregas P2 fueron tratadas con un CIDR conteniendo 0,3 g de
progesterona durante 12 dias, que fue retirado 15 h antes de los registros
comportamentales de la etapa sin CIDR.

Efectos
Comportamientos c2 P2 Grupo Tiempo Interaccién
Parada 573+19 539%19 ns < 0,0001 0,03
Echada 364+19 380%1,9 ns < 0,0001 ns
Caminando 6,3+0,6 8,1+0,6 0,04 0,0008 0,03
Pastando 53,0+18 531+1,38 ns <0,0001 0,04
Rumiando 49+0,7 52%0,7 ns <0,0001 ns

C2: grupo control; P2: grupo tratamiento; ns: diferencia no significativa. Las
frecuencias de los diferentes comportamientos a lo largo del tratamiento estan
descriptas en la Figura 7.
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Figura 7. (a) Frecuencia (%) del
comportamiento parada, (b) frecuencia
(%) del comportamiento echada, (c)
frecuencia (%) del comportamiento
caminando, (d) frecuencia (%) del
comportamiento  pastoreando,  (e)
frecuencia (%) del comportamiento
rumiando. Los simbolos corresponden
a: A grupo tratamiento P2; grupo
control C2. Las ovejas del grupo C2 no
recibieron ninglin tratamiento; las
ovejas de grupo P2 utilizaron un CIDR
conteniendo 0,3 g de progesterona
durante 12 dias, que fue retirado 15 h
antes de los registros comportamentales
de la etapa sin CIDR. La franja
representa la media de los 3 ultimos
dias en que las ovejas P2 tuvieron el
CIDR. AC: antes de poner los CIDR;
CC: con CIDR; SC: sin CIDR.
Diferentes letras indican diferencias en
el tiempo. * indica diferencias entre los
grupos < 0,05.



7- Discusién

En el presente trabajo se generé informacion que soporta la hipétesis inicial, dado
que la caida de la P4 generd ansiedad y mayor sensibilidad al estrés de aislamiento
social. Esto se reflejé en que las ovejas del grupo P1 sometidas al OFT presentaron
respuestas de cortisol, glucemia y FR mayores, y en las ovejas del grupo P2 la
ansiedad se reflejo principalmente en el cambio de las frecuencia del
comportamiento caminando.

Mas aun, dado que no existen trabajos anteriores en que se estudiara el efecto de la
disminucién de P4 en ovinos, no es claro si el trabajo se hizo en el momento en que
se lograra la maxima respuesta, por lo que podria esperarse que las diferencias
puedan ser aun mayores. Debido a esta falta de antecedentes fue que nos
concentramos en comparar las diferencias generadas entre los grupos tratamiento y
control, asi como también analizar la alteracién en los parametros estudiados
partiendo de valores basales. En la siguiente tabla se representan los valores de los
parametros analizados que fueron tomados como valores basales.

PARAMETRO VALORES BASALES UNIDADES
Frecuencia Cardiaca 70/90 Latidos/minuto
Frecuencia Respiratoria 20/30 Movimientos/minuto
Temperatura 38,5-40 °C

Glucemia 55-95 mg/dl
Cortisol sanguineo 1,2-3,1 ng/dl|

(Ramos y Ferrer, 2007).

Las elevadas concentraciones séricas de glucosa en los animales del grupo P1 con
respecto al grupo C1 previas al OFT, sugieren que los animales del primer grupo
presentaban cierto grado de estrés incluso antes de la realizacion de la prueba. Esto
podria adjudicarse al tratamiento ya que todas las ovejas provenian del mismo
ambiente y se manejaron de igual manera. El cortisol y la glucemia permanecieron
altos luego del OFT, hasta el final del muestreo, lo que indica que la situacion luego
del OFT seguia siendo estresante (continuar con la manipulacién, sangrados y
encierro).

El grupo P1 presentd mayores valores de FR, y C1 los maximos de temperatura rectal
antes que P1, y presenté mayores valores de temperatura abdominal, lo que podria
ser explicado porque parte del calor del organismo se pierde por la via respiratoria
(Bengt y Hallgrimur, 1999). El aumento de la FR influye sobre la disminucién de la
temperatura rectal y superficial del abdomen, dado por un fenémeno de
termorregulacion, lo que podria explicar los resultados encontrados de temperaturas
rectal y superficial del abdomen del grupo P1.

En cuanto a la frecuencia cardiaca, no se observaron diferencias significativas entre
los grupos, pero lo que si se evidencié es que todos los animales tuvieron antes del
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OFT frecuencias cardiacas elevadas. La frecuencia cardiaca puede estar alterada por
varios factores entre ellos el esfuerzo fisico, el miedo y la estimulacién simpatica
(Ramos y Ferrer, 2007). Esto nos podria estar indicando que los animales ya
presentaban cierto estrés antes del ingreso al OFT lo que podria deberse
principalmente a que los animales no parecian estar acostumbrados al manejo con
gente.

La falta de diferencia en los comportamientos podria deberse al hecho de que
considerando los valores registrados, la respuesta pareceria estar maximizada y esto
podria enmascarar diferencias entre los grupos. El nimero de inmovilizaciones que
se obtuvieron en ambos grupos durante el OFT fue mayor en comparacién a otro
trabajo donde también se sometieron ovinos a un OFT durante 10 minutos (Damian,
2011).

Los comportamientos espontaneos que demuestran ansiedad se manifestaron
principalmente en la tarde posterior a la retirada del CIDR (12 a 24 h después),
tiempo durante el cual la P4 alcanza niveles basales. Hubieron mayores frecuencias
en los comportamientos de caminando y menores frecuencias para parada en el
grupo tratamiento, que como se cit6 anteriormente, podrian de alguna manera
incidir en el aumento de ansiedad debido a la caida de P4.
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8- Conclusiones

En sintesis, la respuesta al test de aislamiento social fue mayor luego de la caida de
P4, lo que podria demostrar una mayor respuesta de estrés. Ademds, la disminucién
brusca de P4 generé cambios en los comportamientos espontaneos que podrian
reflejar una mayor ansiedad.
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