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RESUMEN

El ovino es una especie gregaria, por lo que cualquier manejo que implique aislamiento del
grupo social produce una respuesta de estrés. En la hembra mamifera, el tratamiento con
progesterona, la gestacion y la etapa del ciclo estral modifica la sensibilidad a estresores.
El objetivo de esta Tesis fue comparar las respuestas comportamentales vy fisiolégicas en
ovejas en fase folicular y en fase luteal sometidas al test de aislamiento social (TAS). Se
utilizaron 20 ovejas Corriedale, las que fueron previamente sincronizadas con
prostaglandina (PGF2a), permitiendo que el TAS se realizara en ovejas en fase folicular
(n=10) y en fase luteal (n=10) simultaneamente. El TAS consisti6 en el aislamiento
individual por 10 min, en un corral de 4 m x 4 m, con el piso dividido en 16 cuadrantes y
con paredes blancas, impidiendo el contacto fisico y visual con el resto de la majada. Una
vez concluido el TAS, las ovejas fueron integradas a un corral en el que habia mas
animales de su grupo social. EI TAS se realiz6 durante 3 dias consecutivos y las
actividades de los animales fueron registradas por medio de dos camaras de video
localizadas en diferentes angulos del corral de prueba. Durante la prueba, se determiné la
cantidad de olfateos, inmovilizaciones, intentos de escape, lineas divisorias cruzadas,
vocalizaciones, eliminaciones (orina + heces), y el tiempo de permanencia en los
cuadrantes de la periferia. Se midid la temperatura rectal y superficial (zona cardiaca,
region abdominal y region del periné), la frecuencia cardiaca y respiratoria, y la
concentracion de cortisol, proteinas totales, albumina y globulinas séricas antes y después
del TAS. Las ovejas en fase folicular tendieron a vocalizar e inmovilizarse mas veces que
las ovejas en fase luteal (nimero de vocalizaciones: 7,0 + 2,5 vs 1,1 + 2,3; P=0,1 y nimero
de inmovilizaciones: 9,9 + 2,1 vs 4,4 + 2,1; P=0,1, respectivamente). Ademas, las ovejas en
fase folicular tuvieron mayor concentracién de proteinas totales (7,0 £ 0,1 g/dL vs 6,7 £ 0,1
g/dL; P=0.04) y globulinas (2,7 + 0,1 g/dL vs 2,4 = 0,1 g/dL; P=0,02, respectivamente) que
las ovejas en fase luteal. La temperatura superficial del area abdominal fue mayor en
ovejas en fase folicular que en las ovejas en fase luteal (36,3°C = 0,4 vs 35,2°C + 0,7; P=
0,05 respectivamente). Las otras variables no difirieron segun la etapa del ciclo estral.
En conclusién, las ovejas en fase folicular parecerian ser mas sensibles al aislamiento
social que las ovejas en fase luteal.



SUMMARY

Sheep are gregarious animals, thus, individual isolation from the flock provokes stress
response. In ruminants, treatments with progesterone, gestation and the stage of estrous
cycle modify the sensitivity to stressors. The aim of the present study was to compare the
behavioral and physiological responses in oestrus and dioestrous ewes submitted to Open
Field Test (OFT). The estrous cycle was synchronized with PGF2a, and thus, at the time of
the test there were ewes in oestrus (n=7) and dioestrous (n=8) simultaneously. Ewes were
individually isolated for 10 minutes in a 4 m x 4 m pen with the floor marked with 16 squares
and white walls, avoiding physical or visual contact with the rest of the social group. The
OFT was done in 3 consecutive days and all the ewes’ behaviors were video recorded with
two cameras. The number of sniffs, freezing, escape attempts, lines crossed, vocalization,
elimination (urinations + defecations) and the time that each ewe remained on peripheral
squares where determined during the test. Serum total protein, albumin, globulin and
cortisol concentrations were determined before and after the tests as well as rectal and
surface temperature (cardiac, abdominal and perineal areas), heart and respiratory rates.
Once we finished the test, ewes were left in a corral with the rest of the flock. The ewes in
follicular phase tended to vocalize and freeze more times during social isolation than
dioestrous ewes (7.0 + 25 vs 1.1 + 2.3; P=0.1 and 9.9 = 2.1 vs 44 = 2.1; p=0.1,
respectively). Follicular phase ewes had greater concentrations of total protein (7.0 + 0.08
g/dL vs 6.7 £ 0.09 g/dL; P=0.04) and globulins (2.7 £ 0.1 g/dL vs 2.4 + 0.1 g/dL; P=0.02
respectively). Surface temperature on the abdominal area tended to be greater in follicular
phase ewes than in dioestrous ewes (36.3 £ 0.4 °C vs 35.2 °C + 0.7; P= 0.05, respectively).
The other variables did not differ according oestrous-cycle stages. In conclusion, follicular
phase ewes seem to be more sensitive to social isolation than dioestrous ewes.



1. INTRODUCCION

En Uruguay, los ovinos tienen un manejo fundamentalmente extensivo con minima
intervencién humana, por lo que varias practicas realizadas en la produccién ovina pueden
ser especialmente estresantes para los animales. Estas practicas pueden ser la sefialada
(Edwars y Johnston, 1999), la castracion (Melchesy col., 2007), el destete artificial
(Orgeury col.,1999), la esquila (Carcangiuy col.,, 2008), la vacunacion, la mezcla de
animales de diferentes grupos sociales y el transporte (Orihuela y col., 2002; Burdick y col.,
2010). Ademas, algunos de estos manejos como la esquila, implican la contencion y la
separaciéon del animal de su grupo social, lo que también genera una marcada respuesta
de estrés (Carcangiuy col., 2008). Se han disefiado pruebas experimentales de
aislamiento social para estudiar la respuesta de miedo en animales de produccién, uno de
ellos es el TAS. Los efectos a este desafio fueron evaluados primariamente en roedores
(Hall, 1934), con posteriores estudios en rumiantes (Forkman, 2007; Hawken y col., 2012).

Los ovinos son una especie gregaria, por lo qgue son muy sensibles al estrés provocado por
el aislamiento social, el que provoca un fuerte impacto emocional (Price y Thos,
1980; Pierzchalay col., 2010). Ante esto, se activan el sistema simpatico y el sistema
endacrino, teniendo este Ultimo una respuesta mas lenta. En conjunto, la respuesta aguda
de estrés genera cambios fisiolégicos y comportamentales en el animal con el objetivo de
adaptarse al estresor. Por ello, se pueden evaluar los cambios fisiolégicos vy
comportamentales a partir de indicadores de estrés. El cortisol es uno de los indicadores
utilizados por excelencia en rumiantes, y debido a sus efectos hiperglicemiantes, se puede
medir, ademas, la glicemia (Cunningham y col., 2008). Dentro de los factores fisiologicos,
la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR), y la temperatura rectal y superficial son
buenos indicadores para determinar la magnitud del estrés (Squires, 2003). También se
pueden evaluar las conductas que indican miedo y estrés como son las vocalizaciones,
miccion, defecacion (Romeyer y Bouissou, 1992), inmovilizacion, olfateos, lamidos y
locomocion (Forkman, 2007).

A su vez, se ha reportado en roedores que el momento del ciclo estral puede afectar la
respuesta de estrés (Komesaroff y col., 1998). En este sentido, se ha determinado que las
diferentes concentraciones de progesterona (P4) y estrogenos (E2) modulan la intensidad
de la respuesta de estrés (Barony Brush, 1979). Esto se ha determinado en varios
trabajos, tanto en borregas (Cassarino y Magri, 2012), ovejas (Viérin y Bouissou, 2001),
terneras (Freitas-de-Melo y col., 2019), vacas (Thuny col., 1998) y mujeres (Lindheimy
col., 1992). Los metabolitos de P4 se consideran neuroesteroides que actlan como
moduladores alostéricos positivos del receptor GABAAa, produciendo efectos ansioliticos,
sedativos y anestésicos (Hawkinson y col., 1994; Crosseley, 2000). Estos
metabolitos neuroactivos de la P4 afectan la expresion génica y liberacion de la hormona
liberadora corticotropina (CRH) y por lo tanto la secrecibn de la
hormona adenocorticotropa (ACTH) y de glucocorticoides (Patchev y col., 1994). Durante
la gestacién ocurre una disminucién de la sensibilidad de los barroreceptores, asi como la
disminucion de la presion arterial debido a la accion de la P4 sobre GABA a, pudiendo
afectar la produccion de ACTH (Heeschy Rogers, 1995). Por otra parte, los maximos
niveles de E2 estan asociados con altos niveles de cortisol (Lyimoy col., 2000). Los
animales se vuelven mas sensibles a factores estresantes cuando aumentan los niveles
E2, sintetizando y liberando mayores cantidades de ACTH y cortisol (Burguess y Handa,
1992). De acuerdo con las diferencias antes mencionadas, se planted estudiar si la etapa
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del ciclo estral modifica la respuesta al estrés de aislamiento social en ovejas. Con esta
informacion se podria generar una buena herramienta para mitigar los efectos adversos de
diferentes manejos estresantes en animales de produccion, promoviendo el bienestar de
los mismos. Ademas, seria util esta informacion para poder ser tomada en cuenta durante
los protocolos de inseminacion artificial debido a la mayor vulnerabilidad que presentarian
las ovejas durante la fase folicular.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Ciclo estral

El ciclo estral es el periodo comprendido entre dos estros consecutivos (Senger, 2005),
que en las ovejas tiene una duracion promedio de 17 dias (Jainudeeny col., 1985). La
mayoria de las ovejas tienen un patron reproductivo poliéstrico estacional de dia corto,
ciclando cuando disminuyen las horas de luz (Noakes y col., 2001; Rosa y Bryant, 2003).
En Uruguay, normalmente la estacion reproductiva de los ovinos es el verano-otofio,
cuando presentan mayor fertilidad y fecundidad (Abella, 1996). Esto se debe a que la
oscuridad estimula a la glandula pineal a secretar melatonina de forma circadiana,
generando un efecto positivo cuando aumentan las horas de oscuridad en la secrecion de
la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) en el hipotalamo (Bittman y col., 1983;
Goldman, 2001). La GnRH tiene un rol central en la actividad reproductiva, actuando sobre
la hipofisis, estimulando la produccion y liberacion de la hormona foliculo estimulante
(FSH) y de la hormona luteinizante (LH), hormonas que estimulan el crecimiento y
desarrollo de los foliculos (Moenter y col., 1990), y la ovulacion. El ciclo estral puede ser
dividido en dos fases: la fase folicular, comprendida por proestro y estro con una duracion
aproximada de 4 dias, y la fase luteal, con una duracion de 12-13 dias, que incluye
el metaestro y el diestro (Noakesy col., 2001; Ungerfeld, 2002; Senger, 2005). El estro,
periodo de aceptacion del macho por parte de la hembra (Senger, 2005), tiene una
duracién de 24-36 h (Jainudeen y col., 1985); la ovulacion ocurre mayoritariamente al final
del estro (Quirke y col., 1981). En el metaestro, las células del foliculo preovulatorio dan
lugar a la formacion del cuerpo luteo, y en diestro, el cuerpo IUteo esta activo, produciendo
y secretando niveles altos de P4 (valores que varian entre 3,2 y 11,4 nmol/L en ovejas)
(Bartlewski y col.,1999; Noakes y col., 2001). Después de la ovulacion, la P4 comienza a
aumentar siendo maxima en los dias 10 a 12 del ciclo estral, manteniéndose en forma de
meseta hasta la lutedlisis (Thorburny col., 1969). Luego del diestro continua el proestro,
periodo durante el cual aumenta el crecimiento folicular y se produce la regresion del
cuerpo luteo del ciclo anterior (Noakesy col.,, 2001).La figura 1 representa
esquematicamente las variaciones de las diferentes hormonas durante el ciclo estral en
ovejas.
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo estral de ovejas y las variaciones de las
principales hormonas a lo largo del ciclo (Senger, 1999).

Durante la fase folicular predominan los E2, estando el diametro folicular relacionado
positivamente con las concentraciones circulantes de los mismos (Fierro y col., 2016). Los
E2 provocan una retroalimentacion positiva o negativa en el control de la liberacion de LH o
FSH, a partir del eje hipotalamico-hipofisario segun los niveles circulantes de P4. En la fase
folicular, los E2 tienen un efecto de retroalimentacion positiva, generando un aumento en la
sintesis y secrecion de LH, culminando con la ovulacion (Noakesy col., 2001). Por el
contrario, durante la fase luteal la retroalimentacion es negativa (Senger, 2003). Previo a la
ovulacién, el foliculo dominante ya comienza a luteinizarse para formar el cuerpo liteo, por
lo que durante la fase luteal predomina la P4 (Bartlewskiy col., 1999; Senger, 2005). La
finalizaciobn de la secrecion de estradiol tiene como consecuencia el aumento de las
concentraciones de FSH y un nuevo reclutamiento de los foliculos de la siguiente onda
folicular (Bartlewski y col.,, 1999). Al final de la fase luteal, el Utero libera PGF2-q,
promoviendo la regresion del cuerpo lateo, provocando una disminucion en la
concentracion de P4 (McCracken y col., 1972; Hansel y col., 1973).

2.2 Estrés

El termino estrés describe un estado de amenaza a la homeostasis o0 un desbalance de la
misma (Johnson y col., 1992; Sapolsky, 2004), inducidos por estimulos o eventos llamados
estresores (Pacak y Palkovits, 2001; De Kloet y col., 2005). Estos estimulos impredecibles
0 nocivos para el animal, alteran dicha homeostasis (Charmandariy col., 2005). La
respuesta de estrés es la forma que el organismo busca para restablecer la
homeostasis (Chrousos, 2009). La dimension de la respuesta de estrés se vincula con
factores del individuo como ser la experiencia previa con el estresor, el temperamento y la
apreciacion del estresor por parte del animal (McEwen y Wingfield, 2003). Los estresores
se pueden agrupar en tres categorias: a) los factores de estrés psicolégicos como miedo y
ansiedad; b) los factores de estrés que incluyen un estimulo fisico, como shock; y c)
factores de estrés que desafian la homeostasis cardiovascular tales como hemorragia y
exposicion al calor (Van de Kar y Blair, 1999). Se considera que el estrés tiene un efecto
positivo cuando permite la adaptacion del animal, pero cuando el estrés es cronico,
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puede afectar negativamente el crecimiento, la produccién, reproduccion e inclusive el
sistema inmune del animal (Dobson y Smith, 2000; Salak-Johnson y McGlone, 2007).
Frente a una situacion estresante, se activan simultineamente dos respuestas: la del
sistema nervioso autbnomo simpatico, que genera una respuesta rapida (segundos a
minutos), y la respuesta enddcrina, que tarda un poco mas (minutos a horas), pero sus
efectos persisten por mas tiempo (Charmandari y col., 2005).

2.3 Situaciones estresantes

En los sistemas de produccion ovina existen varias practicas de manejo que pueden
afectar negativamente al animal generando una respuesta de estrés (Moberg,
2000; Burdicky col., 2010). Algunas de las practicas estresantes frecuentemente
realizadas son la sefalada (Edwards y Johnston, 1999), la castracion (Melchesy col.,
2007), el destete (Orgeur y col., 1999), la esquila (Carcangiu y col., 2008), la vacunacion, la
mezcla de animales de diferentes grupos sociales, la exposiciébn a un nuevo ambiente
(Moberg y col., 1980) y el transporte (Orihuela y col., 2002). El ovino es una especie
gregaria lo que determina que cualquier manejo que implique la separacion de la majada
genere una marcada respuesta de estrés (Price y Thos, 1980). EI TAS implica la
introduccién de un animal en un area novedosa donde no tienen contacto visual, olfativo o
auditivo con el resto de la majada. Esto genera miedo, reflejado por el aumento de las
vocalizaciones, miccion, defecacion, y un aumento de la actividad locomotora (Forkman y
col, 2007).

Como mencionamos anteriormente, hay varias practicas que implican la separacién del
animal tanto de su madre como del resto de la majada. Cuando los corderos son
destetados artificialmente se genera un estrés emocional muy marcado, no solo debido a la
pérdida de la madre, sino también por el estrés nutricional generado (Napolitano y col.,
2008; Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016b; Davila y col.,, 2019). Al momento de la
separacion hay un aumento marcado de las vocalizaciones por parte de la oveja y de su
cria con mayor frecuencia de costeo sobre el alambrado (Orgeur y col., 1999; Davila y col.,
2019; Iwanka, 2019), indicando una marcada respuesta de estrés tanto en las ovejas como
en los corderos. Otra actividad muy frecuente en nuestro sistema de produccion ovina es la
castracion al momento de la sefialada, donde los machos responden a la agresién con un
aumento del cortisol independientemente del método utilizado (quirdrgico o gomas)
(Shutt y col., 1988; del Campo y col., 2009-2010). Otro ejemplo es la esquila, que presenta
diferentes componentes estresantes, tales como el movimiento de animales, inmovilizacion
y aislamiento social (Carcangiu y col., 2008). Ademas, se suman el estrés térmico, por la
pérdida de lana y las temperaturas invernales (Cornery col., 2007). En condiciones
extensivas de produccion ovina, es frecuente que los animales sufran estrés crénico por
factores ambientales tales como temperaturas extremas, alta humedad ambiental, vientos
fuertes (Silanikove, 2000), sonidos u olores desconocidos (Griffin, 1989) y estados de
subnutricion (Freitas-de-Melo y col., 2018). También, el pastoreo en areas con alta
poblacién de predadores provoca un constante estrés agudo o crénico (Grandin, 1998),
manifestado por la disminucion de las tasas reproductivas (Widman y col., 2017).
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2.4 Respuesta aguda de estrés

Como se mencion6d anteriormente, frente a una situacibn estresante, se activan
simultdneamente dos respuestas independientemente del tipo del estresor: la del sistema
nervioso auténomo simpatico y la del sistema endocrino (Kvethanskyy col.,
1997; Komesaroff y col., 1998). La activacion del sistema nervioso simpatico provoca la
liberacién de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) al torrente sanguineo a partir de
células que se encuentran en la médula de las glandulas adrenales (Cunningham y col.,
2008). Las principales respuestas durante la fase aguda son fisiolégicas vy
comportamentales, como por ejemplo el aumento del estado de excitacion, alerta y
vigilancia del animal, asi como la temperatura corporal, la frecuencia respiratoria y cardiaca
(Cunningham y col.,, 2008; Sabban, 2010). La expresion del miedo por parte de los
animales puede ser demostrada a través del ataque, huida, escape o inclusive
inmovilizacion (Forkman y col., 2007). Ademas, las catecolaminas generan la movilizacion
de reservas energéticas, aumentando la degradacién de glucégeno y la lipdlisis con el fin
de aumentar la generacion de energia por los tejidos del organismo (Cunningham y col.,
2008; Pacak y McCarty, 2010). Por otro lado, durante la activacion del sistema enddcrino,
se libera CRH junto con la vasopresina (AVP) en el hipotdlamo, estimulando a la hipofisis a
secretar ACTH al torrente sanguineo, esta hormona se une a receptores en la corteza de
las glandulas adrenales, estimulando la produccion de glucocorticoides (Matteriy col.,
2000), siendo el cortisol el principal glucocorticoide secretado en ovinos (Bush y Ferguson,
1953). Cuando hay altos niveles de glucocorticoides en sangre ocurre una
retroalimentacion negativa, suprimiendo la secrecion de CRH, AVP y ACTH (Herman y col.,
1996) (Figura 2).

Retroalimentacion
negativa

Hipotalamo

Pituitaria

Adrenal

Eje HPA CORTISOL

Figura 2. Activacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal con la subsiguiente liberacion de
cortisol desde la corteza adrenal durante la respuesta de estrés.

Link: https://www.westonaprice.org/es/health-topics/el-eje-hpa-hipotalamo-pituitaria-
adrenal/
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2.5 Respuesta cronica de estrés

La respuesta de estrés pasa a ser cronica cuando los individuos son expuestos a
estresores de manera continua o intermitente por periodos largos de tiempo (desde dias a
semanas). Las altas concentraciones de glucocorticoides por tiempos prolongados generan
repercusiones negativas en los animales, pudiendo disminuir el apetito (Selye,
1976; Charmandariy col., 2005) y suprimir el sistema inmunologico predisponiendo al
animal a contraer enfermedades (Salak-Johnson y McGlone, 2007). También se reduce el
comportamiento sexual, inhibiendo la aparicion del estro o retardandolo (Ehnert y Moberg,
1991, Sapolsky y col., 2000). Debido a estos cambios es frecuente que el individuo pierda
calidad y cantidad de lana o pelo, disminuya su peso y su eficiencia reproductiva (Freitas-
de-Melo y Ungerfeld, 2016b). Sin embargo, el estrés cronico no siempre es suficientemente
intenso como para generar un efecto negativo sobre el ciclo estral (Baron y Brush, 1979).
En sintesis, la respuesta adaptativa al estrés permite al animal adaptarse por un periodo
corto de tiempo para aumentar sus probabilidades de sobrevivir (Moberg,
2000; Charmandari y col., 2005); sin embargo, cuando el estresor se mantiene en el tiempo
el resultado puede ser negativo para el animal.

2.6 Indicadores de estrés

Debido a que la respuesta de estrés genera cambios comportamentales vy fisioldgicos, es
posible utilizar dichos parametros para estudiar la existencia de estrés en los animales. En
los ovinos, los cambios comportamentales como aumento de la locomocion, de las
vocalizaciones, miccion y la defecacién, son usados comunmente como indicadores de
estrés (Romeyer y Bouissou, 1992; Forkman, 2007). También se puede tener en cuenta el
aumento de la FC, FR y de la temperatura corporal debido a que son estudiadas para
evaluar la magnitud de la respuesta de estrés. Por ejemplo, en ovejas ocurre un aumento
en la temperatura después del TAS (Pedernera-Romano y col., 2010), y en carneros
sometidos a electroeyaculacion hay un aumento en la frecuencia cardiaca y respiratoria
(Damian y Ungerfeld, 2011). Otro indicador de estrés mas frecuentemente utilizado es
la variacion en la concentracion de glucocorticoides (Griffin, 1989) y conjuntamente, se
podria observar el aumento en la concentracién de glucosa en sangre (Pierzchalay col.,
2010). Bajo situaciones estresantes se producen modificaciones en las concentraciones de
proteinas séricas, tales como proteinas totales, albamina y globulinas
(Abrahamy Touron, 2014). Por ejemplo, en ovejas al momento del destete hay una
disminucién de proteinas totales y globulinas y un aumento en la albimina (Barbieri y col.,
2016; Freitas-de-Melo y col.,, 2016a). Por lo tanto, es oportuno utilizar diferentes
indicadores de estrés, tanto comportamentales, fisioldgicos y endocrinos para estudiar la
respuesta de estrés ya que la misma puede variar dependiendo del tipo de estresor
aplicado.
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2.7 Factores que influyen en la respuesta de estrés

Si bien se ha determinado que la secrecion de cortisol varia dentro de cierto rango y es
liberada de forma circadiana a lo largo del dia (Meij y Mol, 2008), las concentraciones de
glucocorticoides en sangre también tienen variacion individual entre animales sin que los
animales estén bajo estimulo de un estresor (Buckingham y col., 1978). Esto se debe a sus
diferencias genéticas y experiencias previas, asi como también al tipo de estresor y su
percepcion al mismo (McEwen y Wingfield, 2003; Cockram, 2013). El momento del dia
influye sobre la respuesta de estrés ya que, por la mafiana, en ratas hay mayor secrecion
de CRH (Hiroshige y Wada-Okada, 1973). A su vez, ovejas que estan en fase folicular
presentan mayor concentracién de cortisol por la mafiana que las ovejas en fase luteal
(Pinto-Santini y Ungerfeld, 2019). El temperamento es otro factor que afecta la respuesta
de estrés en los animales (Burdick y col., 2010), ya que las ovejas nerviosas sometidas a
aislamiento tienen mayor concentracion de cortisol que las ovejas calmas (Hawken y col.,
2012).

Cuanto mas reiteradas sean las exposiciones al mismo factor estresante, mas lentamente
responde el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), ya que el animal conoce al estresor
y estd mas adaptado al mismo (Pacak y McCarty, 2010). Al retirar ovejas del mismo rebafio
muchas veces, hay menos manifestaciones comportamentales y endocrinas en su
transcurso (Guesdon y col., 2012). De lo contrario, silos animales son expuestos a un
ambiente novedoso con la presencia de una persona desconocida, estas manifestaciones
se hacen mayores que con la ausencia de la misma (Price y Thos, 1980). Asimismo, hay
cierto factor de adaptabilidad frente al mismo evento estresante que varia segun el sexo
del animal, debido a los esteroides gonadales circulantes (Pacak y McCarty, 2010). Las
hembras, tanto ratas como ovejas, producen un aumento mucho mas marcado de
corticosterona y cortisol respectivamente, que los machos (Kitay, 1963; Handay col.,
1994; Canny y col., 1999; Van Lier y col., 2003a). Ademas, las ovejas enteras muestran
una respuesta al estrés mayor que ovejas ovariectomizadas (Van Lier y col.,
2003b). Ademas de los factores mencionados previamente, la edad del animal juega un rol
importante. Por ejemplo, los corderos separados de su madre a los 2 dias de vida
presentan significativamente mayor concentracion de cortisol en sangre que corderos de
28 dias de vida, teniendo baja capacidad para adaptarse al estrés emocional (Napolitano y
col., 2008). Los corderos son considerados la categoria que mas se estresa por ser mas
reactivos y temerosos que las ovejas adultas (Dwyer, 2004). Las ovejas primiparas
reaccionan de manera diferente al parto que las multiparas (Dwyer, 2003), probablemente
porque ven a la nueva cria como algo extrafio actuando como una posible fuente de miedo
(Gonzélez-Mariscal y col., 2017). Cuando las madres gestantes sufren eventos estresantes
en el Ultimo tercio de la gestacién, esto se ve posteriormente reflejado en la cria, que
secreta niveles basales de cortisol mas elevados y presentan menores manifestaciones de
miedo (mayor exploracion) que las que no sufrieron ese evento (Roussely col.,
2004). Segun Grandin (1997), el hecho que un novillo tenga pocas experiencias de manejo
humano predispone a que sean mas temerosos y, por ende, mas susceptibles de
estresarse en esa situacion. También se ha visto que los terneros criados individualmente
son mas temerosos que los terneros criados en grupo, ya que demuestran mas signos de
miedo al entrar en contacto con animales desconocidos 0 en un ambiente novedoso
(Jenseny col., 1997).
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2.8 Influencia de los estrogenos, de la progesterona y de la etapa del ciclo estral sobre
la respuesta de estrés

Como se menciond anteriormente, las concentraciones de E2 y P4 varian a lo largo de las
diferentes fases del ciclo estral. A su vez, la concentracion de estas hormonas puede influir
sobre la respuesta de estrés. Se ha reportado que, en el primer dia del ciclo estral, cuando
la concentracion de E2 es maxima y la de P4 es minima, aumenta la glucosa plasmatica
relacionada con un aumento del cortisol (Sosa y col., 2013). Cuando la vaca esta en celo,
los niveles séricos de cortisol también estan en su maximo nivel (Lyimo y col., 2000). En
ovejas, las glandulas adrenales presentan receptores para estrégenos, siendo la cantidad
de estos mayores en la fase folicular que en la luteal (van Lier y col., 2003a). El animal se
vuelve mas sensible a factores estresantes con el aumento de E2, teniendo como
consecuencia una mayor sintesis y liberacion de ACTH vy cortisol (Viau y Meaney,
1991; Burguess y Handa, 1992; Sosa y col., 2013).

Por otro lado, un tratamiento con P4 puede atenuar las respuestas fisiologicas y
comportamentales indicadoras de estrés en rumiantes. Esto se debe a que la P4 unida a
proteinas hidrosolubles puede atravesar la barrera hematoencefalica y reducir los efectos
excitatorios producidos por los receptores de neurotransmisores serotoninérgicos
nicotinicos  (Valera 'y col, 1992, Freitas-de-Melo  y Ungerfeld,  2016a).
Complementariamente, la P4 presenta efectos a nivel del sistema nervioso central a partir
de los metabolitos neuroactivos, la allopregnanolona y la pregnanolona, que muestran alta
afinidad por el receptor GABA.. Estos metabolitos son los que generan los efectos
ansioliticos e hipnéticos disminuyendo la percepcion del animal al estresor (Majewska y
col., 1986; Barbaccia, 2001; Akk y col., 2007) y también disminuyen la expresién génica y
liberacién de la CRH, con consecuente disminucion de la secrecion de glucocorticoides
(Patchev y col., 1994).

Hoy en dia es comun realizar inseminacion artificial en ovinos, para ello se realizan
tratamientos hormonales en los animales para sincronizacion de los celos. Entre los
tratamientos realizados, se utilizan dispositivos intravaginales que liberan progesterona
similar a la natural (CIDR) de modo de simular el cuerpo liteo logrando una concentracion
maxima de P4 sérica a las 2 horas de colocado el mismo (Vilarifio y col., 2010). En este
sentido, se evaluo el comportamiento de las ovejas con este dispositivo al momento del
destete y se observd una disminucion en la frecuencia de costeo y en la cantidad de
vocalizaciones en comparacion a las ovejas control (Freitas-de-Melo y col., 2013). El
tratamiento con CIDR en terneras generd una menor distancia de fuga al humano en
comparacion con las que no se les coloco el CIDR (Freitas-de-Melo y col., 2019). El uso de
este tipo de dispositivos seria una buena herramienta para mitigar los efectos adversos del
estrés al destete, pero dado que este tratamiento no es viable econémicamente ni por
cuestiones de manejo, la aplicacion de una unica inyeccién de P4 (50 mg) al destete en
ovejas en anestro podria ser una buena alternativa, ya que también disminuye la
frecuencia de costeo y aumenta el tiempo de rumia (Aramburu y col., 2016). Las ovejas
prefiadas, y por lo tanto con altas concentraciones de P4, reaccionan menos cuando se
someten al aislamiento social que las ovejas vacias, mostrando menos conductas
relacionadas con el miedo (Viériny Bouissou, 2001). Asimismo, Barbieri y col., (2016)
observaron que luego de la esquila de ovejas prefiadas y vacias, algunas respuestas de
estrés como la concentracion de cortisol, tiempo caminando y pastoreando fueron menos
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pronunciadas en las ovejas gestantes. A modo de resumen, los E2 sensibilizan al animal
frente a los factores estresantes (Charmandari y col., 2005), mientras que la P4 disminuye
la percepcion al factor estresante (Akk y col., 2007).

Existen escasos estudios publicados en rumiantes sobre los efectos de la etapa del ciclo
estral sobre la respuesta de estrés (Komesaroff y col., 1998; Orihuela y col., 2002; Uribe-
Velazquez y col., 2010), siendo que la mayoria de los trabajos publicados fueron realizados
en roedores. Las ratas a diferencia de los ovinos presentan mayores concentraciones de
ACTH y de corticosterona durante el proestro que durante las otras fases del ciclo estral
(Pollard y col., 1975; Phillips y Poolsanguan, 1978). Kitay y col. (1971) demostraron que los
E2 estimulan la sintesis y liberacion de ACTH, lo que explicaria los niveles altos de
corticosterona en el proestro, por lo que, si se aplica un estresor en esta etapa, ocurre un
aumento de corticosterona mayor que en otras etapas del ciclo (Pollardy col.,
1975; Viau y Meaney, 1991). El aumento de ACTH se ve también durante el estro, pero va
disminuyendo significativamente en el diestro (Critchlow y col., 1963), siendo la respuesta
simpatica menos intensa en esta ultima fase (Marcondes y col., 2002). En perras sucede lo
mismo: los valores de ACTH son mayores durante el proestro y como consecuencia, hay
mayores niveles de cortisol durante el estro, disminuyendo las concentraciones de ambas
hormonas en el diestro (Gallelli y col., 2015). Esto demuestra la accion estimulatoria que
tienen los E2 sobre la produccién de ACTH (Gallelli y col., 2005). En yeguas, al igual que
en ovinos, ademas de haber pocos trabajos publicados, no se encontré diferencias
comportamentales segun la etapa del ciclo estral (Hedberg y col., 2005).

Las ovejas ciclicas presentan menor concentracion de cortisol que las ovejas en anestro
(Abrahamy Touron, 2014). Sin embargo, esto cambia si las ovejas en anestro son tratadas
con P4 ya que, al retirar el CIDR, disminuyen las concentraciones de P4 presentando una
mayor respuesta de estrés al aislamiento social (Freitas-de-Melo y col., 2016c). Las
concentraciones de cortisol en el plasma son mayores durante el celo, cuando las
concentraciones de E2 son maximas y la P4 se encuentra en niveles basales (Sosa y col.,
2013).
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3. HIPOTESIS

La etapa del ciclo estral de la oveja modifica la respuesta de estrés al aislamiento social.

4. OBJETIVOS
General

Determinar si la etapa del ciclo estral influye sobre la respuesta al estrés provocada por el
aislamiento social en ovejas.

Especificos

Comparar la respuesta al aislamiento social de ovejas en fase folicular y en fase luteal en
términos de:

1. numeros de olfateos, inmovilizaciones, intentos de escape, lineas cruzadas, nimero
de vocalizaciones, eliminaciones (orina y heces) y el tiempo en la periferia durante el
aislamiento social.

cambios en la frecuencia cardiaca y respiratoria y temperatura corporal.

cambios en las concentraciones de proteinas totales, albumina y globulinas, cortisol
y glucosa.

w N
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de estudio, animales y manejo

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por la Comision de Etica en
Uso de Animales (CEUA) de la Facultad de Veterinaria. El trabajo experimental se realizé
en el Campo Experimental N°1 de la Facultad de Veterinaria, Migues, Canelones, Uruguay,
durante la estacion reproductiva (marzo). Para el estudio se utilizaron 20 ovejas Corriedale,
multiparas que se encontraban pastoreando campo natural, con acceso a sombra y agua.
Se sincronizé el ciclo estral de las ovejas con dos dosis de un analogo de PGF2-alfa (10
mg, Dinoprost tromethamine, Lutalyse, Pfizer, Kalamazoo, MI,
EUA) intramuscular, separadas por 10 dias entre si. Se separd la administracién de la
PGF2-alfa entre ovejas de forma de lograr tener 10 ovejas en estro (grupo fase folicular:
GFF) y 10 en diestro (grupo fase luteal: GFL; dias 9-10 poscelo) en forma simultdnea. Se
controlé la manifestacion de celo dos veces por dia durante 30 min (7:30 h y 18:00 h
respectivamente), identificando y destinando a las ovejas que estaban marcadas a un
piquete diferente de las otras ovejas del grupo. Para ello, se utilizaron como marcadores 2
capones androgenizados con testosterona (200 mg, ciclopentilpropionato de testosterona y
20 mg lidocaina base porcc, testosterona ultra lenta fuerte, Dispert, Montevideo,
Uruguay) intramuscular. Inmediatamente antes de liberar los capones con el lote de ovejas
se pintaron los mismos con polvo de color. Los capones descansaban durante el dia y
permanecian con las ovejas desde las 18:00 h hasta las 7:30 h.

5.2 Test de aislamiento social

El TAS se realiz6 por la mafiana (8:00-10:00) durante tres dias consecutivos, alternando en
cada dia las ovejas que estaban en fase folicular y en fase luteal exponiéndolas una Unica
vez al TAS. La estructura del TAS fue armada dentro de un lugar cerrado y techado
(galpon), para minimizar el contacto de las ovejas con el exterior. Las ovejas se aislaron de
manera individual durante 10 min en un area de 4 m x 4 m, con el piso dividido en
cuadrantes de 1 m x 1 m y con paredes blancas de 2 m de altura que les impedia ver hacia
el exterior. Durante el TAS no permanecié ninguna oveja ni persona a menos de 20 m, las
actividades de los animales fueron registradas por medio de dos camaras de video
localizadas en diferentes angulos del corral de prueba. Se realizaron registros
comportamentales durante el TAS, incluyendo la cantidad de olfateos, inmovilizaciones,
intentos de escape, lineas divisorias cruzadas, vocalizaciones, eliminaciones (orina y
heces) y el tiempo de permanencia en los cuadrantes de la periferia. Al registrar las lineas
cruzadas y el tiempo en la periferia, consideramos que el animal estaba en un determinado
cuadrante cuando sus dos miembros anteriores estaban dentro del mismo. Al finalizar la
prueba, las ovejas eran integradas a un corral en el que habia otras ovejas de la misma
majada para evitar que quedaran solas.

5.3 Frecuencia cardiaca y respiratoria y temperatura corporal

Dichos parametros se tomaron 5 min antes del TAS (tiempo -5), al salir de la prueba
(tiempo 0), a los 10 y 20 min posteriores. La FC se obtuvo mediante auscultacion de la
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zona cardiaca y la FR fue registrada por contaje de los movimientos toracicos durante un
minuto. La temperatura rectal fue tomada con un termometro digital y las
temperaturas superficiales fueron tomadas con un termémetro laser en diferentes zonas
sin lana, zona cardiaca, region abdominal y region del periné.

5.4 Obtencion de muestras de sangre

Las muestras sanguineas fueron colectadas por puncion de la vena yugular en tubos
con iodoacetato y heparina (Eurotubo, Deltalab, Rubi, Espafia) y sin anticoagulantes en los
tiempos -5, 0, 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Estas muestras fueron inmediatamente
centrifugadas durante 10 min, a una velocidad de 1500 g. Una vez obtenidos el suero y el
plasma se congelaron a -20 °C hasta realizar las mediciones posteriores.

5.5 Medicion de cortisol y progesterona

La determinacion del cortisol sérico fue realizada en el Laboratorio de Endocrinologia y
Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay) con
un kit comercial de radioinmunoanalisis (CORT-CT2, Cisbio Bioassays, Francia). La
sensibilidad analitica del ensayo fue de 6,6 nmol/L y el coeficiente de variacion intra-
ensayo fue de 15.96%.

Las concentraciones plasmaticas de P4 fueron medidas utilizando un kit de
radioinmunoanalisis de fase sélida que contenia tubos recubiertos de anticuerpos y
marcados con & progesterona (ImmuChem TM Coated Tube Progesterone,
ICN Pharmaceuticals, Inc. Diagnostics Division Costa Mesa, CA, EUA). La sensibilidad de
la mediciony el coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 85 % y 0,02 ng/mL,
respectivamente. Las concentraciones de P4 fueron utilizadas para corroborar que la oveja
estuviera en la fase folicular o luteal (fase folicular: concentraciones debajo de 0,5 ng/mL;
fase luteal: concentraciones por encima de 1 ng/mL). Los datos de dos ovejas del grupo de
fase luteal fueron eliminados debido a que sus concentraciones de P4 eran de 0,58
ng/mL y 0,64 ng/mL.

5.6 Medicion de proteinas totales, albumina y glucemia

Las proteinas totales, la albumina y la glucemia fueron medidas utilizando un kit comercial
(Bio-Systems, Barcelona, Espafa). Se estimaron las globulinas a partir de la diferencia
entre proteinas totales y albumina.

5.7 Analisis estadisticos

Las variables que diferian de la distribucion normal (Shapiro-wilk test: P< 0,05) tales como
los nimeros de inmovilizaciones e intentos de escape fueron comparados entre grupos por
el test de Mann-Whitney. La cantidad de olfateos, lineas cruzadas, numero de
vocalizaciones, eliminaciones y el tiempo de permanencia en la periferia se distribuyeron
de forma normal (Shapiro-wilk test: P> 0,05) y fueron comparadas utilizando un modelo
mixto (mixed proc de SAS University Edition). En el modelo se incluyé como efecto fijo la
etapa del ciclo estral (efecto grupo) y como efecto aleatorio los animales y el dia de
realizada la prueba. También se utilizé el modelo mixto del SAS para comparar entre
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grupos la frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura cardiaca, abdominal, perineal y
rectal, las proteinas totales, albumina, globulinas, glicemia y cortisol. Se consider6 como
efecto fijo el tiempo, el grupo y la interaccion entre el grupo y el tiempo; y como efectos
aleatorio los animales y el dia de realizado el test. Todos estos datos son presentados
como LSmeans + EEM. Consideramos que hubo un efecto cuando P < 0,05 y una
tendencia cuando 0,05 < P <0,1. No se consideraron los datos de comportamiento de tres
ovejas en fase folicular, ya que se perdieron estos videos.
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6. RESULTADOS

6.1 Parametros comportamentales

Las ovejas GFF tendieron a vocalizar mas veces y a estar una mayor cantidad de veces
inméviles que las GFL (P=0,10 para ambos comportamientos: Tabla). No hubo diferencia
entre grupos en los demas comportamientos registrados durante el TAS. No hubo registros

de intentos de escape.

Tabla 1 Efecto del test de aislamiento social (TAS) sobre el comportamiento (media £

EEM) de ovejas en celo (GFF; n=7) y en fase luteal (GFL; n= 8).

Actividades GFF GFL P

N° de olfateos 16,4+52 153%49 0,80
N° de inmovilizaciones 99+21 44+21 0,10
N° total de divisiones 39,3+92 352+8,6 0,70
cruzadas

N° de vocalizaciones 70£25 1,08 +2,3 0,10
N° de eliminaciones 15+0,5 2,7+0,5 0,14
Tiempo en la periferia (seq) 8,7+0,9 8,6+0,8 0,90

6.2 Parametros fisiolégicos

6.2.1 Frecuencia cardiaca y respiratoria

No hubo efecto de grupo, ni interaccién entre grupo y tiempo. Sin embargo, la FC y la FR
cambiaron con el tiempo (P<0,0001 y P=0,02 respectivamente). La FC alcanz6 sus valores
maximos al finalizar el TAS (P<0,0001), y volvié a los valores iniciales a los 20 min (P
<0,0001) (Figura 3A). La FR aument6 a los 10 min luego del TAS (P=0,01), sin volver a los
valores iniciales a los 20 min de finalizado el TAS (Figura 3B).
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Figura 3. Frecuencia cardiaca (A) y respiratoria (B) en ovejas en fase folicular (-e-) y en
fase luteal (-m-), desde 5 minutos antes de ingresar al test de aislamiento social (TAS)
hasta 20 minutos después de salir del mismo. Diferentes letras indican diferencias
significativas entre los tiempos (P < 0,03).

6.2.2 Temperaturas superficial y rectal

La temperatura de la region abdominal fue mayor en las ovejas GFF que en las ovejas GFL
(36,3 £ 0,4 °C vs 35,2 + 0,4 °C; P=0,05, respectivamente). No hubo efecto del tiempo ni
interaccion entre grupo y tiempo en la temperatura abdominal (Figura 4A). No se detecto
ningun efecto en la temperatura de la zona cardiaca. La temperatura rectal cambi6 con el
tiempo (P<0,0001), aumentando inmediatamente luego del TAS (P<0,0001), y a los 20 min
no habia regresado a los valores iniciales. No hubo efecto grupo ni interaccion entre grupo
y tiempo en temperatura rectal (Figura 4B).
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Figura 4 Variacion de la temperatura de la region abdominal, zona cardiaca y rectal en
ovejas en fase folicular (-e-) y en fase luteal (-m-), desde 5 minutos antes de ingresar al test
de aislamiento social (TAS) hasta 20 minutos después de salir de la misma. Diferentes
letras indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,0001).
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6.3 Parametros bioquimicos

Proteinas séricas

Las concentraciones de proteinas totales y de globulinas fueron mayores en las ovejas
GFF que en las GFL (proteinas totales, GFF: 7,0+ 0,1 g/dL vs GFL: 6,7 £ 0,1 g/dL;
P=0,04 y globulinas GFF: 2,7 £ 0,1 vs GFL: 2,4 £ 0,1 g/dL; P=0,02 respectivamente). Las
concentraciones de proteinas totales y de globulinas cambiaron con el tiempo (P= 0,0002 y
P=0,0004, respectivamente). Ambos grupos de ovejas disminuyeron las concentraciones
de proteinas totales (P<0,0001) y globulinas (P=0,003) a los 30 min de realizado el TAS.
Sin embargo, no hubo interaccion entre grupo y tiempo para las concentraciones de
proteinas totales y globulinas (Figura 5A y B).

La concentracién de albumina varié con el tiempo (P=0,042). Hubo una disminucion en la
concentracion de albamina a los 30 min luego del TAS (P=0,013), la que se mantuvo
disminuida hasta los 120 min de realizado el TAS (Figura 5C). No hubo efecto de grupo ni
interaccion grupo y tiempo en la concentracion de albumina.
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Figura 5. Las concentraciones de (A) proteinas totales, (B) globulinas y (C) albimina desde
5 minutos antes de ingresar al test de aislamiento social (TAS) hasta 120 minutos después
de salir de la misma en ovejas en fase folicular (-#-) y en fase luteal (-m-). Diferentes letras

indican diferencias significativas entre los tiempos (P<0,04).

6.4 Cortisol y glicemia

Las concentraciones de cortisol variaron con el tiempo (P <0,0001). Las ovejas GFF y GFL
alcanzaron sus niveles maximos de cortisol inmediatamente luego de salir del TAS (P
<0,0001), llegando a sus niveles basales a los 120 min (P <0,0001). No hubo efecto grupo

ni interaccion entre grupo y tiempo (Figura 6).
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Figura 6. Concentraciones de cortisol en ovejas en fase folicular (-#-) y en fase luteal (-m-),
desde 5 minutos antes de ingresar al test de aislamiento social (TAS) hasta 120 minutos
después de salir del mismo. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los

tiempos (P<0,0001).
Para la glicemia no hubo efecto grupo, tiempo ni interaccidén grupo y tiempo (Figura 5).
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Figura 7. Variacion de la glicemia en ovejas en fase folicular (-¢-) y en fase luteal (-m-),
desde 5 minutos antes de ingresar al test de aislamiento social (TAS) hasta 20 minutos
después de salir de la misma. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los

tiempos (P=0,6).
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7. DISCUSION

En este trabajo se observo que las ovejas en fase folicular tendieron a presentar mayores
cambios comportamentales (nUmero de vocalizaciones e inmovilizaciones) durante el test
de aislamiento social que las ovejas en faseluteal. En ovinos, el aumento de las
vocalizaciones, la locomocion y el nimero de divisiones cruzadas son considerados como
los principales indicadores de estrés al aislamiento social (Viériny Bouissou,
2001; Guesdony col., 2015). Por lo tanto, la tendencia encontrada a favor de ovejas GFF
aportan indicios de que las ovejas en fase folicular podrian ser mas susceptibles a
estresarse mas con el aislamiento social que las ovejas en fase luteal. Esta diferencia
podria estar explicada por los cambios en las concentraciones de E2 y P4, ya que tanto en
roedores (Buckingham vy col.,, 1978;Cavigelliy col., 2005), como en ovejas
(Cassarinoy Magri, 2012; Freitas-de-Melo y col., 2016a) se ha reportado que dichas
hormonas influyen en la respuesta de estrés. En efecto, en ratas, la disminucion en la
concentracion de P4 plasmatica y el aumento en la concentracion de E2 se asocian con
una mayor respuesta de estrés (Butchery col., 1974; Viau y Meaney, 1991). Si bien no se
han encontrado diferencias en la respuesta de estrés en ovejas en diferentes fases del
ciclo estral (Orihuelay col., 2002), las ovejas prefiadas, y por lo tanto con altos niveles de
P4, son menos temerosas al aislamiento social que las ovejas vacias (Viérin y Bouissou,
2001). Ademés, se ha determinado que la administracion crénica o aguda de progesterona
disminuye la respuesta comportamental y/o fisiolégica indicadora de estrés al destete en
ovejas (Freitas-de-Melo y col., 2013; Aramburu y col., 2016) y en terneras determina una
menor reactividad a diferentes manejos productivos (Freitas-de-Melo y col., 2019). Por lo
tanto, en esta tesis, las altas concentraciones E2 durante el celopueden explicar la
tendencia a presentar una conducta diferente asociada a su estado fisiolégico.

En este sentido, esta tendencia al aumento de vocalizaciones e inmovilizaciones puede ser
un efecto directo de la etapa del ciclo estral debido especialmente a la accion de los E2.
Las ovejas proximas al celo tienden a aumentar la actividad locomotora (Da Costay col.,
2004), vocalizar mas, a separarse del grupo y permanecer inméviles durante la
estimulacién del macho (Hurnik, 1987). Ademas, la fase del ciclo estral influye sobre las
variaciones circadianas de cortisol, observandose un mayor aumento en la concentracién
de cortisol durante la mafiana en ovejas en fase folicular que ovejas en fase luteal (Pinto-
Santini y Ungerfeld, 2019). Esto podria explicar la diferencia tendencial en la conducta
encontrada en el GFF.

Cuando se activa la respuesta de estrés, hay un aumento de la temperatura rectal y
corporal asociado a un aumento de la frecuencia respiratoria como forma de disipar ese
calor (Al-Haidary, 2004), ya que estos cambios fisiolégicos son necesarios para prevenir la
hipertermia (Lowe y col., 2001). Debido a la redistribucion distribucion del flujo sanguineo
se tomé la temperatura superficial en la zona cardiaca, abdominal y periné, ya que son
zonas donde no interfiere la lana para realizar estas mediciones. Por otro lado, esta
reportado que la temperatura rectal y vaginal son mayores en las ovejas en estroque en
ovejas en fase luteal (Barros de Freitas y col.,, 2018) y en forma similar, previo a la
ovulacién aumenta la temperatura vaginal en vaquillonas (Moshery col., 1990; Talukdery
col.,, 2015). En este sentido, y a pesar que no se presentaron diferencias a nivel de la
temperatura rectal, la temperatura en la regién abdominal fue mayor para el GFF que el
GFL previo al TAS (min -5) lo que nos hace atribuirlo a un efecto directo del celo.
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Las mayores concentraciones de proteinas totales y globulinas observadas en las ovejas
del GFF estaria explicada por diferencias basales en la etapa del ciclo estral. Las ovejas
ciclando presentan modificaciones en las concentraciones de proteinas séricas en
comparacion con las ovejas en anestro (Abrahamy Touron, 2014), determinado también en
otras especies, como vacas (Virmaniy col., 2011) y bufalas (Kalsotray col., 2010). Con la
aplicacion del TAS hubiésemos esperado la disminucién de las proteinas totales y
globulinas, por lo que consideramos que el aumento encontrado pudo estar influenciado
por un menor consumo de agua en las ovejas del GFF (Jaber y col., 2004).
Probablemente, ademas, la disminucion de las proteinas totales después de salir del TAS y
la variacion a lo largo del experimento se deba a los efectos del cortisol sobre el
catabolismo de las proteinas (Marai y col., 2007). La mayor concentracién de globulinas en
ovejas del GFF podria deberse a que, en mamiferos, el aumento de la temperatura
corporal mejora la funcién de los glébulos blancos (Welch, 1992).

El TAS es probablemente uno de los tests mas estresantes utilizado en especies gregarias
para determinar la respuesta de miedo y estrés (Tilbrooky col., 1999; Forkmany col.,
2007). De hecho, en este estudio, el TAS generd una marcada respuesta de estrés en las
ovejas independientemente de la etapa del ciclo estral, generando cambios en las
concentraciones de cortisol. Aunque el cortisol sea una hormona con mucha variabilidad en
la respuesta y de vida media corta, la misma es considerada uno de los principales
indicadores de estrés en ovinos (Cooper y col., 1995; Warrisy col., 1995; Cockram, 2013).
Se detectd el maximo aumento de los niveles séricos de cortisol inmediatamente luego del
test y lograron restablecer rapidamente esos valores a los 10 minutos de realizado,
variando sus concentraciones a lo largo del experimento. En conjunto con el aumento de
las concentraciones de cortisol, esperdbamos también, un aumento de la glicemia por el
efecto del cortisol sobre el metabolismo energético pero los niveles de glicemia no variaron
antes ni después del TAS (Baxtery Forsham, 1972; Shamoony col., 1980; De Feo y col.,
1989). Al salir del test, las ovejas tuvieron un gran aumento de la FC, como consecuencia
del aislamiento social (Da Costay col., 2004), volviendo a los valores iniciales a los 20 min
de finalizado el TAS probablemente debido a que la FC presenta un ritmo diurno, con
niveles minimos durante las primeras horas de la mafiana (Al-Haidary, 2004). La FR
también aumento al salir de la prueba, pero no llegd al maximo en ese momento, si no que
continué aumentando. En este sentido, la temperatura rectal también aumenté con el TAS
y no volvib a sus valores iniciales. Pedernera-Romano y col. (2010) yDamian
y Ungerfeld (2011) también observaron un aumento en estas variables en ovejas
sometidas al aislamiento social. El hecho de que la FR y la temperatura rectal no hayan
regresado a sus valores iniciales podria haber sido debido a que el estresor fue intenso,
superando la propia capacidad de los sistemas termorregulatorios, ya que la temperatura
promedio en los dias que se realizo la prueba fueron neutras (promedio de 19 °C). Si bien
ambos grupos de animales percibieron el TAS como un evento estresante, pensamos que
el manejo previo realizado con los ovinos en las mismas instalaciones donde se realizo el
test pudo influir en los resultados obtenidos ya que esperdbamos una mayor respuesta de
estrés en las ovejas del GFF.
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8. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, no hay informacién suficiente para concluir que la etapa del
ciclo estral modifica la respuesta de estrés al aislamiento social en ovejas. De todas
formas, hubo tendencias en dos variables comportamentales (mayor numero de
vocalizaciones e inmovilizaciones) y un efecto en una variable fisiolégica (mayor
temperatura en regién abdominal) a favor de las ovejas en fase folicular. La mayor
concentracion de proteinas séricas (proteinas totales y globulinas) obtenidas en las ovejas
del grupo de fase folicular se vinculan mas a la etapa del ciclo estral pero no a la respuesta
de estrés debida al aislamiento.
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