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"I give her all my love,
That's all I do

And if you saw my love
You'd love her too,

I love her....

...A love like ours
Could never die

As long as

| have you near me...”

John Lennon y Paul McCartney

Dedico esta Tesis de Maestria a A0 ...

Esta unidad de amor que vive en dos para ser uno.



AGRADECIMIENTOS

A Georgget Banchero por haberme apoyado durante el proceso de formacion de la
Maestria, y por haber permitido que los trabajos de la Tesis se realizaran en INIA La
Estanzuela. Muchas gracias por tus aportes en la redaccion de la Tesis y del articulo.

A Maria Hotzel por aportar con su vision cientifica, la que complemento
ampliamente el resultado final de este trabajo. Por su atencidon continua, sus
respuestas instantaneas por correo. Por haber hecho lo méximo posible para que la
distancia no afectara la calidad de sus contribuciones. Muchas gracias por tus aportes
en la redaccion de la Tesis y del articulo.

A Juan Pablo por su continua disposicion para ayudar, por darme independencia de
trabajo y confianza. Sobre todo por su lado humano, por la amistad y por haber
estado presente apoyandome en el proceso de adaptacion al Uruguay. Muchas
gracias por tus aportes en la redaccion de la Tesis y del articulo.

A Rodolfo Ungerfeld por ensefiarme a hacer ciencia desde que lo conoci, por su
vision amplia al responder una pregunta experimental, por su paciencia en ensefiar,
su dedicacion y apertura a visiones externas. Muchas gracias por tus aportes en la
redaccion de la Tesis y del articulo.

Al tribunal de Tesis: Celia Tasende, Cecilia Scorza y Agustin Orihuela por aportar
con sus visiones complementarias en la evaluacion de la Tesis. A Celia y Cecilia
especialmente por las sugerencias en la redacciéon y encare de la Tesis. A todos
ustedes muchas gracias.

Al Laboratorio de Fisiologia por colaborar de muchas formas en los trabajos de mi
Maestria, y por proporcionar un ambiente de discusién cientifica. Muchas gracias a
Matias Villagran, Florencia Baracochea, Julia Giriboni, Fernando Fumagalli, Lorena
Lacuesta y Milton Pintos.

Al Programa de Posgrados de la Facultad de Veterinaria, por la formacién
proporcionada y por la disponibilidad de cursos que sumaron inmensamente en mi
formacion.

Al tribunal del Proyecto de Tesis: Elsa Garéfalo, Jorge Gil y Annabel Ferreira por los
aportes realizados durante la discusion. A Elsa especialmente por los aportes en
parte del disefio experimental y estructura del proyecto.

A todos que contribuyeron para que estos experimentos pudiesen llevarse a cabo con
compromiso y responsabilidad: Florencia Baracochea, Gabriela Magri, Magdalena
Cassarino, Laura Morena, Marcela Canabal, Sofia, Damian, Alberto, Santuza
Hermes, Patrica Abraham y Josefina Touron.

A los docentes y funcionarios del Area de Bioquimica por compartir un espacio de
trabajo en comun. A Celia especialmente por apoyarme durante todo mi proceso de
formacion, y en todos los sentidos de mi crecimiento personal y profesional, por sus
contribuciones para la defensa del proyecto de Tesis, sobre todo por sus valores
humanos. A Cecilia Lopez y Rafael Souto por la amistad y compafierismo, a Marcelo



Rodriguez-Pifion por el compafierismo y por los aportes en la presentacion del
proyecto y de la Tesis, y a Perla Rubianes por el carifio.

A Area de Bioquimica, y a los Laboratorios de Técnicas Nucleares y de Analisis
Clinicos de Facultad de Veterina, y al Laboratorio de Calidad de Leche de INIA-
Estanzuela, por ayudar en los analisis sanguineos y de la leche.

A la Universidade do Estado de Santa Catarina, por proporcionarme formacion en
Medicina Veterinaria, especialmente a todos los docentes y amigos por el
aprendizaje y apoyo.

A minha familia de sangue, especialmente ao meu pai ¢ & minha mée, que me
ensinaram que o importante na vida é responder um sim a pergunta: Estas feliz? E
que se a resposta € negativa, tens que procurar até encontrar um sim! E que para isso
tens que sentir a vida com amor e emocao. Agradeco também as minhas irmés mais
velhas, Denise e Carina, que sinto a falta todos os dias, que compartilhnaram comigo
muitos momentos lindos, e que sdo minhas referencias de confianca e apoio. Muito
obrigada pai, mae e irmés, por apoiar-me em todas as decisdes importantes de minha
vida, aquelas dadas por dizer sim a pergunta que leva a felicidade.

As minhas eternas amigas Larissa Komatti, Marjory Silva e Marina Ferreira.

A mi familia uruguaya, Clara, Pamela y Mariana, por hacerme sentir querida, y
hacerme sentir a Uruguay como mi primera casa.

Otra vez a Rodolfo Ungerfeld, y especialmente a él, persona que me inspira la poesia
a la hora de agradecer:

El salon esta lleno, todas vestidas de fiesta
Las letras bailan juntas, con pasos alegres, saltan!
Los dedos no logran acertar el teclado...
Cuatro letras se abrazan y bailan...

Parece que siempre anduvieran juntas,

Que ensayaran los pasos de la masica
MROA, MRAO, MORA, ROMA, AMOR!
Qué lindo el salon, que linda la mente. ..

La cancidn para, las letras se unen, se ordenan
La mente sigue en fiesta, esta contenta!
Ahora los dedos pueden escribir:

Muchas gracias mi amor,

Por llenar mi vida con la energia de tu personalidad, por tu apoyo incondicional,
buen humor, compafierismo, inquietud de vivir...

Por ensefiarme lo que es importante en la vida, y a mejorar continuamente.

Por abrir mi mente y corazon, mostrandome que el otro hace parte de un mismo
sistema, que es inseparable.

Muchas gracias por todo eso y por un mucho més inexpresable...

Te amo.



INDICE

Paginas
D LTo [ [or= o] o - VO SRS PPN i
F A L= Vo [T [ 1 1= ] (0L SRS ii
LT o7 0
INAICE 0B FIGUIAS ...ttt vi
INAICE 8 ADIEVIALUIAS ...ttt viii
RESUIMIEBIN ...ttt b bbbt b e e s et et e nbe st e be b e nne e iX
SUIMIMATY «..tiee ettt ettt e st e et e e st e et e et e e seesaeeteeneeabeebeeneesreenreenee e Xi
1 INtroducCiOn. . .covveeeieineiiieieinieieieraresneesnetossscsnsssssosassssssosasssnssimasns 01
1.1. Progesterona y respuesta de eStréS. . .........ovvvirinininiiiiiee e 01
1.1.1. Acciones gendmicas Y N0 geNOMICAS. .........ovirreririeiierietieeaeereenenans 01
1.1.2. Metabolizacion de la progesterona hasta sus metabolitos neuroactivos ........ 01
L B S IS . o e 02
i B B3 (o) (o O 03
1.2.2. Respuesta de @StreS. .. .uiueiitt ittt e e 03
1.2.2.1. Respuesta del sistema SIMPAtICO.............ccoeiiiiiiiiiiie e, 03
1.2.2.2. ReSpuesta NeUrOENAOCTING. .......euieit ettt ettt et et e e ereeaaa 04
1.2.3. INdicadores de EStIS. .. ... ettt 05
1.3. Acciones de la progesterona y de sus metabolitos neuroactivos en la reduccion
de la respuesta de EStréS. .. ..ouuiuiirit e 06
1.4. Suspension del tratamiento con progesterona y respuesta de estrés............... 08
1.5. Modelo experimental: OVINO.........o.ovuiiriiititiitiet it eieaaneannns 09
1.5.1. Ciclo estral y ciclicidad: aspectos generales.............cccooeviiiiiiiiiininn.n. 09
1.5.1.1. Fase luteal: secrecidn y concentracion de progesterona sérica................. 09
1.5.1.2. Final de la fase luteal: lutedlisis y disminucion de la concentracion de
PrOGESTEIONA SEIICA. ...\ttt ettt et et et e et et e e e e e e 10
1.5.1.3. Fisiologia del anestro: anestro estacional, posparto y lactacional............. 11
1.6. Administracion de progesterona: dispositivo intravaginal CIDR y concentracion
dE PrOgEStEIONA SEIICA. ...\ 't ettt ettt e e e e 11
1.7. Desafios @Str@SaANTES. .. uueenet ettt ettt et e e et e e e et e e e e e e s 13
R R D 1o £t 13
1.7.2. Test de aislamiento social.............oooiiiii i e, 14
2. HipOtesis y ODbJetivo GENErales ... 15
2.1 HIPOESIS general. ... ....oouiuiiii i e 15
2.2. ODJELIVO GENETAL ... 15
3. Estrategia EXPerimental....cccceieeiieiieieiiiieeieiniiniieceecnrsnseacessescnsonsnsons 16
3.1 Estrategia general. ..o 16
3.2 EXPErIMENtO L., ..ottt e 16
3.2.1. Estudio 1: Efectos del tratamiento con progesterona sobre las respuestas
comportamentales y fisioldgicas indicadoras de estrés al destete en ovejas .......... 17



3.2.2. Estudio 2: Efectos del tratamiento con progesterona sobre la produccion y

COMPOSICION de 16ChE BN OVEJAS. ... ..ovine it 17
3.3. Experimento 2: Efectos de la suspension del tratamiento con progesterona sobre
la respuesta de estrés al test de aislamiento social en ovejas..........................e 17
4. Introduccion, objetivos, resultados y discusion experimental.................... 18
4.1. Experimento 1: Efectodel tratamiento con progesterona sobre las respuestas
comportamentales y fisiologicas indicadoras de estrés al destete en ovejas .......... 18
o I g1 oo [ oo [ o 18
4.1.2. HipOtesis SPeCifiCas. .. ...o.ovinii i 19
4.1.3. Objetivos eSPECITICOS. .....ov i, 19
4.1.4. Metodologia general.............coooiiiiiii 19
4.1.4.1. Estudio 1: Efectos del tratamiento con progesterona sobre las respuestas
comportamentales y fisiologicas indicadoras de estrés al destete en ovejas........... 19
4.1.4.2. Estudio 2: Efectos del tratamiento con progesterona sobre la produccion y
compOoSiCiON de 16Che BN OVEJAS ........ovviriiie e 21
4.1.5. Analisis EStadiStiCO.........ouiiieiii e 22
4.1.6. RESUIAAODS. . ... .eee e 22
4161 ESTUAIO L. ottt 22
4.1.6.2. ESTUAIO 2. . eeeeni e 28
o R B 1 [T ][0  F R 29
4.2. Experimento 2: suspensién del tratamiento con progesterona en borregas y
respuesta de estres al test de aislamiento social.................coooiiiii . 31
A4.2.0. INtrOAUCCION. ...ttt e e e aas 31
4.2.2. HIpOtesis SPeCifiCa........ovirii i 31
4.2.3. Objetivo eSPeCiTiCO. ... ..ovir i, 31
4.2.4. MEtOUOIOGIA. . ... 31
4.2.5. ANAliSiS €StadiStiCO. . .....iiitie it 34
4.2.6. RESUIAAODS. ...\ v e 34
A.2.7. DISCUSION. ..ottt ettt 40
5. DiSCUSION GENEIal.....ccieeneeneiniieeneeneenteeceeeneensencescssensensescnsensensescnncns 42
6. CoNClUSIONES GENEIAIES. . iuviuiniieiniiieiniiiieiiiiieriiiiernreetesarersasaiesesans 44
FA =] o] ToTo | =1 i - PP 45
B ANIEXOS. . ettt 57



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Metabolizacion de la progesterona hasta las pregnanolonas.................. 02
Figura 2. Activacion del Sistema Nervioso Simpatico y algunas de sus respuestas..04
Figura 3. Respuesta Neuroendocrina de estrés .............coovviiiiiiiniiiiieiniiniii 05

Figura 4. Mecanismos planteados a través de los que la P4 mitiga la respuesta de
L (1S PP 08

Figura 5. Concentracion sérica de progesterona en ciclo estral ovino.................. 10

Figura 6. Concentracion sérica de progesterona en ovejas ovarectomizadas antes,
durante y después del tratamiento con CIDR por 14 dias...............cceeiiinninnnne, 12

Figura 7. Concentracién de progesterona en siete ovejas tratadas con progesterona
AUrante 32 Ias......vieiii e 22

Figura 8. Peso corporal de corderos durante el tratamiento de sus madres con
progesterona por 29 dias 0 de madres no tratadas..................ooeiiiiiiiea, 23

Figura 9. Frecuencia de registros en que se observd cada oveja parada, echada y
caminando antes y después del destete de ovejas tratadas con progesterona durante
32 dias y de 0vejas no tratadas............oviiiriiitii e 24

Figura 10. Frecuencia de registros en que se observé cada oveja pastando y
rumiando antes y después del destete de ovejas tratadas con progesterona durante 32
dias y de ovejas N0 tratadas. .........oveeeeieieiiet e 25

Figura 11. Frecuencia de registros en que se observé cada oveja costeando y
vocalizando antes y después del destete de ovejas tratadas con progesterona durante
32 diasy de ovejas no tratadas. ...........o.euiiiiiii e 26

Figura 12. Concentraciones de proteinas séricas totales, albumina y globulinas antes
y después del destete de ovejas tratadas con progesterona durante 32 dias y de ovejas

Jilo R 21 7:Ts - D 27

Figura 13. Produccidn y composicién de leche en ovejas tratadas con progesterona
durante 16 dias y en ovejas no tratadas.............oeeveiiniiiiiiiiiiiiiie e 28

Figura 14: Representacion esquematica del coral en que se realizd el test de
AISIAMIBNTO SOCIAL. ... .ot 32

Figura 15. Esquema de muestreo realizado: tiempos de determinacion de
progesterona, glucemia y cortisol en relacion al test de aislamiento social............ 34

Vi



Figura 16. Perfil de concentracion de progesterona serica de las 5 borregas durante el
tratamiento  con  progesterona 'y luego de la  suspension  del

Figura 17. Frecuencia respiratoria en borregas antes y luego del test de aislamiento
social. Diez borregas fueron tratadas con progesterona, la que fue suspendida 24 h
antes del test; diez borregas no recibieron tratamiento.......................ocoeeunn.n 36

Figura 18. Temperaturas del perineo; abdomen; cardiaca; y rectal antes y luego del
test de aislamiento social. Se trataran 10 borregas con progesterona, la que fue
suspendida 24 h antes del test; diez borregas no recibieron
ErATAMIENTO. .. e 37

Figura 19. Concentracion de progesterona sérica en borregas antes y luego del test de
aislamiento social. Diez borregas fueron tratadas con progesterona, la que fue
suspendida 24 h antes del test; diez borregas no recibieron tratamiento............... 38

Figura 20. Concentracion de cortisol sérico en borregas antes y luego del test de
aislamiento social. Diez borregas fueron tratadas con progesterona, la que fue
suspendida 24 h antes del test; diez borregas no recibieron tratamiento............... 39

Figura 21. Glucemia en borregas antes y luego del test de aislamiento social. Diez

borregas fueron tratadas con progesterona, la que fue suspendida 24 h antes del test;
diez no reCibIeron tratamiento. . ... ......ouvuiieieiiit e 39

vii



INDICE DE ABREVIATURAS

ACTH: hormona adrenocorticotrofina

AVP: argenina vasopresina

CIDR: controlled internal drug releasing

CL.: cuerpo llteo

CRH: hormona liberadora corticotrofina

DHP: dihidroprogesterona

E1E1-C: grupo control del experimento I, estudio I
E1E1-P4: grupo tratamiento del experimento I, estudio |
E1E2-C: grupo control del experimento I, estudio Il
E1E2-P4: grupo tratamiento del experimento I, estudio 11
E2- SP4C: grupo control del experimento |1
E2-SP4: grupo tratamiento del experimento Il

E2: estrogenos

FC: frecuencia cardiaca

FR: frecuencia respiratoria

GABAA: acido y- aminobutiricoa

GnRH: hormona liberadora de gonodotrofinas
HHA: eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal

HSD: hidroxiesteroide dihidrogenasas

INIA: Instituto de investigacion agropecuaria

LH: hormona luteinizante

P4: progesterona

PGF2a: prostaglandina F2a

SNAS: sistema nervioso autbnomo simpatico

SNC: sistema nervioso central

TAS: test de aislamiento social

THP: tetrahidroprogesterone

IST: isolation stress test

viii



RESUMEN

En roedores se ha demostrado que metabolitos de la progesterona (P4) con
grupo 3o-hydroxy reducen la respuesta de estrés o ansiedad, mientras que la
suspension de tratamientos con P4 la aumenta. En ovinos el destete abrupto puede
provocar una respuesta de estrés en la madre y en la cria. Ademas, los ovinos son
altamente gregarios, por lo que el test de aislamiento social (TAS o test de open-
field) genera una marcada respuesta de estrés. Los objetivos de esta Tesis fueron
determinar si el tratamiento con niveles luteales de P4 reduce la respuesta de estrés al
destete, y si la suspension del tratamiento con P4 aumenta la respuesta de estrés al
TAS en ovejas. Para ello se realizaron 2 experimentos. En el primero se determind si
el tratamiento con niveles luteales de P4 reduce la respuesta de estrés al destete en
ovejas en anestro. Dado que no podemos descartar un posible efecto de la P4 sobre el
desarrollo de los corderos a través de posibles diferencias en la produccién de leche
entre los grupos, un objetivo complementario fue realizado para determinar si el
tratamiento con P4 afecta la produccion y composicion de la leche las ovejas, y el
peso de sus corderos. Se realizaron 2 estudios; en el Estudio 1, 7 ovejas fueron
tratadas con dispositivos liberadores de P4 (CIDR, 0,3 g de progesterona) durante 32
dias (grupo E1E1-P4), y ocho ovejas quedaron sin tratamiento (grupo E1E1-C). Se
registré el peso de los corderos durante el tratamiento con P4. Se destetaron los
corderos a los 59 dias posparto (Dia: 0), y se registraron los principales
comportamientos antes y después del destete realizando registros cada 10 min. Se
determinaron las proteinas totales, albimina y globulinas séricas de las ovejas antes y
después del destete. En el Estudio 2, se determind la produccién y composicién de
leche en dos grupos, uno de 6 ovejas tratadas con P4 durante 16 dias (grupo E1E2-
P4) y otro de 5 ovejas sin tratamiento (grupo E1E2-C). El peso de los corderos
aumentd con el tiempo (P=0,001) de igual manera en ambos grupos. El porcentaje de
observaciones en que cada oveja costed en el Dia 0 fue mayor en el grupo E1E1-C
que en el grupo E1E1-P4 (P=0,0007). De manera similar, el porcentaje de
observaciones en que cada oveja vocalizo en el Dia 0 fue mayor en el grupo E1E1-C
que en el grupo E1E1-P4 (P=0,04). El porcentaje de observaciones en que las ovejas
E1E1-P4 fueron registradas echadas no cambi6 del Dia 0 al Dia 1, sin embargo
aumentd en las ovejas ELE1-C. La concentracion de proteinas totales no cambi6 en
las ovejas E1E1-P4 del Dia 0 al Dia 3, y disminuy0 en las ovejas ELE1-C (P=0,04).
La concentracion de globulinas fue mayor en las ovejas ELE1-P4 en el Dia 3 que las
ovejas E1E1-C (P=0,0008). En el Estudio 2, no hubo diferencias entre grupos en la
produccion y composicion de leche. El objetivo del Experimento 2 fue determinar si
la suspension del tratamiento con P4 aumenta la respuesta de estrés al TAS en ovejas
en anestro. Se utilizaron 20 borregas, 10 tratadas con CIDRs durante 13 dias (grupo
E2-SP4), y las otras 10 sin tratamiento (grupo E2- SP4C). El grupo E2-SPAC fue
sometido al TAS a las 24 h del retiro de los CIDRs. Las borregas fueron aisladas
individualmente durante 10 minutos en un area novedosa, y se registraron las
actividades de los animales mediante dos camaras de video. Se obtuvieron muestras
de sangre por venopuncién yugular antes y después del TAS, y se determiné la
concentracion de cortisol, la glucemia y la concentracion de P4. Se registraron las
frecuencias cardiaca (FC) y respiratoria (FR), y las temperaturas superficiales y
rectal. A partir de los videos, se registraron los comportamientos durante el TAS. Las
borregas E2-SP4 tendieron a aumentar méas la concentracion de cortisol al TAS que
las borregas E2- SP4AC (P= 0,07), y a tener una mayor area bajo la curva que las
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borregas E2- SP4C (P= 0,08). No hubo diferencias entre los grupos en la variacion
de la glucemia y P4, ni en la FC, FR, temperaturas y comportamientos registrados.
En conclusidn, el tratamiento con P4 redujo la respuesta de estrés al destete en ovejas
en anestro, y encontramos indicios de que la disminucion de la concentracion de P4
genera una mayor respuesta de estrés al TAS en borregas en anestro.



SUMMARY

Has been reported in rodents that the metabolites containing 3a-hydroxyl
group generates by progesterone (P4) treatments, may reduces the stress response
and anxiety, while P4 withdrawal may increase these responses. Abrupt weaning
may provoke stress response in the ewe and the lamb. On the other hand, sheep are
gregarious thus isolation from the flock provokes a stress response. The aim of the
Thesis was to determine if administration of luteal levels of P4 reduces the stress
response of ewes to abrupt weaning of the lambs, and P4 withdrawal increases the
stress response to isolation in hogget. Thus, we performed 2 experiments. In the
Experiment 1 the aim was to determine if P4 administration reduces the behavioural
and physiological responses of ewes to abrupt weaning of the lambs. However, we
could not discard a possible effect of P4 on lamb development through ewes’ milk
production, so our complementary aim was to determine if P4 treatment affects milk
yield and composition of ewes, and the body weight of their lambs. In Experiment 1,
we performed two trials, in Trial 1, seven ewes received a P4 treatment during 32
days (group E1E1-P4), and eight ewes remained as an untreated control (group
E1E1-C). Body weight of the lambs was recorded during P4 treatment. Lambs were
weaned at 59 days (Day: 0). The main behaviours of the ewes before and after
weaning were recorded using 10 min scan sampling. The ewes’ serum total protein,
albumin and globulin concentrations were measured before and after weaning the
lambs. In Trial 2, milk yield and composition were determined in two different
groups of six ewes treated with P4 (group E1E2-P4) during 16 days and five
untreated controls (group E1E2-C). Body weight of lambs increased with time
(P=0.001) in both groups, and did not differ. The percentage of observations in
which the ewes were observed pacing on Day 0 was greater in ELE1-C group than
E1E1-P4 group (P=0.0007). Similarly, the percentage of observations in which the
ewes were recorded vocalizing on Day 0 was greater in ELE1-C group than E1E1-P4
group (P=0.04). The percentage of observations in which E1E1-C ewes were
recorded lying did not change from Day 0 to Day 1, however it increased in ELE1-P4
ewes. Total serum protein concentration did not change in E1E1-P4 ewes from Day 0
to Day 3, and there was a decrease in ELE1-C ewes (P=0.04). Serum globulin
concentration was greater in ELIE1-P4 ewes on Day 3 than E1E1-C ewes (P=0.0008).
In Trial 2, there were no differences between groups in milk yield and composition.
In the Experiment 2, the aim was to determine if P4 withdrawal increases the stress
response to isolation in anestrous ewes. We used 20 hogget, being 10 were treated
with CIDRs (group E2-P4) during 13 days (group E2-SP4), and 10 hogget remained
as an untreated control (grup E2-SP4C). The E2-SP4 group was submitted to
isolation stress test (IST) 24 h after P4 withdrawal. The hogget were individually
isolated in a novel place during 10 min. We recorded the activities of the animals by
two cameras. Hogget were bled via jugular venipuncture before and after IST, and
we measured cortisol, glycaemia, and P4 concentration. We recorded heart rate (HR),
respiration rate (RR), and superficial and rectal temperature. From the videos we
recorded the behaviours during IST. The E2-SP4 hogget tended to presented greater
variation in cortisol concentration after isolation stress than E2-SP4C hoggets
(P=0.07), and to presented greater area under curve than E2-SP4C hoggets (P=0.08).
There were not differences between groups in the glycaemia and P4 concentration,
HR, RR, temperatures and behaviours recorded. In conclusion, P4 administration
reduces the stress response of ewe to abrupt weaning of the lambs, and we found
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evidence that P4 withdrawal increase stress response to isolation in anestrous
hoggets.
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Hasta el momento esta Tesis ha generado un articulo cientifico:
Freitas-de-Melo A, Banchero G, Hoétzel MJ, Damian JP, Ungerfeld R. Progesterone

administration reduces the behavioural and physiological responses of ewes to abrupt
weaning of the lambs. Aceptado el 11 de marzo de 2013 en Animal. (Anexo 1).

Xiii



1. INTRODUCCION

1.1. Progesterona y respuesta de estrés

En roedores se ha demostrado que metabolitos de la progesterona (P4) con
grupo 3o-hydroxy, llamados de metabolitos neuroactivos (allopregnanolona y
pregnanolona), reducen la respuesta de estrés o ansiedad, mientras que la suspension
de tratamientos con P4 la aumenta. La mayoria de los trabajos que determinaron los
efectos del tratamiento con P4 (revision: Barbaccia et al. 1998; ratones: Reddy et al.
2005; Ducharme et al. 2010; ratas: Heinsbroek et al. 1988; Bitran et al. 1993; Gomez
et al. 2002) o de la suspension del mismo (ratas: Gallo & Smith, 1993; Lofgren et al.
2006; 2009; meriones: Starkey & Bridges, 2010) sobre la respuesta de estrés o
ansiedad, fueron realizados en roedores, no existiendo hasta la fecha trabajos en
rumiantes que lo hayan estudiado in vivo. Si bien Viérin & Bouissou (2001)
determinaron que las ovejas gestantes, caracterizadas por presentar altas
concentraciones de P4, tienen menor respuesta de estrés al test de aislamiento social
(TAS) que las ovejas vacias, los resultados no permitieron adjudicarle dicho efecto a
la P4. Orihuela et al. (2002) no encontraron diferencia en la respuesta del estrés del
transporte entre ovejas en diestro y ovejas proestro, aunque en este caso tampoco se
aisla el efecto de la P4. Por ultimo, Magri et al. (2013) determind el efecto de un
tratamiento con P4 y de la suspension del mismo sobre la reactividad del animal,
pero no evaluaron la respuesta de estrés. Por lo tanto, los mecanismos por los cuales
la P4 o0 sus metabolitos reducen la respuesta de estrés continGan bajo estudio.

1.1.1. Acciones genémicas y no genémicas

Las P4 actla via mecanismos gendémicos a partir de la union a receptores
intracelulares induciendo cambios en la expresion de los genes, lo que estimula o
inhibe la transcripcion génica y la sintesis de proteinas, y genera la respuesta celular
(Schumacher et al. 1999); este mecanismo es de respuesta lenta, pudiendo demorar
desde minutos hasta dias (McEwen, 1991; Rupprecht et al. 1996; Losel et al. 2003).
En contraste, la P4 y sus metabolitos neuroactivos actian de forma no genomica a
partir de la union a receptores ionotropicos en el sisteman nervioso central (SNC),
estos receptores son miembros de la superfamilia de canales i6nicos que regulan la
neurotransmision rapida; promoviendo cambios inmediatos en el orden de los
milisegundos a segundos (Lambert et al. 2009; King, 2012). Por lo tanto, la P4 puede
actuar en la reduccion de la respuesta de estrés tanto a través de mecanismos
gendémicos cdmo no gendmicos.

1.1.2. Metabolizacion de la progesterona hasta sus metabolitos neuroactivos

Los principales mecanismos determinados por los cuales la P4 reduce la
respuesta de estrés, o la disminucion brusca de P4 genera efectos ansiogénicos son
explicados a partir de los metabolitos neuroactivos de la P4. Por ello, es importante
describir de manera sucinta el proceso de metabolizacion de la P4 hasta estos
metabolitos neuroactivos, porque influyen en la respuesta de estrés.

La metabolizacion de la P4 hasta sus metabolitos neuroactivos se lleva a cabo
en dos tipos de reacciones (Figura 1): (I) reduccion del anillo A, a través de las

1



enzimas So y P redutasas, generando como productos 5a o 5B pregnanediona
[también llamadas de 5o o 5B dihidroprogesterona (DHP)]; (I1) los productos de la
primera reaccion son reducidos reversiblemente por la 3a y 3B-hidroxiesteroide
dihidrogenasas (3o y 3p HSD), formando los isémeros pregananolonas (Wood &
Gower, 2010), siendo los neuroactivos aquellos con grupo 3a-hydroxy, la
allopregnanolona y pregnanolona. La metabolizacion de la P4 hasta sus metabolitos
neuroactivos ocurre principalmente en el higado (Pluchino et al, 2009), pero también
puede ocurrir en los rifiones, en los pulmones (Piccinato, 2008) y en el cerebro
(Compagnone & Mellon, 2000).
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c . 3 i
5o pregnanediona 3B pregnanediona

(5¢DHP) (SBDHP)

Allopregnanolona Isoallopregnanolona Isopregnanolona Pregnanolona
(e3e-THF) (3p5e-THP) (3p5p-THP) (3e56-THP)

Figura 1. Metabolizacion de la progesterona hasta las pregnanolonas (Adaptado de
Compagnone & Mellon, 2000). Flechas simples y dobles representan reacciones
irreversibles y reversibles respectivamente. DHP: dihidroprogesterona; HSD:
hidroxiesteroide dihidrogenasas; THP: tetrahidroprogesterone.

1.2. Estrés

El primero en introducir el concepto de estrés en la literatura cientifica fue
Selye, definiendo el estrés como una respuesta no especifica del organismo a un
estimulo dafiino (Pacéak et al. 1998; Koolhaas et al. 2011). Por otro lado, Cannon
(1929) defini6 como homeostasis los procesos fisioldgicos coordinados que
mantienen constante el estado del organismo. A diferencia de Selye, Cannon nunca
utilizo el término estres, y destacO que las respuestas que se desencadenan para
mantener la homeostasis sirven para que el animal responda a través del sistema de
emergencia de “lucha o huida” (Pacdk & Palkovits, 2001). En este sentido, Sapolsky
(2004) define estrés como “un estado de desbalance homeostatico”.

Por otro lado, el estrés también involucra aspectos cognitivos y perceptivos.
Weiss (1972) plante6 que las respuestas del organismo a los estimulos que
desequilibran la homeostasis varian de acuerdo al grado en que estos estimulos
puedan ser predichos y controlados. Busch & Hayward (2009) afirman que el estrés
es dependiente de la percepcion individual, y que permite focalizar la energia para
enfrentarse a un estimulo de corto plazo que desequilibra la homeostasis. Por otro
lado, si este estimulo es de largo plazo reduce la inversion en cortejo, defensa

2



territorial, reproduccion, crecimiento y/o en el sistema inmune. En este contexto
general, el estrés considera aspectos perceptivos y cognitivos en asociacion a las
respuestas fisioldgicas y comportamentales (Koolhaas et al. 2011) a la hora de
responder a estimulos que amenazan a la homeostasis.

1.2.1. Estresores

El termino estresor es un neologismo de Selye (1974) para definir el agente
capaz de desencadenar la respuesta de estrés. Un estresor puede ser clasificado de
acuerdo a su naturaleza en cuatro categorias: 1) fisicos (por ejemplo, frio, calor,
radiacion intensa, ruido y vibracién); 2) sicoldgicos (afectan el proceso emocional,
resultando en ansiedad, miedo o frustracion); 3) sociales (por ejemplo, agresion y
dominancia, aislamiento del grupo e interaccion aversiva con el humano); y 4)
metabolicos (por ejemplo, ejercicio fisico, hemorragia, hipoglucemia) (Pacak &
Palkovits, 2001). Ademas, los estresores pueden variar en intensidad y tiempo de
duracion, pudiendo ser agudos (exposicion de corta duracién) o cronicos (exposicion
prolongada en el tiempo) (Pacak & Palkovits, 2001). El tipo de estresor condiciona la
magnitud y/o tipo de respuesta de estrés (aguda o crénica) (Griffen, 1989), por lo
que es relevante identificar el estresor cuando se estudia la respuesta de estrés.

1.2.2. Respuesta de estrés

Cuando un individuo percibe un estresor ocurre la activacion simultanea de
dos respuestas: la del sistema nervioso autonomo simpatico (SNAS), y la
neuroendocrina. La del sistema simpatico es la mas rapida, o sea, la que produce
efectos casi inmediatamente (en segundos a minutos) de expuesto al estresor. Sin
embargo, en comparacién con la respuesta del SNAS, la respuesta neuroendocrina
presenta efectos mas sostenidos en el tiempo (minutos a horas), y juntas producen
cambios fisioldgicos y comportamentales (Johnson et al. 1992) que ayudan al
organismo a adaptarse y responder al estresor. La magnitud de estas respuestas puede
depender de factores como raza, edad, sexo (Griffin, 1989), balance energético,
experiencia previa, temperamento y percepcion del estresor por parte del individuo
(McEwen & Wingfield, 2003; Early et al. 2010).

1.2.2.1. Respuesta del sistema simpatico

A partir de una accion nerviosa directa, cuando el SNAS es estimulado se
liberan los neurotransmisores adrenalina y noradrenalina en el espacio sinaptico de
neuronas pos-ganglionares, también llamadas de sinapsis adrenérgicas. La adrenalina
y noradrenalina se unen a los tipos de receptores pos-sinapticos Bi1, B2 y o
estimulando o inhibiendo la actividad de los 6rganos en los que se expresan. La
adrenalina y noradrenalina, también Ilamadas de catecolaminas, son liberadas al
torrente sanguineo a partir de las neuronas pos-ganglionares presentes en la medula
adrenal de las glandulas adrenales. La circulacién de las catecolaminas en el torrente
sanguineo complementa la accion nerviosa directa, actuando de manera mas amplia y
prolongada en los érganos blancos. De manera general, los efectos generados por las
catecolamintas son: aumento de la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR), de la
temperatura y de la glucogendlisis, midriasis, vasodilatacion de la musculatura
esquelética y vasoconstriccion periférica (Moberg, 2000; White & Porth, 2000;
(Cunningham, 2008) (Figura 2). También, se producen cambios comportamentales a
través de la activacion de zonas del SNC como el hipocampo, la amigdala y el
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hipotdlamo, lo que aumenta el estado de alerta, vigilancia y excitacion, e inhibe
zonas cognitivas del cortex (Sabban, 2010). Todos estos cambios contribuyen para
que el animal pueda responder a través del sistema de emergencia de “lucha o huida”
propuesto por Cannon (Pacak & Palkovits, 2001).

Sistema Nervioso
Auténomo Simpatico

JAN

Epinefrina, Norepinefrina

Neuronas pos

ganglionares
-

Sinapsis Epi/Norepinefrina
adrenérgica™ P b

Receptores

Torrente sanguineo

Cantidad de energiadisponible

Frecuenciacardiaca

Frecuenciarespiratoria
Temperatura

*Vasodilatacion del muasculo esquelético.

*\asoconstriccion periférica

Figura 2. Activacion del sistema nervioso autdbnomo simpatico y algunas de sus
respuestas (adaptado de Cunningham, 2008).

1.2.2.2. Respuesta neuroendocrina

La respuesta neuroendocrina comienza con la activacion del eje hipotdlamo-
hipofisiario-adrenal (HHA): el hipotdlamo libera la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y argenina vasopresina (AVP), las que estimulan la liberacién
de la hormona adrenocorticotréfica (ACTH) por parte de la adenohipdfisis (Matteri
et al. 2000). La ACTH llega por el torrente sanguineo a la glandula adrenal, se une a
receptores localizados en la corteza, donde estimula la secrecion y liberacion de
glucocorticoides, siendo los principales el cortisol y la corticosterona (Johnson et al.
1992; Engelmann et al. 2004) (Figura 3). Los glucocorticoides estimulan la
gluconeogénesis, la lipolisis y el catabolismo de las proteinas, elevando la glucemia
y proporcionando energia para que el organismo pueda responder al estresor
(Kudielka & Kirschbaum, 2007). Ademas, los glucocorticoides aumentan la
perfusion cerebral, la utilizacion de glucosa, la presion arterial y el rendimiento
cardiaco (Sapolsky et al. 2000). Los glucocorticoides también pueden provorar
linfopenia y neutrofilia, y un cambio neto de leucofilia (Griffen, 1989), generando
una mayor susceptibilidad a enfermedades a partir de la reduccion de la inmunidad
humoral  (Griffen, 1989). Los glucocorticoides  promueven  cambios
comportamentales como la reduccion de la expresion del comportamiento sexual, asi
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como del apetito (Sapolsk et al. 2000; Maniam & Morris, 2012). Todos estos
cambios fisioldgicos y comportamentales finalizan con la inactivacion del eje HHA a
través de una retroalimentacion negativa, donde los glucocorticoides inhiben la
secrecion de CRH, AVP y ACTH (Matteri et al. 2000).
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Figura 3. Respuesta  Neuroendocrina de estrés. ACTH: hormona
adrenocorticotrofica; AVP: argenina vasopresina; CRH: hormona liberadora
corticotropina. Flechas continuas: estimulacion; flechas discontinuas: inhibicién
(Adaptado de Matteri et al. 2000).

1.2.3. Indicadores de estrés

Dado que la respuesta de estrés genera cambios fisiolégicos y
comportamentales, es posible utilizar estos cambios como indicadores para
determinar la presencia o la magnitud de la respuesta de estrés. En ovinos, se ha
utilizado ampliamente el incremento en la concentracion de cortisol como indicador
de la activacion de la respuesta neuroendocrina de estrés. Por ejemplo, se reporté que
existe un aumento de la concentracién de cortisol en ovejas luego del destete (Pérez-
Leodn et al. 2006) o en carneros luego del aislamiento social (Parrott et al. 1987). La
concentracion de glucosa en sangre también se ha utilizado como indicador de estrés,
observandose un aumento de la glucemia en ovejas luego del TAS (Al-Qarawi &
Badreldin, 2005). En ovinos, el aumento en la FC (Von Borrel et al. 2007), FR y
temperatura también son usados para determinar la magnitud o presencia de la
respuesta de estrés. Por ejemplo en ovejas ocurre un aumento de la FC y de la
temperatura después del TAS (da Costa et al. 2004; Pedernera-Romano et al. 2010),
y en carneros se produce un aumento de la FR durante la electroeyaculacion (Damian
y Ungerfeld, 2011). A su vez, los cambios en la concentracion de proteinas séricas,
como proteinas totales, albimina y globulinas, son considerados indicadores de
estrés en rumiantes. Por ejemplo, luego del TAS y restriccion de movimiento ocurre
una disminucién en la concentracion de proteinas totales en corderos (Apple et al.



1993). También en novillos y toros luego del transporte se observa un aumento de las
proteinas totales, albumina y globulinas (Galyean et al. 1981; Early et al. 2011); y en
vacas luego del destete aumenta la concentracion de proteinas totales y disminuyeran
la de albimina (Ungerfeld et al. 2011). Ademas, los cambios en el comportamiento
como el aumento de movimientos, vocalizaciones, miccion y defecacion y la
reduccion del consumo de alimento y rumia (Romeyer & Bouissou, 1992; Bouissou
& Vandenheede, 1995; Cockram et al. 1993) son frecuentemente usados como
indicadores de estrés en ovinos. También, se ha visto que el transporte provoca un
aumento en la concentracion sérica de P4 en ovejas en anestro (Dobson et al. 1999).
En sintesis, utilizar diferentes tipos de indicadores de estrés (Bath, 1998; Mostl &
Palme, 2002) es conveniente, ya que la respuesta de estreés varia de acuerdo a la
especie y tipo de estresor aplicado.

1.3. Acciones de la progesterona y de sus metabolitos neuroactivos en la
reduccion de la respuesta de estrés

La P4 atraviesa facilmente la barrera hematocefalica pudiendo alterar la
excitabilidad neuronal en el SNC al antagonizar receptores de neurotransmisores
serotoninérgicos e inhibir receptores nicotinicos (Valera et al. 1992; Wu et al. 2000),
ademéas de presentar una baja afinidad a los receptores neuronales inhibitorios
GABAA vy glicina (Wu et al. 1990). En este sentido, la P4 promueve efectos
inhibitorios o reduce efectos excitatorios en el SNC. Adicionalmente, a partir de la
P4 se generan metabolitos en sangre, entre ellos la DHP y pregnanolonas (ovejas:
Seamark, 1969; ratas: Corpechot et al. 1993), que también atraviesan la barrera
hematoencefalica (Pluchino et al. 2009). La P4 y/o la DHP también pueden ser
metabolizadas en el cerebro hasta allopregnanolona y pregnanolona (Compagnone &
Mellon, 2000). De esa manera, los metabolitos neuroactivos de la P4 alcanzan
concentraciones elevadas en el cerebro (ratas: Purdy et al. 1991; Paul & Purdy,
1992). Una vez en el SNC, la allopregnanolona y la pregnanolona también pueden
unirse a receptores de neurotransmisores, estimulando receptores de
neurotransmisores inhibitérios, como el acido y- aminobutiricon (GABAA) Yy la
glicina, o inhibiendo receptores de neurotransmisores excitatorios, como de la
nicotina, la serotonina y el N-metil-D-aspartato (Bullock et al. 1997; Jiang et al.
2006; Kaura et al. 2007; Sedlécek et al. 2008). Por lo tanto, la allopregnanolona y la
pregnanolona pueden reducir la excitabilidad neuronal en el SNC a partir de la
interaccidn con receptores de neurotranmisores. En este sentido, la afinidad y efectos
de los metabolitos de la P4 sobre el receptor GABAAa fueron los més estudiados entre
los receptores mencionados (Wang, 2011). La alloapregnanolona y pregnanolona
presentan alta afinidad por el receptor GABAA, receptor inhibitorio encontrado en la
mayoria de las neuronas del SNC de los mamiferos (Olsen & Tobin, 1990),
modulando positivamente de manera alostérica el mismo (Lambert et al. 2009). Esta
accion modula preferencialmente la apertura de canales de CI, lo que resulta en una
hiperpolarizacion de la célula, pudiendo generar efectos ansiolitico, sedativo y/o
analgésico (Akk et al. 2007). En sintesis, la P4 podria reducir la respuesta de estrés,
disminuyendo la percepcion del estresor a través de un efecto ansiolitico.

La accion clasica de la P4 sobre receptores intracelulares podria estar
relacionada a efectos en la reduccién de la respuesta de estrés, pero este mecanismo
todavia no estd bien establecido en la literatura. Algunas evidencias utilizando
ratones knock-out para receptores intracelulares P4 indican que la reduccion de la



respuesta de estrés o de la ansiedad podria no requerir una accion directa de la P4
sobre los receptores P4 aunque en dichos animales se observd una mayor
sensibilidad a la P4 (Reddy et al. 2005). Ademas, Bitran et al. (1995) utilizando ratas
pre-tratadas con antagonista del receptor de P4, no encontraron afectados los efectos
de la P4 en la reduccion de la respuesta de estrés. Sin embargo, otros estudios
realizados en ratas plantean la existencia de este efecto directo de la P4 o de la DHP
sobre los receptores de P4 (Auger & Forbes-Lorman, 2008; Miryala et al. 2011;
Hassell et al. 2011; Uphouse et al. 2013; Uphouse & Hiegel, 2013), ya que los
metabolitos neuroactivos de la P4 no se unen a los receptores de P4 (Smith et al.
1974). En este sentido, la P4 podria estar actuando sobre sus receptores intracelulares
en el cerebro, ya que los mismos se encuentran expresados en zonas del cerebro
como la amigdala y los ndcleos del lecho de la estria terminal (Brinton et al. 2008),
areas relacionadas con la respuesta de estrés, miedo o ansiedad (Walker et al. 2003).
Por lo tanto, la P4 o la DHP podrian actuar directamente en estos receptores
intracelulares reduciendo la respuesta de estrés. Sin embargo, hay que considerar que
en algunos de estos trabajos que especulan con la existencia de una accion directa de
la P4 o DHP, utilizaron como indicador de estrés la frecuencia de lordosis (Miryala
et al. 2011; Hassell et al. 2011; Uphouse et al. 2013; Uphouse & Hiegel, 2013),
comportamiento indicativo de receptividad sexual. En este sentido, es necesario
considerar que los receptores de P4 estdn fuertemente involucrados en la
manifestacion de comportamientos sexuales (Blaustein, 2008).

Por otro lado, la P4 también podria reducir la respuesta de estrés via union a
los receptores de glucocorticoides, ya que presenta afinidad por los mismos (Zhang
et al. 2007), impidiendo o reduciendo la accién de la corticosterona y/o del cortisol.

En estudios in vitro utilizando tejido provenientes del SNC ovino se ha
observado que los metabolitos neuroactivos de la P4 poseen alta afinidad por el
receptor GABAA (Crossley et al. 2000; 2003) lo que sugiere un posible mecanismo
de accidn por el que la P4 genera los efectos ansioliticos en ovinos. Mas adn, en ratas
machos se determind que la allopregananolona reduce la expresion de RNAm de
CRH y AVP, de ACTH y glucocorticoides (Patchev et al. 1994; 1996; Brunton et al.
2009) y consecuentemente la respuesta comportamental indicadora de estrés (Bitran
et al. 1995). A su vez, la AVP tiene accion en el area septal del cerebro, zona
relacionada con la manifestacion de la ansiedad (Caldwell et al. 2008), y dado que la
P4 reduce la expresion de RNAm de AVP podria resultar en una disminucién del
despliegue de comportamientos relacionados con la ansiedad. Por lo tanto, los
efectos generales de estos metabolitos de la P4 son la reduccion de la respuesta
neuroendocrina y comportamental indicadoras de estrés.

En la Figura 4 se propone un posible modelo para explicar los mecanismos
por los que la P4 mitiga la respuesta de estrés
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Figura 4. Mecanismos planteados a través de los que la P4 mitiga la respuesta de
estrés. ACTH: hormona adrenocorticotrofica; AVP: argenina vasopresina; CRH:
hormona liberadora corticotropina; DHP: dihidroprogesterona; GABAAa: acido y-
aminobutiricoa; RP4: receptor de progesterona.

1.4. Suspension del tratamiento con progesteronay respuesta de estrés

Durante el sindrome premenstrual de las mujeres se manifiestan
comportamientos relacionados con la ansiedad, por lo que se han realizado trabajos
tomando como modelo a los roedores para estudiar los efectos de la disminucion
brusca de la P4 (Smith et al. 2007). En este modelo, la aparicion de ansiedad
frecuentemente es explicada en funcion de cambios en los niveles de metabolitos
neuroactivos de la P4. La suspension brusca de los tratamientos cronicos de estos
metabolitos (o via tratamiento con P4), asi como la de otros compuestos capaces de
activar alostericamente el receptor GABAA (benzodiazepinicos, barbituricos y
etanol), se asocian con la aparicién de manifestaciones de ansiedad y en casos
extremos, con convulsiones (McCaslin & Morgan, 1988; Buck et al. 1991). En este
modelo antes mencionado, se utiliza la P4 en lugar de sus metabolitos ya que la P4
atraviesa facilmente la barrera hematoencefalica y puede ser metabolizada en el
cerebro hasta la produccién de sus metabolitos neuroactivos (Karavolas & Hodges,
1991; Compagnone & Mellon, 2000). Por lo tanto, es relativamente mas facil lograr
la disminucion de la concentracion de los metabolitos neuroactivos de la P4 en el
cerebro a partir de la suspension de un tratamiento con P4 que la del tratamiento
directo con sus metabolitos neuroactivos.



Se ha demostrado que el tratamiento crénico con P4 seguido de la suspension
del mismo genera un aumento en la expresion de subunidades o4 y & del receptor
GABA (Sundstrom-Poromaa et al. 2002; Smith et al. 1998), lo que provoca una
reduccion neta de la potencialidad inhibitoria del GABAA en el SNC (Smith et al.
2007). En este sentido, el animal queda mas susceptible a estimulos del medio
(estresores) y por consiguiente la respuesta de estrés podria desencadenarse mas
facilmente o con mayor intensidad.

1.5. Modelo experimental: ovino

Dado que en esta tesis se utiliza como modelo experimental el ovino es
necesario revisar algunos aspectos basicos de su fisiologia reproductiva, centrandose
sobre aquellos vinculados a la secrecién de P4.

1.5.1. Ciclo estral y ciclicidad: aspectos generales

Las ovejas de razas originarias de zonas de latitudes altas son poliéstricas
estacionales. En general, la estacion reproductiva es durante el otofio e invierno y el
periodo de anestro (ausencia de ciclicidad) estacional durante primavera y verano
(Rawlings & Bartlewski, 2007), aunque el periodo exacto y la duracion del anestro
varian de acuerdo a la raza y del lugar donde fue seleccionada. Generalmente ocurre
un periodo de anestro durante el posparto temprano y en el periodo de lactacion
(Arroyo et al. 2009). Durante la estacion reproductiva las ovejas presentan el ciclo
estral con un intervalo entre estros de 14 a 19 dias, pudiendo variar de acuerdo a la
raza y la edad (Goodman & Inskeep, 2006).

El ciclo estral puede ser dividido en dos fases, la folicular y la luteal. La fase
folicular tiene una duracién aproximada de 4 dias, y se caracteriza por el hecho de
que la concentracién sérica de estrogenos (E2) predomina sobre la de P4; la fase
luteal (de duracién media de 12 dias) tiene un predominio sérico de la P4 sobre los
E2 (Senger, 1999). Se considera como dia O del ciclo estral el comienzo de la
manifestacion del celo, momento en que las concentraciones de P4 son basales y las
de E2 son méaximas. Las altas concentraciones de E2 estimulan la secrecion de
hormona luteinizante (LH), produciendo un aumento muy marcado de esta que
finaliza con la ovulacién (Goodman & Inskeep, 2006).

1.5.1.1. Fase luteal: secrecion y concentracion de progesterona sérica

Luego de la ovulacion, a partir de los restos del foliculo que ovuld se
producen una serie de cambios estructurales y funcionales que conducen a la
formacion de un CL funcional, capaz de producir y secretar P4. Estos cambios son
inducidos principalmente por la LH, citoquinas, factores angiogénicos y vasoactivos
(Skarzynsk et al. 2008). Se produce una reorganizacion de la composicion celular en
la que las células de la teca pasan a ser células luteales pequefias, y las células de la
granulosa pasan a ser células luteales grandes, tipos de celulares capaces de producir
y secretar grandes cantidades de P4 (Smith et al. 1994). En estas células se produce
una neovascularizacion y un cambio en la expresion de enzimas y receptores, que
posibilitan el aumento en la transformacion de colesterol a P4, y disminucion del
pasaje de P4 a E2 (Smith et al. 1994; Niswender et al. 2000; Stocco et al. 2007).



El patron general de secrecion de P4 es bastante similar entre razas ovinas,
aungue puede variar de acuerdo al momento de la estacion reproductiva (Wheeler &
Land, 1977). Las células del CL secretan P4 en concentraciones basales en los
primeros dias del ciclo estral, y estas concentraciones aumentan gradualmente entre
los dias 3y 11, cuando alcanza el valor maximo (Figura 5) (Bartlewski et al. 1999).

1.5.1.2. Final de la fase luteal: lutedlisis y disminucion de la concentracion de
progesterona sérica

La lutéolisis se caracteriza por la pérdida de la capacidad de sintetizar y
secretar P4 (lutedlisis funcional) y cambios en el tejido que compone el CL
(lutedlisis estructural) (Juengel et al. 1993; Meidan et al. 1999). En ovejas, la
lutedlisis comienza entre el dia 12 o 13 del ciclo estral, y se completa alrededor del
dia 14. Durante la lutedlisis hay una disminucion progresiva de la concentracion
sérica de P4, hasta llegar a niveles basales hacia el fin del ciclo estral (Figura 5).

La prostaglandina F2o (PGF2a) es una hormona liberada por el endometrio al
final de la fase luteal (Stouffer, 2006) que produce la lute6lisis mediante el aumento
en la cantidad de algunos factores locales en el CL, como oxido nitrico, citoquinas y
endotelina-1 (Skarzynski et al. 2008). Durante la fase luteal, la P4 genera una
reduccion en la expresion de los receptores de P4, de E2 y de oxitocina en el
endometrio (Hunter, 1991). En la fase luteal tardia, dada la reduccion en la cantidad
de los receptores de P4 durante la fase luteal, hay una disminucion del efecto
negativo de la P4 sobre la sintesis de los receptores de P4, y de los receptores de E2 y
oxitocina. Ademas, durante la fase luteal, la P4 estimula la sintesis de fosfolipidos en
el endometrio, los que son la principal fuente de acido araquidonico, precursor de las
prostaglandinas (Eggleston et al. 1990). Alrededor del dia 12 del ciclo crece una
onda de desarrollo folicular, con lo que ocurre un aumento de las concentraciones
séricas de E2, estimulando la produccién de receptores de oxitocina en el
endometrio. En este contexto, la oxitocina de origen neurohipofisario se une a sus
receptores en el endometrio, estimulando la produccion de PGF2a. La PGF2a llega
al CL a través de la arteria ovarica, y estimula la secrecidn de oxitocina luteal, y ésta
estimula un aumento de la sintesis de PGF2a por el endometrio. Como a su vez la
PGF2a induce la luteolisis, este proceso de retroalimentacion positiva finaliza con la
lisis total del CL (McCracken et al. 1999).
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Figura 5. Concentracion sérica de progesterona en ciclo estral ovino (Tomado de
Bartlewski et al.1999).
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1.5.1.3. Fisiologia del anestro: anestro estacional, posparto y lactacional

El periodo en el que no hay actividad ciclica es conocido como anestro (Rosa
& Bryant, 2003). En ovejas, el anestro estacional es determinado fundamentalmente
por influencia del fotoperiodo: la disminucion de la cantidad de horas diarias de luz
determina el final del anestro y por tanto el comienzo de la ciclicidad (Legan
&Winans, 1981). Los efectos del fotoperiodo estdn mediados por la melatonina,
hormona secretada por la glandula pineal durante las horas de oscuridad (Malpaux,
2006). Por tanto, el aumento o la disminucion en la cantidad de horas en que se
secreta esta hormona es la forma de vincular los cambios fotoperiodicos con los
cambios fisiologicos. Al aumentar la cantidad de horas de luz se reduce la cantidad
de horas en que se secreta melatonina, provocando que la respuesta a los E2 del eje
hipotalamo-hipofisario pase a ser negativa. Este proceso hace que disminuya la
frecuencia de pulsos de LH, evitando que se desencadene el pico de LH y la
ovulacion (Legan & Karsch, 1980). Por esto, durante el periodo de anestro hay una
baja pulsatilidad de LH, que determina aumentos pequefios y esporadicos en la
secrecion de E2 (Martin, 1984). Si bien en el ovario continua habiendo ondas de
desarrollo folicular, el tamafio maximo alcanzado por los foliculos dominantes y la
duracion de la onda es menor que en una oveja ciclando (Bartlewski et al. 1998).

Ademas del anestro estacional, hay un periodo de anestro en el posparto
temprano, tiempo correspondiente al retorno del funcionamiento del eje hipotalamo-
hipofisario materno, que estuvo bloqueado durante la gestacion por accién de la P4
que determind una baja pulsatilidad de LH durante este periodo (Rubianes &
Ungerfeld, 2002).

Ademas, de acuerdo a Schirar et al. (1990), el amamantamiento inhibe la
frecuencia de secrecion pulsatil de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH),
y por tanto de LH, lo que determina el anestro lactacional. Se demostré en ovejas
que experimentalmente paren en otofio, que las ovejas que siguen amamantando
presentan un anestro mas prolongado que las ovejas destetadas (Schirar et al. 1989;
Mandiki et al. 1989), demostrando que la lactacién per se inhibe la ciclicidad. En
condiciones naturales, las ovejas originarias de latitudes altas paren en primavera,
por lo que los anestros estacional, posparto y lactacional se superponen (Arroyo et al.
2009).

En resumen, los diferentes tipos de anestros mencionados a partir de
diferentes mecanismos impiden que se produzca un pico de LH y por consiguiente la
ovulacion y formacién de un CL funcional. En consecuencia, los niveles de P4y E2
se mantienen en concentraciones basales durante el anestro.

1.6. Administracion de progesterona: dispositivo intravaginal CIDR vy
concentracién de progesterona sérica

El CIDR (Controlled Internal Drug Release, Pfizer, Auckland, NZ) es un
dispositivo intravaginal de elastbmero de silicona impregnado con 0,3 g de P4,
comunmente utilizado en ovejas para sincronizar los celos durante la estacién
reproductiva (Wheaton et al. 1993). Al utilizar un CIDR en una oveja, se inicia una
liberacion progresiva de P4 (molécula igual a la natural, que por lo tanto puede ser
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metabolizada de igual manera), la que se mantiene en concentraciones luteales por lo
menos a lo largo de 14 dias (Hamra et al. 1986).

Las ovejas tratadas con un CIDR durante 14 dias presentan un perfil de
concentracion de P4 sérica similar al registrado durante una fase luteal. Las dos
principales diferencias estan en la dindmica del aumento y de la disminucion de las
concentraciones sericas de P4 que se producen al insertar o al remover un CIDR. Al
insertar los CIDRs, el aumento de las concentraciones séricas de P4 ocurre de
manera mas rapida que en una fase luteal, alcanzando un pico de P4 a las dos horas
de insertado (Ainsworth & Downey, 1986). Luego del pico inicial, los niveles de P4
decrecen paulatinamente (Ainsworth & Downey, 1986) (Figura 6). Al remover un
CIDR después de 12-14 dias de tratamiento se observa una reduccion brusca de la
concentracion de P4 sérica, llegando a concentraciones basales a la hora (Vilarifio et
al. 2010; Ainsworth & Downey, 1986), proceso que en una fase luteal lleva
aproximadamente 3 dias (Bartlewski et al. 1999).

En sintesis, el CIDR es una manera practica y efectiva de realizar un
tratamiento sostenido con P4 en hembras ovinas, permitiendo la circulacion de esta
hormona en concentraciones séricas similares a las luteales, y sin la necesidad de
administraciones frecuentes. Ademas, la P4 impregnada en un CIDR sigue el mismo
proceso de metabolizacion que la secretada por el propio animal.

Insercién Retiro
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Figura 6. Concentracion sérica de progesterona en ovejas ovarectomizadas antes,

durante, y después del tratamiento con CIDR por 14 dias (Modificado de Ainsworth
& Downey, 1986).
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1.7. Desafios estresantes

Para estudiar los efectos del tratamiento con P4 o de la suspension del mismo sobre
la respuesta de estrés en ovejas en anestro, se utilizaron como modelos dos
situaciones estresantes el destete y el TAS.

1.7.1 Destete

Luego del parto la oveja desarrolla selectivamente un fuerte vinculo con su
cria (Poindron et al. 2006), el que disminuye gradualmente a lo largo del periodo de
lactacion y termina con el destete espontaneo del cordero, el que ocurre a los 4 a 5
meses de edad (Arnold et al. 1979; Lynch et al. 1992). Segin Weary et al. (2008), el
destete se caracteriza por la ruptura del vinculo madre cria, el reemplazo de leche por
comida sélida y la independencia social de la cria. Para Arnold et al. (1979) la
produccién de leche de las ovejas es uno de los principales factores que determinan
la edad del destete natural de sus corderos. Hinch et al. (1987) determinaron que la
distancia oveja-cordero aumenta con el aumento de la edad del cordero, al mismo
tiempo la cria queda mas tiempo separada de la madre a medida que se va
familiarizando y adaptando a la ingestion de alimentos solidos (Weary et al. 2008).
La edad del destete natural puede variar de acuerdo a la situacién nutricional de las
ovejas, factor que afecta principalmente la produccion de leche por parte de la madre
(Berger, 1979). El destete natural involucra cambios sociales, fisioldgicos y
comportamentales en la madre y en la cria, generando un proceso gradual de
separacion.

La edad del destete artificial varia de acuerdo al objetivo del establecimiento
de produccion ovina. Segun Napolitano et al. (2008), los establecimientos de
produccion lechera generalmente realizan un destete temprano, entre los 0 y 2 dias de
nacidos. En Uruguay hay un predominio de produccion ovina para lana y carne,
siendo la edad del destete mas tardia, variando entre 45 dias y 4 meses. En este
contexto, la remocion abrupta de los corderos antes de la edad del destete natural es
una situacion estresante para la oveja y para el cordero, la que produce respuestas
fisioldgicas y comportamentales indicadoras de estrés. Luego de la separacion de su
cordero, la oveja aumenta la frecuencia de vocalizaciones (Orgeur et al. 1998; 1999)
y el tiempo que pasa parada, y reduce su tiempo echada y rumiando (Cockram et al.
1993). Asimismo, el destete provoca cambios fisiologicos agudos indicadores de
estrés en las ovejas, como el aumento en la concentracion sérica de cortisol (Pérez-
Ledn et al. 2006). Si bien hasta el momento no existen trabajos publicados en ovinos,
en vacas, la concentracion de albdmina sérica disminuye y de proteinas totales
aumenta durante los primeros dias luego del destete (Ungerfeld et al. 2011).

El destete temprano de corderos, realizado a los 2 dias, puede disminuir la
respuesta de anticuerpos a un desafio antigénico (Napolitano et al. 1995). En
concordancia, el destete abrupto de los corderos puede aumentar la susceptibilidad a
enfermedades, siendo estos mas susceptibles a contraer parasitos gastrointestinales
(Orgeur et al. 1999). Por lo tanto, considerando que el destete es uno de los manejos
mas estresantes para la oveja, es importante desarrollar alternativas para disminuir
estas repuestas.
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1.7.2. Test de aislamiento social

El TAS, conocido como “open field test”, fue originalmente desarrollado para
ser utilizado en animales de laboratorio con el objetivo de determinar las respuestas
de emocidn, miedo y/o estrés (Archer, 1973). Segun Hall (1934) es un medio para
medir los cambios de la actividad simpética y la respuesta comportamental. Luego
este test fue adaptado para rumiantes, incluyendo los ovinos (Zito et al. 1975; Torres-
Hernandez & William Hohenboken, 1979; Forkman et al. 2007). Como el ovino es
una especie gregaria (Lynch, 1992) presenta una marcada respuesta de estrés al TAS.

El TAS consiste en introducir al animal individualmente en un é&rea
desconocida (encerrada por paredes, con espacio para su libre locomocién) y aislarlo
de otros animales por un determinado tiempo (Ferreira et al. 1992; Roemeyer &
Boissou 1992; Pedernera-Romano et al. 2010). En ovinos, durante el TAS se han
reportado cambios comportamentales que reflejan miedo, como un aumento en la
frecuencia de vocalizacion, miccion, defecacion y locomocidn, y una reduccion en
los comportamientos exploratorios (olfateos y lamidos) (Forkman et al. 2007).
Ademas, en ovinos el TAS genera un aumento en la concentracion de cortisol
(Parrott et al. 1987), glucemia (Al-Qarawi & Badreldin, 2005), temperatura y
frecuencia cardiaca y respiratoria (da Costa et al. 2004; Pedernera-Romano et al.
2010; Damian, 2011). Dentro de este marco, el TAS puede ser utilizado en ovejas
para determinar la magnitud de la respuesta de estrés a partir de cambios
comportamentales y fisiol6gicas indicadores de estrés.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERALES

2.1. Hipdtesis general
El tratamiento con niveles luteales de P4 en ovejas en anestro reduce la

respuesta de estrés al destete, y la suspension del tratamiento con P4 aumenta la
respuesta de estres al test de aislamiento social.

2.2. Objetivo general
Determinar si el tratamiento con niveles luteales de P4 reduce la respuesta de

estrés al destete, y si la suspension del tratamiento con P4 aumenta la respuesta de
estrés al test de aislamiento social en ovejas en anestro.
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3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

3.1. Estrategia general

En esta Tesis se realizaron 2 experimentos en los que se utilizaron ovejas en
anestro para evitar los posibles efectos de P4 y E2 enddgenos. Esto permitid
controlar los efectos producidos exclusivamente por el tratamiento exégeno con P4 o
por la suspensién del mismo, y eliminar las posibles fluctuaciones en las
concentraciones de P4 y E2, las que podrian interferir con las respuestas a estudiar.

Se optd por utilizar CIDRs para realizar el tratamiento con P4 considerando
que los mismos pueden liberar P4 en niveles luteales durante al menos 14 dias sin
necesidad de cambiar los dispositivos frecuentemente. No se aplicaron dispositivos
sin P4 en el grupo control porque no es posible obtener CIDRs sin P4 impregnada, y
existe evidencia experimental de que los CIDRs usados aun pueden liberar P4
(Ungerfeld, 2009). Para evitar diferencias en el manejo entre los grupos, todas las
veces que se manejaron ovejas para insertar o retirar los CIDRs, las ovejas control
recibieron el mismo manejo.

Se utilizaron ovejas de raza Polwarth (Ideal) ya que es una raza caracterizada
por su habilidad maternal y su alto gregarismo, lo que permitié asegurar que se
obtendrian las respuestas de estrés al destete y al TAS.

3.2. Experimento 1

En este Experimentos se cambiaron los CIDRs con al menos de 14 dias de
intervalo para asegurar que se mantuvieron las concentraciones de P4 en niveles
luteales.

3.2.1. Estudio 1:

Efectos del tratamiento con progesterona sobre las respuestas
comportamentales y fisioldgicas indicadoras de estrés al destete en ovejas

Dado que no existian reportes en la literatura de trabajos en rumiantes
relacionando el tratamiento con P4 y la respuesta de estrés, en este experimento se
planteo aplicar un tratamiento crénico con P4, con duracion de 32 dias, iniciandose a
los 30 dias posparto, para asi asegurar que si el tratamiento tenia efecto sobre la
respuesta de estrés al destete este se manifestara en los registros. Se utilizaron ovejas
posparto, por lo que se considero el tiempo necesario para finalizar los procesos de
involucion uterina antes del inicio del tratamiento (Rubianes & Ungerfeld, 1993).
Ademas, se considero que el tiempo de tratamiento coincidiera con el momento en
que el proceso de destete natural no estuviera muy avanzado, para asi obtener una
respuesta de estrés al destete; y que los corderos estuviesen suficientemente
desarrollados para que luego de destetados pudiesen vivir y desarrollarse
normalmente sin sus madres.
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3.2.2. Estudio 2:

Efectos del tratamiento con progesterona sobre la produccion y composicion de
leche en ovejas

El presente estudio fue disefiado con el fin de determinar si existian
diferencias provocadas por el tratamiento con P4 sobre la produccion y composicién
de la leche. Se opt6 por un tratamiento con CIDRs con una duracion de 16 dias dado
que el objetivo era solamente determinar si existian diferencias en la produccion y
composicion de la leche entre ovejas tratadas y ovejas no tratadas. EI primer ordefie
durante el tratamiento fue realizado a los 9 dias de iniciado el mismo, tiempo en que
probablemente los posibles efectos de la P4 sobre la produccion y composicion de la
leche pudiesen ser evidenciados. Con el fin de aumentar el periodo de registros
durante el tratamiento, se realizaron dos ordefies mas durante el tratamiento con P4, a
los 12 y 16 dias.

3.3. Experimento 2:
Efectos de la suspension del tratamiento con progesterona sobre la respuesta de
estrés al test de aislamiento social en ovejas

No existian trabajos previos en rumiantes en los que se hubiese evaluado la
respuesta de estrés luego de la suspensién del tratamiento con P4. Se opt6 por un
tratamiento durante un tiempo similar al de una fase luteal (13 dias). Por otro lado, se
utilizaron ovejas en anestro con el fin de evitar el aumento de los E2 y la
manifestacion de celo, con los cambios comportamentales que implica, al retirar los
CIDRs. Dado que el aumento de E2 hubiera enmascarado los efectos generados de
por si solo por la suspensién del tratamiento con P4.
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4. INTRQDUCCION, OBJETIVOS, RESULTADOS Y
DISCUSION EPERIMENTAL

4.1. EXPERIMENTO 1: Efectos del tratamiento con progesterona

sobre las respuestas comportamentales y fisiologicas indicadoras de estrés al
destete en ovejas

4.1.1. Introduccién
Destete, progesterona y respuesta de estrés

En trabajos en roedores se ha demostrado que el tratamiento con P4 puede
reducir la respuesta de estrés. Por otro lado, el destete artificial realizado antes de la
edad de destete natural es una situacion estresante para la oveja y para el cordero, y
por tanto produce respuestas fisiologicas y comportamentales indicadoras de estrés.
Dentro de este marco tedrico, se propone que el tratamiento con P4 puede reducir la
respuesta de estrés, pudiendo ser utilizado en la produccién animal durante manejos
estresantes como el destete.

Progesterona y produccion y composicion de la leche

De acuerdo a nuestro conocimiento no existen estudios publicados en ovinos
que hayan determinado cémo el tratamiento con niveles luteales de P4 puede afectar
la produccion y/o la composicion de la leche.

Considerando que el tratamiento con P4 podria afectar la produccion vy
composicion de leche, y por consiguiente el estadio de desarrollo de los corderos y el
tiempo de destete natural, estos posibles cambios podrian generar diferencias en la
respuesta de estrés de ovejas al destete.

En los pocos estudios reportados, se utilizaron progestagenos sintéticos o
dosis supra fisioldgicas de P4. Smith & Inskeep (1970) no encontraron efectos del
tratamiento con progestagenos (medroxiprogesterona y acetato de flurogestona)
sobre la produccion de leche en ovejas. Por otro lado, Manalu et al. (2000)
encontraron que ovejas lactantes superovuladas (y que por tanto producen una alta
cantidad de P4) producen mas leche que aquellas no tratadas. Mas aun, McKusick et
al. (2002) reportaron que las ovejas tratadas con dosis supra fisiologica de P4
(provocada por un CL sumado al tratamiento con CIDRs) producen mayor
produccion de leche. Por tanto, es importante destacar posibles diferencias en la
produccién y composicion de leche de acuerdo a la dosis de P4 utilizada, o en el
periodo de lactacion en que se realiz6 el tratamiento experimental.

Por tanto, dada la falta de antecedentes especificos, para esta Tesis fue

necesario estudiar si la P4 afecta la produccion y composicion de leche, y por lo
tanto el desarrollo de los corderos.
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4.1.2. Hipotesis especificas

El tratamiento con niveles luteales de P4 disminuye las respuestas comportamentales
y fisiologicas indicadoras de estrés al destete en ovejas en anestro.

4.1.3. Objetivos especificos
Determinar si el tratamiento con niveles luteales de P4 afecta:

v Las respuestas comportamentales y fisiol6gicas al destete en ovejas en
anestro.

v" La produccion y composicién de la leche asi como el peso de los corderos.
4.1.4. Metodologia general

El estudio se realiz6 en la Estacion Experimental La Estanzuela del Instituto
Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Uruguay (34°28’S), durante
octubre-noviembre (periodo de anestro estacional). Se utilizaron 26 ovejas Polwarth
multiparas de partos simples. Durante el experimento, las ovejas permanecieron
pastoreando en pradera de trébol rojo y alfalfa con agua ad libtum. Se registré el sexo
y el peso de los corderos al parto y se identificaron con una caravana para conocer la
diada madre-cordero.

4.1.4.1. Estudio 1: Efectos del tratamiento con progesterona sobre las respuestas
comportamentales y fisiol6gicas indicadoras de estrés al destete en ovejas

Se utilizaron 15 ovejas con un peso de 47,4 + 1,6 kg (media = EE), y una
condicion corporal de 1,9 + 0,1 (escala 1 a 5, siendo 1=emaciada y 5=obeso; Russel
et al. 1969). Las ovejas fueron adjudicadas a dos grupos experimentales homogéneos
de acuerdo al dia del parto cuando tenian entre 25 y 35 dias posparto. A los 30 dias
posparto a 7 ovejas se les colocé un CIDR (E1E1-P4) quedando las 8 ovejas
restantes sin tratamiento (ELE1-C). Los CIDRs fueron cambiaron los dias -19, -8 y 0
(Dia 0= destete). Las ovejas E1E1-C fueron manejadas de la misma manera que las
E1E1-P4 durante las inserciones o retiradas de los CIDRs.

El Dia -5, los dos grupos de ovejas se trasladaron a dos encierros de 40 x 30
m, separados entre si por 15 m, en los que las ovejas pastaban en pradera de trébol
rojo y alfalfa y tenian libre acceso a agua. El destete se realiz6 a las 06:30 h del Dia 0
(59 dias posparto), momento que se separaron los corderos de las madres y se los
alojo en encierros cerrados, sin contacto olfativo o auditivo con sus madres.

Muestras sanguineas
Se obtuvieron muestras sanguineas por venopuncion de la yugular en los Dias
-35,-29,-23,-19,-13,-8,-4, 0 y 3. Las muestras se colectaron en tubos sin

anticoagulante y se centrifugaron por 10 min a 1500xg. El suero obtenido fue
congelado a -20°C hasta su posterior analisis.
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Registros comportamentales

Cuatro observadores registraron los 8 diferentes comportamientos (Cuadro 1)
de cada oveja en cada grupo entre el Dia -3 y el Dia 3. Se realizaron observaciones
tipo scan, cada 10 min durante 3 h en la mafiana (7:30-10:30 h) y 3 h en la tarde
(16:30-19:30h), totalizando 38 registros por dia. Para facilitar los registros desde
afuera de los potreros las ovejas fueron marcadas con diferentes colores en el cuerpo.
Cada 10 min se registr6 durante 30 s la emision de vocalizaciones (muestreo 0/1;
Lehner, 1996). Los dias anteriores al destete (Dias -1, -2 y -3), durante 1os mismos
horarios se realizaron observaciones focales del grupo para registrar el nimero de
veces en que las ovejas amamantaban a sus corderos.

Cuadro I. Comportamientos registrados en las ovejas para evaluar los cambios
comportamentales al destete.

Comportamiento Descripcion
Parada Posicionada con los miembros anteriores y posteriores
extendidos
Echada Acostada en posicion de descanso
Rumiando Regurgitando y remasticando el bolo de comida
Pastando Consumiendo pastura con la cabeza baja
Caminando Moviendo los miembros anteriores y posteriores con la

cabeza baja o erecta

Costeando Moviendo se 1-2 m paralelamente al alambrado
Amamantando El cordero succionando el pezdn de la ubre
Vocalizando Balando con la boca abierta o cerrada

Progesterona sérica

Se midié la P4 sérica de las muestras colectadas en los Dias -35 y -29 para
confirmar el anestro de todas las ovejas utilizadas (se consider6 como concentracién
luteal >3,2nmol/L). Con el mismo propdsito, se midio la P4 de las muestras
obtenidas los Dias -8 y 0 en el grupo E1E1-C. Se descart6é una oveja de grupo E1E1-
C porque no estaba en anestro, quedando 7 ovejas en este grupo. Ademas, se
determind la concentracion sérica de P4 en las muestras colectadas en los Dias -29
(inmediatamente antes de insertar los CIDRs), -23, -19, -13, -8, -4, 0 y 3, para
caracterizar el perfil generado por el tratamiento de las ovejas ELE1-P4.
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Se determin0é la P4 sérica en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad
de Veterinaria, Montevideo, Uruguay, utilizando un kit comercial de fase solida
(TKPG, Count-A-Count, Siemens, California, EUA). La sensibilidad analitica del
ensayo fue de 0,25 nmol/L, y el coeficiente de variacién intra-ensayo fue de 10,7%.

Determinacién de proteinas séricas

Se determind la concentracion de proteinas totales y albumina de los sueros
colectados en los Dias -4, 0 y 3, en el Area de Bioquimica a través de la técnica de
Biuret y por un kit comercial (Bio-Systems, Barcelona, Esparia), respectivamente. Se
estimd la concentracion sérica de globulinas a partir de la diferencia entre albumina
séricay proteinas séricas totales (Sékkinen et al. 2005) en los Dias -4, 0 y 3.

Peso de los corderos
Los Dias -29, -13, -4 y 0 se registro el peso de los corderos.

4.1.4.2. Estudio 2: Efectos del tratamiento con progesterona sobre la produccién
y composicion de leche en ovejas

Se determind la produccién y la composicion de la leche de 11 ovejas que
parieron en el mismo periodo que las utilizadas en el Estudio I. Estas ovejas pesaron
46,2 £ 1,7 kg, tuvieron una condicion corporal de 2,02 + 0,03, y fueron manejadas en
las mismas condiciones de las del Estudio I. Cuando tenian entre 31 y 44 dias
posparto las ovejas fueron adjudicadas a dos grupos experimentales de acuerdo con
la fecha de parto y peso inicial de la leche (1,35 + 0,13 kg.d™). Se colocaron CIDRs a
partir de los 35 dias posparto a 6 ovejas (grupo E1E2-C) por 16 dias (cambiandolos
en el Dia 44 posparto), quedando otras 5 ovejas sin tratamiento (grupo E1E2-P4).
Las ovejas ELIE2-C se manejaron de la misma manera que las E1IE2-P4 durante las
inserciones o retiradas de los CIDRs.

Produccion y composicion de la leche

Los Dias 24 y 35 posparto (antes del tratamiento con P4), y 44, 47 y 51
posparto (durante el tratamiento con P4) se ordefiaron manualmente a todas las
ovejas. La produccion de leche fue estimada usando la técnica de ordefie con
oxitocina previamente validada por Sphor et al. (2011). Para ello las ovejas fueron
separadas de sus corderos permaneciendo en corrales (con agua y fardo de alfalfa), y
se les inyectdo 5 Ul de oxitocina (Hipofamina, Laboratorios Dispert, Montevideo,
Uruguay). Inmediatamente se ordefié a las ovejas hasta agotar la leche de las dos
glandulas mamarias. A las 4 h se realiz6 un segundo ordefie utilizando la misma
técnica, y posteriormente se pesé la leche de cada oveja producida. Una vez
finalizado el segundo ordefie, las ovejas se juntaron nuevamente con sus corderos. Se
calculd la produccion de leche de acuerdo a Doney et al. (1979) utilizando la
cantidad total de leche obtenidos en el segundo ordefie (correspondiente a 4 h de
produccidn) y calculando la produccién estimada para un periodo de 24 h.

Para analizar la composicion quimica de la leche se colecté una muestra de

cada oveja (aproximadamente 40 mL) del segundo ordefie, preservandola en
Lactopol (2-Bromo-2-Nitropropano-1,3-diol) y congelandola inmediatamente,
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manteniéndola a -20° hasta el analisis de la composicion (grasa, proteina y lactosa).
Los andlisis de la composicion de la leche se realizaron en el Laboratorio de Calidad
de Leche de INIA La Estanzuela utilizando un equipo Lactoscan Milkanalyzer (Nova
Zagora, Bulgaria).

4.1.5. Andlisis Estadistico

Se calcul6 el porcentaje de observaciones en el que cada oveja realizé cada
comportamiento, el que es presentado como media £ EE. Se compard la frecuencia
de amamantamiento por ANOVA. Las frecuencias de los otros comportamientos, el
peso de los corderos, las proteinas sericas totales, albumina y globulinas (Estudio 1),
y la produccion y composicion de leche (Estudio 1) fueron comparadas entre los
tratamientos con ANOVA para mediciones repetidas, utilizando el modelo mixto de
SAS (2003; SAS Institute, Carolina del Norte, EUA). Para las variables del Estudio I,
se incluyo el valor medio de los datos de todos los dias anteriores al tratamiento con
P4 en el modelo como covariable. EI modelo incluyé los tratamientos (E1E1-P4 vs.
E1E1-C y E1E2-P4 vs. ELIE2-C), el tiempo, y la interaccion entre los tratamientos y
el tiempo como efectos fijos, y la oveja de cada grupo como un efecto al azar. Se
hicieron las comparaciones Post-hoc con LSD.

4.1.6. Resultados
4.1.6.1. Estudio 1
Determinacion de progesterona durante el tratamiento

Las concentraciones de P4 sérica de las ovejas E1E1-P4 durante el
tratamiento fueron similares a los valores de una fase luteal normal (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de progesterona (media £ EE) en 7 ovejas tratadas con
CIDR durante 32 dias. Los CIDRs se insertaron el Dia -29, y fueron cambiados los
Dias -19, -8 y 0 (Dia 0: destete).
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Peso de los corderos

El peso de los corderos aumentd con el tiempo (P=0,001) de manera similar
en ambos grupos (Figura 8).
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Figura 8. Peso corporal (media + EE) de corderos durante el tratamiento de sus
madres con CIDR durante 29 dias (-A-) o de madres no tratadas (-m-). El tiempo es
en relacion al dia del destete (Dia 0). Diferentes letras indican diferencias
significativas entre los dias (P<0,0001).

Registros Comportamentales

No hubo diferencia entre grupos en el porcentaje de observaciones en que las
ovejas fueron observadas amamantando a sus corderos (8,8 + 1,2 vs. 10,4 = 0,4 %
para las ovejas E1E1-P4 y E1E1-C respectivamente; P=0,11).

No hubo efecto de grupo para ninguno de los comportamientos registrados,
excepto para el comportamiento caminando. El porcentaje de observaciones en que
se observaron las ovejas del grupo E1E1-P4 estaban caminando tendié a ser mayor
que del grupo E1E1-C (P=0,09) (Figura 9C).

Todos los otros comportamientos registrados cambiaron con el tiempo
(P<0,01). EI porcentaje de observaciones en que se observaron las ovejas paradas
(Figura 9A) y caminando tendio a aumentar el Dia 0 (P=0,1), y retornd a los valores
iniciales el Dia 3. El porcentaje de observaciones en que las ovejas estuvieron
echadas (Figura 9B), pastando y rumiando (Figura 10A y B) disminuyeron en el Dia
0 (P=0,0001, y P=0,04 respectivamente). El porcentaje de observaciones en gque se
registraron las ovejas pastando, rumiando y echadas volvieron a los valores iniciales
al Dia 1y 2 respectivamente.

Hubo una interaccién entre tratamiento y tiempo (P=0,03) para el
comportamiento echada; lo que se explica por el hecho de que mientras no cambio el
porcentaje de observaciones en que las ovejas ELE1-P4 estaban echadas del Dia 0 al
Dia 1, este porcentaje si aumentd el porcentaje de observaciones en que las ovejas
E1E1-C estuvieron echadas en el mismo periodo. Se observd el comportamiento
costeando solo en el Dia 0 (Figura 11A), siendo mayor el porcentaje de
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observaciones en las ovejas E1E1-C que en las E1E1-P4 (P=0,0007). En el Dia O el
porcentaje de vocalizaciones fue mayor en las ovejas EIE1-C que en las E1E1-P4

(P=0,04; Figura 11B).
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Figura 9. Frecuencia de registros (media £ EE) en que se observo cada oveja parada
(A), echada (B) y caminando (C) antes y después del destete de ovejas tratadas con
CIDR durante 32 dias (-A-) y de ovejas no tratadas (-m-). AD: periodo antes del
destete que esta representado por barras; el valor representado es la media de los tres
dias antes del destete (Dia -3 al Dia -1). El tiempo es en relacion al destete (Dia 0).
Diferentes letras indican diferencias entre los dias (P<0,02).
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Figura 10. Frecuencia de registros (media + EE) en que se observd cada oveja
pastando (A) y rumiando (B) antes y después del destete de ovejas tratadas con
CIDR durante 32 dias (-A-) y de ovejas no tratadas (-m-). AD: periodo antes del
destete que esta representado por barras; el valor representado es la media de los tres
dias antes del destete (Dia -3 al Dia -1). El tiempo es en relacion al destete (Dia 0).
Diferentes letras indican diferencias entre los dias (P<0,01).
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Figura 11. Frecuencia de registros (media + EE) en que se observé cada oveja
costeando (A) y vocalizando (B) antes y después del destete de ovejas tratadas con
CIDR durante 32 dias (-A-) y de ovejas no tratadas (-m-). AD: periodo antes del
destete; el valor representado es la media de los tres dias antes del destete (Dia -3 al
Dia -1). El tiempo es en relacién al destete (Dia 0). Diferentes letras indican
diferencias entre los dias (P<0,0001). Uno y tres asteriscos indican diferencias entre
los grupos (P<0,05 y P<0,001 respectivamente).

Proteinas séricas

Las ovejas del grupo EL1E1-P4 presentaron valores de proteinas séricas totales
mayores (P=0,04) que el grupo E1E1-C. Hubo una interaccion entre tratamiento y
tiempo (P=0,05): mientras no hubo cambios en los valores de proteinas séricas
totales en las ovejas ELE1-P4 del Dia O al Dia 3, estas disminuyeron en las ovejas

E1E1-C (P=0,04). Al Dia 3 fueron mayores en las ovejas EIE1-C que en las E1E1-
P4 (P=0,005) (Figura 12A).

La concentracion de albumina y globulinas séricas cambio con el tiempo
(P=0,0002 y P=0,001, respectivamente). La albumina sérica presentd una tendencia
para efecto de grupo y para interaccion entre tratamiento y grupo (P=0,08 y P=0,1
respectivamente; Figura 12B). Las ovejas E1E1-P4 presentaron mayores valores de
globulinas séricas (P=0.002) que las ovejas ELE1-C. Hubo una interaccion (P=0,01)
entre tratamiento y tiempo para globulinas séricas, explicada por el hecho de que en
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el Dia 3 las ovejas ELE1-P4 presentaron mayores valores que las E1IE1-C (P=0,0008;
Figura 12C).
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Figura 12. Concentraciones de proteinas séricas totales (A), albdmina (B) y
globulinas (C) antes y despues del destete de ovejas tratadas con CIDR durante 32
dias (barra gris) y de ovejas no tratadas (barra negra). El tiempo es en relacion al
destete (Dia 0). Diferentes letras indican diferencias entre los dias (P<0,0004). Dos y
tres asteriscos indican diferencias entre los grupos (P<0,01 y P<0,001
respectivamente).
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4.1.6.2. Estudio 2

No hubo diferencias entre los grupos en la produccion de leche ni en los
contenidos de proteina, grasa y lactosa (Figura 13A a D). La produccion de leche
disminuyd con el tiempo (P<0,0001) y todos los componentes de la leche analizados
cambiaron a lo largo del tiempo (P<0,004).
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Figura 13. Produccidn y composicién de leche (media = EE) en ovejas tratadas con

CIDR durante 16 dias (- A-) y en ovejas no tratadas (-m-). Diferentes letras indican
diferencias entre los dias (P<0,005).
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4.1.7. Discusioén

Los resultados obtenidos nos permiten confirmar nuestra hipétesis de que el
tratamiento con P4 reduce las respuestas fisioldgicas y comportamentales indicadoras
de estres al destete abrupto de la oveja. Las principales variables comportamentales
(costear y vocalizar), y la mayoria de las variables fisiologicas (concentraciones de
proteinas séricas totales y globulinas séricas) consideradas todas indicadoras de
respuesta de estrés al destete en ovejas fueron disminuidas por el tratamiento con P4
en relacion a las controles. Estos resultados concuerdan con estudios previos
realizados en roedores los que demostraron que el tratamiento con P4 reduce la
respuesta de estrés o ansiedad (Barbaccia et al. 2001). Es importante considerar que
estas diferencias fueron claramente detectadas a pesar de que en el experimento se
utilizé un pequefio nimero de animales. El hecho de no haber encontrado efectos del
tratamiento con P4 sobre la produccién y composicion de leche y peso de los
corderos indica que las diferencias entre grupos en la respuesta de estrés al destete no
es consecuencia de que el proceso de destete natural esté en diferentes estadios entre
grupos, y que por lo tanto presenten diferentes intensidades en el vinculos madre-
cria. Por lo tanto, las diferencias entre grupos en las respuestas de estrés al destete es
debido a un efecto directo de la P4.

Por lo tanto nuestros resultados confirman la existencia de un efecto del
tratamiento con P4 en la respuesta de las ovejas al destete abrupto. Aungue nuestros
procedimientos experimentales no nos permiten concluir en relacion a los
mecanismos, podemos especular que la P4 es solamente un sustrato para la
formacion de las moléculas neuroactivas, los metabolitos que contienen el grupo 3a-
hydroxy (Lambert et al. 2009). Estos resultados abren una interesante alternativa para
minimizar el efecto de manejos estresantes en animales de produccion.

Destetar los corderos causO una reduccion en la concentracion de las
proteinas séricas totales y en la concentracion de las globulinas séricas en las ovejas,
respuesta que fue reducida por el tratamiento con P4. Tal cual como se ha reportado
en corderos después de un respuesta de estrés (Apple et al. 1993), las proteinas
séricas totales se redujeron después del destete en las ovejas no tratadas En nuestro
estudio, la reduccion en la concentracion de las proteinas totales en las ovejas no
tratadas después del destete, es explicada por la reduccion en la concentracion de las
globulinas séricas. En este sentido, Napolitano et al. (1995) reportaron que la
separacion temprana, a los 2 dias, de la madre disminuye el titulo de anticuerpos en
corderos. Por tanto, teniendo en cuenta que los valores de globulinas séricas de las
ovejas no tratadas indican un estado de hipoglobulinemia (valores normales= 3,1 -
5,1 g/dL; Hearly & Falk, 1974), esto podria indicar un estado de inmuno-deficiencia
(Allison, 2012). Dado que el destete es un manejo estresante puede dejar el animal
mas susceptible a enfermedades. Por ejemplo, en corderos recientemente destetados
hay un aumento de la susceptibilidad a parasitosis gastrointestinales (Orgeur et al.
1999). Por lo tanto, el tratamiento con P4 redujo la susceptibilidad a enfermedades de
las ovejas después del destete.

De acuerdo con nuestro conocimiento esta es la primera caracterizacion
completa de las respuestas comportamentales de las ovejas al destete. La respuesta
general es similar a las previamente descriptas en ovejas (Napolitano et al. 2008) y
vacas (Weary & Chua, 2000; Flower & Weary 2001; Ungerfeld et al. 2011). En
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sintesis, se observo una rapida y marcada respuesta comportamental en el dia del
destete, seguido de un répido retorno a los valores iniciales. EI aumento en el
porcentaje de observaciones en que las ovejas estuvieron costeando y vocalizando, y
la reduccidn en el porcentaje de registros en que las ovejas estuvieron paradas puede
estar relacionado con el hecho de que los balidos y la locomocidn son utilizados por
las mismas para localizar o reunirse con sus crias. El corto periodo en que estos
animales desplegaron estos comportamientos puede ser explicado por lo inefectivo
de sus respuestas. Estos comportamientos, al igual que la respuesta fisioldgica,
generan un importante costo energético. Considerando el alto costo energético, la
répida reduccion de estos comportamientos puede estar relacionadas a la falta de
respuestas positivas (Weary & Fraser, 1995).

Otro resultado relevante de este estudio fue que la administracion de niveles
luteales de P4 no afect6 la produccion y composicion de la leche. Esto confirma y
amplia los resultados de Smith & Inskeep (1970), que reportaron que el tratamiento
con medroxiprogesterona y acetato de flurogestona no afectd la produccién de leche
de las ovejas. Las escasas publicaciones relacionando P4 y produccion de leche
fueron realizadas en ovejas superovuladas (McKusick et al. 2002), o tratadas con
concentraciones supra-fisiologicas provocadas por un CL y P4 exdgena (Manalu et
al. 2000). En este experimento ninguna ovejas estaba ciclando, y la concentracion de
P4 provocada por el tratamiento fue similar a las observadas durante una fase luteal
normal. Esto permite descartar posibles efectos de las concentraciones luteales de P4
sobre la produccion y composicién de la leche.

Estos resultados también son interesantes desde una perspectiva productiva,
ya que el tratamiento con P4 puede ser una alternativa para reducir las respuestas
comportamentales y fisioldgicas indicativas de estrés por el destete abrupto de las
ovejas. Ademas, dado que el tratamiento con P4 no afecta la produccion y
composicion de la leche, este tratamiento puede ser utilizado en ovejas lecheras para
inducir o sincronizar estros sin afectar la produccion lechera. Sin embargo, como en
nuestro estudio se realiz6 un tratamiento en un periodo largo de tiempo puede ser
dificil su aplicacion, por lo que seria interesante testar la efectividad de tratamientos
cortos, o incluso de una inyeccion Unica de P4 antes del destete.

En conclusion, el tratamiento con P4 redujo las respuestas comportamentales
y fisioldgicas indicadoras de estrés del destete, y por tanto el costo energético de
estas respuestas. Ademas, este efecto no fue mediado por cambios en la produccién
y composicion de leche, o peso de los corderos.
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4.2 EXPERIMENTO 2: Efectos de la suspension del tratamiento con

progesterona sobre la respuesta de estrés al test de aislamiento social en ovejas

4.2.1. Introduccién

En trabajos en roedores se ha demostrado que la suspension del tratamiento
con P4 puede aumentar la respuesta de estrés o ansiedad. Por otro lado, el TAS
consiste en aislar a los animales por un corto periodo de tiempo, y dado que los
0Vinos son una especie altamente gregaria, este test genera una marcada respuesta de
estrés. Por lo tanto, someter a los animales al TAS luego de la suspension del
tratamiento con P4 podria aumentar la respuesta de estrés de estos animales.

4.2.2. Hipotesis especifica

La suspension del tratamiento con niveles luteales de P4 aumenta la respuesta
de estrés al test de aislamiento social en ovejas en anestro.

4.2.3. Objetivo especifico

Determinar si las respuestas fisioldgicas y comportamentales al test de
aislamiento social son mayores luego de suspender el tratamiento con niveles luteales
de P4 en ovejas en anestro.

4.2.4. Metodologia
Local de trabajo, animales y su manejo

El trabajo fue realizado en la estacion experimental La Estanzuela del
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA) en Colonia, Uruguay,
durante la estacion de anestro (setiembre-octubre). Se utilizaron 20 borregas lIdeal
nuliparas de un afio de edad, que fueron adjudicadas a 2 grupos homogéneos segun el
peso (40,3 = 0,8 kg; media = EE) y condicion corporal (2,1 £ 0,04). Los animales
permanecieron en dos potreros de 50 X 25 m? pastoreando pradera de trébol rojo y
alfalfa y libre acceso a agua. Todas las borregas fueron esquiladas 20 dias antes del
Experimento.

Tratamiento

Se insertaron CIDRs a 10 borregas (grupo E2-SP4) durante 13 dias, y las
otras 10 borregas quedaron sin tratamiento (grupo E2-C).

Perfil de progesterona sérica durante el tratamiento y luego de la suspension del
mismo

Para caracterizar el perfil de P4 durante el tratamiento con CIDR vy luego de
su retiro, otras 5 borregas (40,2 = 1,80 kg; condicion corporal = 2,1 + 0,06) fueron
tratadas con CIDRs durante 13 dias. Se obtuvieron muestras de sangre por
venopuncién de la yugular en los Dias -1 (sin CIDR), 0 (se insertaron los CIDRS), 1,
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2, 3,7, 10, 13 (con CIDR), e inmediatamente y a las 4, 8, 20 y 26 h de retirados los
dispositivos.

Procedimientos experimentales del test de aislamiento social

Para evitar un cambio brusco de ambiente previo al TAS, y agregar un
posible factor estresante a los animales, se llevaron los dos grupos cuatro dias antes
del test a dos corrales con libre acceso a agua y fardo de alfalfa, separados y ubicados
en las proximidades de donde se realizd dicho test. Las ovejas E2-SP4 fueron
sometidas al TAS 24 h luego del retiro de los CIDRs.

El test consistio en aislar a las borregas en forma individual, durante 10
minutos, en un area novedosa (con piso de 3,0 X 3,5 m? dividido en 16 cuadrantes
de 0,66 m? con paredes blancas de 1,55 m de altura), en el que el animal no tenia
contacto visual y olfativo con otros animales (Figura 14). Durante el test no
permanecio 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 mafanas (8:00-13:00 h),
intercalando 5 borregas de cada grupo en cada dia. Luego de realizado el test las
ovejas eran alojadas en dos corrales desconocidos en el que siempre hubo animales
de la misma majada. Se excluyd un animal de cada grupo que salieron del encierro
del TAS con movimientos abruptos (quedando 9 animales en cada grupo).

Figura 14: A) Representacion esquematica del coral en que se realizo el test de
aislamiento social. B) Borrega durante el test de aislamiento social (modificado de
Damiéan, 2011).

Obtencidn de muestras sanguineas

Todas las muestras fueran colectadas por venopuncion yugular. Se colectaron
muestras de todas las ovejas en los Dias -11 y -2 (Dia 0: cuando se insertaron los
CIDRs). Se colectaron muestras en relacion al TAS, la primera muestra 5 min antes
del TAS (tiempo -5), la segunda al salir del test (tiempo 0), y a los 10, 20, 30, 45y 60
min luego del TAS. Se colocaron las muestras de todos los tiempos en tubos sin
anticoagulante. En los tiempos -5, 0, 30 y 60 min, se también se colectaron muestras
en tubos con fluoruro de sodio (anticoagulante). Las muestras se centrifugaron
inmediatamente por 10 min a una velocidad de 1500 x g, y se separd el suero o el
plasma, los que se almacenaron a —20°C hasta las respectivas mediciones.
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Comportamientos

A partir de los videos se registraron la frecuencia de aparicion de olfateos,
inmovilizaciones, intentos de escape, lineas divisorias cruzadas, vocalizaciones y
eliminaciones (orina + defecacion). Ademas, se determino la latencia a la primera
vocalizacion, eliminacion, y el tiempo de permanencia en los cuadrantes de la
periferia.

Frecuencia cardiaca

Se registré la FC de forma continua con un polar (Transmisor codificado
Polar Equine T54H con un monitor RS400), que se colocd en las ovejas en el tiempo
-5y se retird 15 minutos después del test. Se determinaron las FCs antes del TAS,
maxima al TAS, luego del TAS, y el tiempo en volver a la FC antes del test,
utilizando el software Polar Pro Trainer 5.

Frecuencia respiratoria y temperaturas

Se midio la temperatura rectal con un termémetro digital, y las temperaturas
superficiales (en las zonas cardiaca, pared abdominal y perineo) con un termdémetro
laser (IR-102 Infrared Thermometer, Super Elec. Equip. Co, China) a los -5, 0, 10,
20, 30 y 45 min. Se registrd la FR por contaje de los movimientos toracicos durante
30 segundos, en los mismos tiempos que las temperaturas.

Progesterona sérica

En las muestras de los Dias -11 y -2 se cuantificd la concentracion de P4,
confirmando que ninguna borrega estaba ciclando. Se determind la concentracion de
P4 sérica para todas las muestras de suero colectadas de las 5 borregas para
caracterizacion de la curva de P4 durante el tratamiento con CIDR y luego de la
retirada del mismo. Se midi6 la P4 sérica en los grupos en las muestras de suero de
los grupos E2-SP4 y E2-C colectadas en los tiempos -5, 0 y 30 min (Figura 15). Se
determind la P4 sérica en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, Facultad de
Veterinaria, Montevideo, Uruguay, utilizando un kit comercial de fase sélida (TKPG,
Count-A-Count, Siemens, California, estados Unidos). La sensibilidad analitica del
ensayo fue de 0,25 nmol/L, y el coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 10,7%.

Cortisol sérico

Se determind la concentracion de cortisol sérico en las muestras colectadas
antes del TAS y en todos los tiempos posteriores (Figura 15), en el Laboratorio de
Técnicas Nucleares de la Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. Se utilizd
un kit comercial de fase sélida (TKPG, Count-A-Count, Siemens, Los Angeles, CA,
EUA). La sensibilidad analitica del ensayo fue 19,04 nmol/L. El coeficiente de
variacion intra-ensayo estuvo por debajo de 11,7%.

Glucemia

Se determino la glucemia de las muestras de plasma colectadas en los tiempos
-5, 0, 30 y 60 min (Figura 15) en el Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad
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de Veterinaria, Montevideo, Uruguay, por el método de glucosa oxidasa/peroxidasa
(11504, BioSystems, Barcelona, Espafria).

E Entrada i : Salida |
LamAs | delThs |
Progesterona Progesterona Progesterona
Glucemia Glucemia Glucemia Glucemia
Cortisol Cortisol Cortisol Cortisol  Cortisol Cortisol Cortisol

| CTTTT

A EI oA A B

| -15 -10 0 10 20 30 45 60min |

-y

Figura 15. Esquema de muestreo realizado: tiempos de determinacion de
progesterona, glucemia y cortisol en relacion al test de aislamiento social.

4.2.5. Andlisis estadistico

Se compararon las concentraciones séricas de P4 y cortisol, la glucemia, la
FR, la FC y las temperaturas registradas para los tiempos -5 y 0 (para comparar la
variacion al TAS) y en todos los tiempos al TAS para las mismas variables (excepto
para FC), con ANOVA para mediciones repetidas, utilizando el modelo mixto del
SAS (2003; SAS Institute, Cary, Carolina del Norte, EUA). El modelo consider6
como efectos fijos el tratamiento (E2-SP4 vs. E2-C), el tiempo, y la interaccion entre
tratamiento y tiempo, y la borrega de cada grupo como un efecto al azar. Se
incluyeron en el modelo como covariables los datos del tiempo antes de entrar al
TAS (tiempo -5) para cada oveja y el dia en que se hizo el TAS (primer o segundo
dia en que se realizé el TAS). Las comparaciones pos-hoc se realizaron con LSD.

Se calculé el area bajo la curva de cortisol de cada borrega. Se compararon
entre grupos los parametros analizados de FC, el area bajo la curva de cortisol y los
comportamientos registrados durante el TAS que presentaron distribucién normal por
ANOVA. Los intentos de escape y eliminaciones fueron comparados por test U de
Mann-Whitney. Ademas, se compararon los tiempos a la primera vocalizacién y
eliminacion con una prueba de sobrevivencia utilizando el SAS.

4.2.6. Resultados

Perfil de progesterona sérica durante el tratamiento y luego de la suspension del
mismo

El perfil de concentracion de P4 sérica de las 5 borregas durante el
tratamiento con CIDR vy luego de la suspension del mismo se muestra en la Figura
16. La concentracion de P4 alcanz6 un pico en los 1-4 dias, manteniéndose en
niveles luteales durante los 13 dias de tratamiento, alcanzando niveles basales a las 4
h de retirados los dispositivos intravaginales.
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Figura 16. Perfil de concentracion de progesterona sérica de las 5 borregas durante el
tratamiento con CIDR vy luego de la suspensién del mismo. La flecha puntillada hacia
abajo y hacia arriba representan los dias en que se insertaron y se retiraron los CIDRs

respectivamente.

Comportamientos

Los grupos E2-SP4 y E2-SPAC no presentaron diferencias en ninguno de los
comportamientos registrados durante el TAS (Cuadro II).

Cuadro Il. Comportamiento de borregas durante el test de aislamiento social (media
+ EE). Las borregas E2-SP4 fueron tratadas con un CIDR durante 13 dias, el que fue
retirado 24 h antes del test; E2-SP4C no recibieron ningln tratamiento.

Actividades E2-SP4 E2- SP4AC
N° total de divisiones cruzadas 56,3 £ 6,7 534+44
N° de cruces de la periferia 36,8+4,1 41,1+£29
N° de olfateos 209+3,0 23,1+3,6
N° de intentos de escape 0,2+0,1 2,4+22
N° de inmovilizaciones 319+43 321+£25
N° de eliminaciones 0,7+£0,1 0,4+0,2
N° de vocalizaciones 27,4 £ 6,6 31,776
Tiempo en la periferia (min) 7,2%0,6 79+05
Tiempo a la primera eliminacion (min) 42+15 6,9+14
Tiempo a la primera vocalizacion (min) 2,513 33x172
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Las variables fisioldgicas (concentraciones de P4 y de cortisol, glucemia, FR
y temperaturas) registradas al TAS no presentaron diferencias debidas al tratamiento,
ni interaccion entre tratamiento y tiempo. Tampoco hubo diferencias entre grupos o
interaccion en la variacion al TAS (tiempos -5 y 0) para concentracion de P4,
glucemia, FR, FC y temperaturas.

Frecuencia cardiaca

Las borregas E2-SP4 y E2-SP4C no presentaron diferencias significativas en
la FC méaxima durante el TAS, ni en el tiempo para volver a la FC observada antes
del test (Cuadro I11).

Cuadro Ill. Frecuencia cardiaca (latidos/min; media + EE) de borregas sometidas al
test de aislamiento social luego de la suspension del tratamiento con progesterona.
Las borregas E2-SP4 fueron tratadas con un CIDR durante 13 dias, el que fue
retirado 24 h antes del test; las borregas E2-SP4C no recibieron ningun tratamiento.

Frecuencia Cardiaca E2-SP4 E2- SPAC
Antes del TAS 116,8 +5,4 120+ 9,7
Maxima en el TAS 222,71+ 3,4 2264+ 2,2
Luego del TAS 203,7+7,2 202,8 + 28,9
Tiempo para volver a la FC 185+1,7 198+19

antes del TAS (min)

Frecuencia respiratoria

La FR aument6 luego del TAS (P<0,0001), y a los 10 min volvié a los
valores iniciales (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia respiratoria (movimientos/min) en borregas (media £ SEM)
antes y luego del test de aislamiento social (area sombreada). Las borregas E2-SP4
fueron tratadas con un CIDR durante 13 dias (-A-), el que fue retirado 24 h antes
del test; E2-SP4C no recibieron ningun tratamiento (-O-). ATAS: cinco min antes
del test de aislamiento social; DTAS: después del test de aislamiento social.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,0001).
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Temperaturas

Las temperaturas de la zona perineal, abdominal, cardiaca y rectal
aumentaron luego del TAS (P<0,03; Figura 18 A a D).
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Figura 18. Temperaturas de la zona perineal (A); abdomen (B); cardiaca (C); y rectal
(D) (media = EE) antes y luego del test de aislamiento social (area sombreada). Las
borregas E2-SP4 fueron tratadas con un CIDR durante 13 dias (-A-), el que fue
retirado 24 h antes del test; E2-SP4C no recibieron ningun tratamiento (-O-). ATAS:
cinco min antes del test de aislamiento social; DTAS: después del test de aislamiento
social. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,03).

Progesterona sérica

La concentracidn de P4 sérica se elevd luego del TAS en las borregas E2-SP4
y E2-SP4C (P<0,0004), y no volvié a valores iniciales a los 30 min (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion de progesterona sérica en borregas (media + EE) antes y
luego del test de aislamiento social (area sombreada). Las borregas E2-SP4 fueron
tratadas con un CIDR durante 13 dias (-A-), el que fue retirado 24 h antes del test;
E2-SP4C no recibieron ningun tratamiento (-O-). ATAS: cinco min antes del test de
aislamiento social; DTAS: después del test de aislamiento social. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,0004).

Cortisol sérico

La concentracion de cortisol aument6 luego del TAS de manera similar en
ambos grupos (P<0,0001; Figura 20), no llegando a las concentraciones basales a los
60 min. Las borregas E2-SP4 tendieron a variar mas la concentracion de cortisol
antes y después del TAS (P=0,07). Ademas, tendieron a tener una mayor area bajo la
curva que las ovejas E2-SP4C (9612,3 + 839,1 vs 8093,3 + 627,9 nmol.L™-.min™; P=
0,08).
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Figura 20. Concentracion de cortisol sérico en borregas (media = EE) antes y luego
del test de aislamiento social (area sombreada). Las borregas E2-SP4 fueron tratadas
con un CIDR durante 13 dias (-A-), el que fue retirado 24 h antes del test; E2-SP4C
no recibieron ningin tratamiento (-O-). ATAS: cinco min antes del test de
aislamiento social; DTAS: despues del test de aislamiento social. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,0001).

Glucemia

La glucemia aumento luego del TAS (P<0,0001), volviendo a los 60 min a
los valores iniciales (Figura 21).
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Figura 21. Glucemia en borregas (media + EE) antes y luego del test de aislamiento
social (area sombreada). Las borregas E2-SP4 fueron tratadas con un CIDR durante
13 dias (-A-), el que fue retirado 24 h antes del test; E2-SP4C no recibieron ningin
tratamiento (-O-). ATAS: 5 min antes del test de aislamiento social; DTAS: después
del test de aislamiento social. Diferentes letras indican diferencias significativas entre
los tiempos (P<0,0001).
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4.2.7. Discusioén

A partir de los procedimientos experimentales realizados y de las respuestas
comportamentales y fisioldgicas registradas al TAS, no pudimos confirmar nuestra
hipdtesis, aunque encontramos indicios en la direccidn de la misma. En este sentido,
las tendencias a que las ovejas tratadas tuvieran mayor cambio en la concentracién de
cortisol en el TAS y a una mayor superficie bajo la curva, lo que refleja la secrecién
total de cortisol, permite especular con que la respuesta de estrés al TAS podria ser
mayor debida a la suspension del tratamiento con P4. Al menos dos factores, el
tiempo transcurrido entre la finalizacion del tratamiento con P4 vy la realizacion del
TAS, y la magnitud de las respuestas indicadoras de estrés antes del inicio del TAS
podrian haber enmascarado las diferencias entre grupos.

El tiempo entre la remocion del tratamiento con P4 y la introduccion de los
animales en los tests de estrés o ansiedad podria ser un factor determinante en la
magnitud de las respuestas a estos estresores. En nuestro estudio sometimos a las
borregas al TAS 24 h de retirado los CIDRs, momento en que las concentraciones de
P4 ya estaban en niveles basales por alrededor de 20 h. En este sentido, en un estudio
posterior a este en que utilizamos CIDRs en terneras como forma de tratamiento de
P4 encontramos que a las 16 h de retirado los mismos hubo una mayor reactividad al
manejo humano que en terneras sin tratamiento hormonal (Magri et al. 2013).
Considerando este estudio, seria interesante someter a las borregas a un ambiente
novedoso (TAS) antes de las 24 h de retirados los dispositivos intravaginales para
determinar si en ese caso la respuesta de estrés es mayor. Si bien en trabajos
realizados en roedores se encontrd6 mayor ansiedad o respuesta de estrés al realizar
los tests a las 24 h de la ultima inyeccion o de removido los implantes de P4 (Smith
et al. 2004; Smith et al. 2007), el tipo de test y especie utilizada pueden condicionar
el tiempo que debe transcurrir entre la suspension del tratamiento con P4 y el desafio
estresante (Starkey y Bridges, 2010; Gulinello & Smith 2003; Beckley & Finn
(2007).

El estado fisiologico de las borregas antes de iniciarse el TAS podria haber
enmascarado diferencias entre los grupos. Los valores de FR y FC antes de que los
animales fueran sometidos al TAS eran al menos 45% mas elevados que los basales
normales para la especie. Asimismo, las concentraciones séricas de P4 y cortisol, y la
FR no alcanzaron los niveles basales o iniciales antes de finalizar los registros. A su
vez, las respuestas al TAS fueron mayores a las esperadas, lo que permite especular
que los animales ya tenian un nivel de estrés importante antes de entrar al TAS, lo
que podria haber impedido observar diferencias entre grupos. Para eso es necesario
considerar que los animales fueron sometidos a un manejo inhabitual (manipulacion,
sangrados y cambios de encierros). También, si bien no fue determinado mediante
ningun test (Dodd et al, 2012), las borregas demostraban tener un temperamento
nervioso, lo que es esperable con animales habituados al manejo de campo extensivo.
De todas formas es interesante que la intensidad de la respuesta permitié detectar
aumentos en la concentracion de P4 provocados por el TAS. En este sentido, Dobson
et al. (1999) encontraron que el transporte provoca un aumento en la concentracién
sérica de P4 en ovejas en anestro. En sintesis, las borregas ya demostraban un nivel
de estrés inicial importante lo que podria haber impedido detectar diferencias entre
los tratamientos.
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En conclusion, encontramos indicios de que la disminucion de la concentracion de
P4 generaria una mayor respuesta de estrés al TAS en ovejas en anestro, sin embargo
mas trabajos son necesarios para obtener conclusiones definitivas.
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5. DISCUSION GENERAL

Al estudiar los efectos del tratamiento con P4 y de la suspension del mismo
sobre la respuesta de estrés de ovejas en anestro frente a dos situaciones estresantes
(destete y TAS), se obtuvieron diferencias claras entre grupos dadas por el
tratamiento de P4 sobre la respuesta de estrés al destete; sin embargo, no se obtuvo
una diferencia clara en la respuesta al TAS luego de la suspension del tratamiento
con P4. Estos resultados concuerdan con estudios previos que demostraron que el
tratamiento con P4 reduce la respuesta de estrés o ansiedad en roedores (Barbaccia et
al. 2001). Es posible que para determinar diferencias debidas a la suspension del
tratamiento con P4 sea necesario detectar cual es el momento més adecuado entre
retirada del tratamiento y aplicacion del estresor.

Las ovejas tratadas con P4 presentaron menores respuestas fisiologicas y
comportamentales indicadoras de estrés al destete. Ademas, de acuerdo con nuestro
conocimiento esta fue la primera caracterizacion completa de las respuestas
comportamentales de las ovejas al destete. De manera general, tanto la respuesta
comportamental como la fisiolégica fueron generadoras de un importante costo
energético. Relacionado a eso, el tratamiento con P4 puede mejorar las condiciones
de salud de las ovejas luego del destete, pudiendo reducir la susceptibilidad a
enfermedades. Ademas, el hecho de que la P4 no tuvo efectos en la produccion y
composicion de la leche, peso de los corderos y comportamiento de amamantamiento
indican que las diferencias en la respuesta de estrés no fue consecuencia de un
adelantamiento del proceso de destete natural debido a una reduccion de la
produccién de leche. Al mismo tiempo, que el tratamiento con P4 en niveles lutelaes
no haya afectado la produccion y composicion de leche, demuestra que este
tratamiento puede ser utilizado en ovejas lecheras para inducir o sincronizar celos sin
perdidas en la produccion lechera.

A partir de las respuestas comportamentales y fisioldgicas registrados al TAS,
no pudimos confirmar que la suspension del tratamiento con P4 genera mayor
respuesta de estrés en borregas sometidas al TAS, sin embargo, encontramos indicios
en direccion a esta hipotesis. Por eso, si bien es una especulacién, es posible que
factores como el tiempo entre la remocion del tratamiento con P4 y la realizacion del
TAS, y la intensidad de las respuestas de los animales puedan haber enmascarado
posibles efectos del tratamiento. EI momento adecuado para introducir los animales
en los tests de estrés o ansiedad luego de la remocién tratamiento con P4 parece ser
un factor determinante en sus respuestas a estos estresores. El tipo de test y especie
utilizada también parecen ser factores a considerar para determinar el momento para
someter a los animales en los tests de estrés o ansiedad luego de suspender el
tratamiento con P4. Ademas, el manejo inhabitual que se sometieron las borregas,
bien como su temperamento, posiblemente generd6 una respuesta de estrés
maximizada al TAS.

En este trabajo se demostraron los efectos protectores de la P4 frente a la
respuesta de estrés en ovejas, aunque el periodo largo del tiempo de tratamiento
puede tornar dificil su aplicacion practica. Por ello seria interesante testar la
efectividad de tratamientos cortos, o incluso de una inyeccion Unica de P4 anterior a
la situacion estresante. También, se encontraron indicios de que la disminucion de la
concentracion de P4 genera una mayor respuesta de estrés frente a una situacion
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estresante. Ademas de proponer testar esta hipotesis en diferentes tiempos entre la
finalizacion del tratamiento con P4 y la situacién estresante, seria interesante
normalizar el estresor utilizado para evitar posibles diferencias de acuerdo a la
percepcion individual de los animales. En este sentido, una alternativa inicial para
continuar evaluando el punto seria determinar la respuesta frente a un desafio con
ACTH.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

A partir de esta Tesis se concluy6 que:

v' El tratamiento con P4 redujo las respuestas comportamentales y fisiologicas
indicadoras de estrés al destete en ovejas en anestro.

v" Encontramos indicios de que la disminucion de la concentracion de P4
generaria una mayor respuesta de estrés al TAS en ovejas en anestro.
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