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RESUMEN

En los sistemas de produccion ovina se realizan diversas practicas de manejo
que generan estrés y perjudican el bienestar de los animales, como el destete,
el transporte y la esquila. Por ello, es importante desarrollar manejos o
tratamientos que reduzcan la respuesta de estrés al realizar estos manejos. En
este sentido, se ha determinado que el tratamiento con progesterona (P4)
inyectable al dia del destete disminuye los cambios comportamentales
indicadores de estrés en ovejas. El objetivo de esta Tesis fue determinar si el
tratamiento con P4 inyectable inmediatamente antes de la esquila posparto
reduce la respuesta de estrés en ovejas. El experimento se llevo a cabo en el
campo Experimental N°1 de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la
Republica (Migues). Se utilizaron 15 ovejas Corriedale multiparas de partos
simples y sus corderos. Las ovejas se separaron en dos grupos homogéneos en
peso y dias posparto: mientas que a 8 ovejas se les administr6 50 mg de P4
oleosa sc 1 h antes de la esquila, las otras 7 ovejas quedaron como control, y se
les administré la misma cantidad de aceite de girasol. La esquila se realiz6 a los
55 dias posparto, utilizando el método Tally-Hi. Se registr6 la temperatura rectal
y la frecuencia cardiaca de las ovejas antes (tiempo -10 min), inmediatamente
después (tiempo 0) de la esquila, y a los 10, 20 y 30 min de realizada la misma.
En los mismos tiempos, luego de realizar las medidas de temperatura y de
frecuencia cardiaca, se colecté sangre por venopuncion de la vena yugular para
determinar las concentraciones de proteinas totales, albumina, globulinas y la
glucemia. El tratamiento no afectdé ninguna de las variables registradas.
Tampoco se observo interaccion entre el tratamiento y el tiempo en ninguna de
las variables registradas. Sin embargo, la frecuencia cardiaca y la temperatura
rectal cambiaron luego de la esquila, independiente del tratamiento aplicado
(P<0,0001). La frecuencia cardiaca aument6 a los 10 min luego de la esquila
(P=<0,0001), volviendo a los valores iniciales a los 20 min de la misma. La
temperatura rectal disminuyé luego de la esquila (P<0,0001), volviendo a los
valores iniciales a los 10 min de la misma. En conclusién, el tratamiento con P4
inyectable inmediatamente antes de la esquila posparto no redujo la respuesta
de estrés.



ABSTRACT

In sheep production systems, animals are subjected to different stressful
situations, such as weaning, transport and shearing, which raises concerns about
animal welfare. Therefore, it is important to develop treatments or managements
to reduce the stress response triggered by those situations. In this sense, it has
been reported that oil-based progesterone (P4) injected immediately before
abrupt weaning of lambs reduce the behavioural response of ewes to weaning.
The aim of this Thesis was to determine if the injection of P4 immediately before
shearing postpartum ewes reduces some stress responses. The study was
conducted at the Campo Experimental N° 1, of the Facultad de Veterinaria,
Universidad de la Republica (Migues) with 15 multiparous single-lambing
Corriedale ewes and their lambs. Ewes were allocated to two homogeneous
groups according to their body weight and days postpartum: while 8 ewes were
treated with 50 mg of oil-based P4 sc, 1 h before shearing, the other 7 ewes
remained as controls, injecting them the same volume of sunflower oil. The
shearing was done 55 days postpartum using the Tally-Hi method. Rectal
temperature and heart rate of ewes were recorded before (time -10 min), and
immediately (time 0) after shearing and at 10, 20, 30 min. In the same times, after
recorded the rectal temperature and the heart rate, blood was collected by
venipuncture by juglar vein to determine the concentrations of total proteins,
albumin, globulins and glycaemia. Treatment did not affect any recorded variable.
However, heart rate and rectal temperature changed after shearing
independently of the treatment (P<0.0001). The heart rate increased 10 min after
shearing(P<0.0001), returning to the initial values at 20 min. Rectal temperature
decreased after shearing (P<0.0001), returning to initial values at 10 min . In
conclusion, oil-based P4 injected immediately before postpartum shearing did not
reduce the stress response.
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1. INTRODUCCION

En los sistemas de produccion ovina se realizan diversas practicas de manejo
que generan estrés, como el descole, el transporte, la esquila y el destete
(Burdick y col., 2010). La esquila es un manejo esencial dentro de la industria
lanera, y se define como el proceso mediante el cual se obtiene la produccion de
lana de un ovino, luego de un determinado periodo de crecimiento (Calvo, 1977).
La esquila es una practica necesaria para el bienestar de los animales ya que
permite disminuir el riesgo de estrés calorico (Dominguez, 2013). Sin embargo,
esta practica también genera una respuesta aguda y cronica de estrés. La
respuesta aguda de estrés esta relacionada a al movimiento de los animales al
corral, el ruido de las maquinas de esquilar, la separacion del cordero en el caso
de la esquila posparto, el entorno desconocido, los movimientos relacionados a
la esquila de otros animales, la manipulacién e inmovilizacion durante la esquila
y la remociéon de forma subita del vellébn de la oveja (Hargreaves y col., 1989;
Aleksiev, 2009). Existen dos periodos en los que es mas frecuente realizar la
esquila: la esquila preparto y la posparto. La esquila preparto se ha ido
incorporando paulatinamente entre los criadores de lanares porque reduce la
mortalidad de corderos, particularmente en las primeras 72 horas de vida,
prolongandose este efecto hasta el destete con respecto a la de corderos
nacidos de ovejas que no han sido esquiladas (Banchero y col. 2007). La mayor
supervivencia de corderos se explica en parte por el mayor peso vivo de los
corderos al nacimiento. Algunas ventajas de la esquila posparto en comparacion
a la esquila preparto suponen el menor riesgo de pérdidas de animales por
toxemia de la prefiez, y una menor probabilidad de abortos (Ensminger, 1973).

El estrés es la respuesta organica de un individuo con el objetivo de restablecer
su homeostasis (Johnson y col.,, 1992; Moberg, 2000). Los estimulos que
desequilibran la homeostasis del individuo son denominados estresores
(Johnson y col., 1992; Moberg, 2000; Pacak y Palkovits, 2001). Una vez que el
organismo es afectado por un estresor, este genera una respuesta en forma de
cascada de reacciones biolégicas (Moberg, 2000) que intentan restablecer la
homeostasis (Pacak y Palkovits, 2001). La respuesta de estrés comprende
cambios a niveles fisiolégicos y comportamentales (Trainor, 2011) que pueden
ser medidos, y por ello sirven como indicadores de estrés. Por ejemplo, el
aumento de la frecuencia cardiaca (FC) y respiratoria (FR), el aumento de la
temperatura rectal, cambios comportamentales (aumento del numero de
vocalizaciones y micciones) y alteraciones en los parametros bioquimicos (como
cambios en las concentraciones de proteinas séricas totales, cortisol, albumina
y globulinas). Uno de los indicadores de estrés mas utilizados en ovinos es la
variacion en las concentraciones de glucocorticoides (Griffin, 1989). Se ha visto
que la respuesta de estrés genera un aumento del cortisol (Carcangiu y col.,
2008; Moberg, 2000) y éste puede ser medido en plasma o suero sanguineo,
orina, saliva (Cockrem, 2013; Mormeéde, 2007), heces, leche y pelo (Morméde,
2007), siendo la medicion en plasma o suero sanguineo la mas empleada
(Cockram, 1996; Morméde, 2007).

La concentracion de esteroides sexuales puede afectar la respuesta de los
animales a diferentes estresores (Dallman y col., 2002; Freitas-de-Melo y col.,
2016a; Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016a). Existen reportes que demuestran
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que la progesterona (P4) tiene efectos ansioliticos y moduladores de la respuesta
de estrés en mamiferos (Augery col., 2008; Freitas-de-Melo y col., 2013; Freitas-
de-Melo y Ungerfeld, 2016a; Freitas-de-Melo y col., 2019). La P4 ejerce una
accion ansiolitica potente, que se atribuye a sus metabolitos neuroactivos
(allopregnanolona y pregnanolona). Los resultados obtenidos por Freitas-de-
Melo y col. (2013) muestran que el tratamiento con P4 de larga duracion aplicado
a partir de un dispositivo intravaginal (CIDR) reduce las respuestas fisiolégicas y
comportamentales indicadoras de estrés al destete abrupto en ovejas. El
tratamiento con P4 inyectable inmediatamente antes del destete reduce las
respuestas comportamentales y fisiolégicas indicadoras de estrés en ovejas en
anestro (Aramburu y col., 2016). Por tanto, en esta Tesis, dados los posibles
efectos de la P4 sobre la respuesta de estrés, se evalud si la administracion de
P4 inyectable disminuye la respuesta aguda de estrés luego de la esquila
posparto. Estudiar si la P4 inyectable afecta la respuesta de estrés luego de la
esquila posparto, es de interés para la produccién ovina, ya que la esquila es
una practica estresante, pero es necesaria desde el punto de vista productivo y
del bienestar animal.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Esquila

La esquila es una de las actividades mas frecuentes en el rubro ovino, siendo
utilizada para cosechar uno de los productos mas importantes desde el punto de
vista econoémico, la lana. En el 2017 se estimé que Uruguay produjo 25.672
toneladas de lana de varios tipos con un valor aproximado de 197 millones de
délares (Bervejillo y Bottaro, 2017). Se define a la esquila como el proceso
mediante el cual se obtiene la produccién de lana de un ovino, luego de
transcurrir un determinado periodo de crecimiento (Calvo, 1977). La esquila es
necesaria para mejorar el bienestar del animal, ya que las ovejas domésticas no
mudan su lana de forma natural (Glenn y col, 1996). En ovejas, la esquila se
realiza normalmente de forma anual, pero el momento de eleccion de la esquila
es altamente variable segun factores climaticos, sanitarios, productivos y
econdmicos (Ensminger, 1973). Debido a los cambios en el manejo y
resistencias genéticas a la miasis, el momento de la esquila actualmente puede
definirse de forma mas flexible (Bell, 2010). Algunas ventajas de la esquila
posparto en relaciéon a la esquila preparto incluyen el menor riesgo de pérdidas
de animales por toxemia de la prefiez, y una menor probabilidad de abortos
(Ensminger, 1973). Por otra parte, en Uruguay, desde el afio 2000 se busca
implementar la esquila preparto, entre los dias 60 y 90 de gestaciéon. La esquila
preparto, ademas de facilitar el manejo de los vientres durante el periodo de
partos, permite reducir significativamente la mortalidad de corderos,
particularmente en las primeras 72 h de vida, prolongandose este efecto hasta
el destete con respecto a la de corderos nacidos de ovejas que no han sido
esquiladas. La mayor supervivencia de los corderos nacidos de ovejas
esquiladas durante la gestacion se explica principalmente por el mayor peso vivo
al nacimiento (Banchero y col., 2007). Estos autores también mencionan que la
esquila preparto aumenta la duracion de la gestaciéon entre 1,2 y 1,8 dias. Se han
reportado otras ventajas de la esquila preparto, como un aumento de la
produccién de leche, y de la cantidad de sélidos totales, ya que la leche presenta
una mayor cantidad de proteina y grasa (Nedkvitne, 1972; Cam y Kuran, 2004).
El mejor aporte nutricional de esta leche deriva en corderos con mayor
crecimiento durante la lactacion, y por lo tanto mayores supervivencia y peso al
destete. Se ha demostrado que las ovejas recién esquiladas son mas propensas
a utilizar refugio durante el parto (Lynch y Alexander, 1980). Este
comportamiento también contribuiria en aumentar la supervivencia de los
corderos recién nacidos. Asimismo, la esquila preparto determina un incremento
en el consumo de materia seca de las ovejas gestantes, mejorando su condicion
corporal y determinando un mayor peso al nacimiento de los corderos (Cueto y
col., 1996).

El método de esquila mas utilizado en Uruguay es el Tally-Hi, que consiste en
colocar al animal sentado con los miembros sueltos, sin ningun tipo de ataduras
(Moraes, 2003). Se requiere personal capacitado, maquina para esquilar y/o
tijeras afiladas (SUL, 2011). Se comienza la esquila por la zona del pecho,
continuando por la barriga recorriendo todo el cuerpo para terminar en la zona
de la cabeza. Este método permite esquilar al animal con menor esfuerzo y con
una mejor interaccidbn humano-animal. También se obtiene una lana de mejor
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calidad, ya que no se manea al animal (Manual de la esquila Tally-hi, 2006). El
operador debe tener experiencia para aplicar este método, y saber manipular al
animal, ya que este esta totalmente suelto, no se rompe la hebra La posiciéon con
la que se trabaja genera menos estrés y calambre en el animal que con el método
tradicional o criolla (Cesa, 2008). Esta técnica considera el bienestar de los
animales, mejora el sucesivo tratamiento de la lana y resulta en vellones mas
atractivos para la industria (Facultad de Agronomia, Universidad de Buenos
Aires, 2017).

La esquila es una de las practicas mas estresantes en la produccion ovina
(Fulkerson, 1982; Hargreaves and Huston, 1989), generando respuestas agudas
y cronicas indicadoras de estrés. El manejo vinculado a la esquila, como la
separacion temporaria del cordero (en el caso de la esquila posparto), el
movimiento de los animales, los ruidos y los movimientos relacionados a la
esquila de otros animales, la manipulacién e inmovilizacion durante la esquila y
la remocion de forma subita del vellon de la oveja provocan una importante
respuesta de estrés (Hargreaves y col., 1989; Aleksiev, 2009). Por lo tanto, la
esquila modifica de forma considerable los parametros fisiologicos y
comportamentales de la oveja (Hargreaves y Hudson, 1889; Ungerfeld y col.,
2018). Mas especificamente, en el caso de la esquila en el posparto se agrega
otro factor estresante, que es la separacion madre-cria. Luego de la esquila se
observa un aumento en el tiempo dedicado al pastoreo (Ungerfeld y Freitas-de-
Melo, 2019). Durante los dos primeros dias después de la esquila, las ovejas
estan mas dispersas, probablemente debido a las dificultades para reconocer a
sus compaferas (Ungerfeld y col., 2018). La esquila desencadena aumentos
importantes en las concentraciones de cortisol (Jephcott y col., 1987; Sanger y
col., 2011), y en la glucemia (Carcangiu y col., 2008). Tanto la esquila como el
manejo relacionado a la misma dan como resultado una elevacién a corto plazo
del cortisol plasmatico (Jephcott y col., 1987; Hargreaves y Hutson 1989).
También se ha reportado que la esquila genera cambios en las concentraciones
de las proteinas totales, albumina y globulinas (Ungerfeld y Freitas-de-Melo,
2019).

2.2. Concepto de estrés

El estrés generalmente se ha concebido como una reaccién refleja que ocurre cuando
los animales estan expuestos a efectos adversos, que tienecomo consecuencia molestia
o incluso la muerte de los mismos (Dantzer y Mormede, 1983).El estrés es la
respuesta organica de un individuo a un estimulo que amenaza la homeostasis
(Johnson y col., 1992; Moberg, 2000), entendiéndose por homeostasis los
mecanismos fisiologicos coordinados que mantienen en equilibrio al organismo
(Cannon, 1929). Los estimulos que desequilibran la homeostasis y por ende
generan estrés son denominados estresores (Johnson y col.,, 1992; Moberg,
2000; Pacak y Palkovits, 2001). El término estrés se refiere al efecto de estimulos
adversos que perturban gravemente la homeostasis (Gémez y Escobar, 2006).
Seyle (1974, citado por Kunert, 2007) plante6 que no todos los tipos de estrés
son perjudiciales, por lo que propuso los termino eustrés y distrés. Estos términos
ayudan a diferenciar entre una respuesta sin amenaza a la integridad fisica del
animal, la que le permite adaptarse al medio (eustrés), de una respuesta de
estrés que produzca cambios deletéreos en estado biolégico del animal (distrés)
(Moberg, 2000).
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Para Pacak y Palkovist (2001) los estresores pueden ser agrupados en cuatro
grandes categorias: 1) fisicos (frio, calor, radiacion intensa, ruido y vibracion); 2)
sicologicos (afectan el proceso emocional, resultando en ansiedad, miedo o
frustraciéon); 3) sociales (agresién, dominancia, aislamiento del grupo e
interacciéon adversa con el humano); y 4) metabdlicos (ejercicio fisico,
hemorragia, hipoglucemia). Ademas, segun la duracién del estresor, los mismos
pueden ser clasificados en agudos y cronicos (Pacak y Palkovits, 2001). El estrés
agudo es aquel que se produce ante la presencia de un desafio que obliga al
animal a adaptarse en un corto plazo de tiempo por medio de una respuesta
fisiolégica y comportamental. EI ejemplo mas comun en los animales de
produccién es el descole, considerado un evento estresante y/o doloroso. El
estrés cronico consiste en la exposicion continua o repetida a los mismos
estresores agudos, etapa en la cual el sistema nervioso autobnomo rara vez tiene
la oportunidad de activar la respuesta de relajacion (Romero Pefiuela y col.,
2011). Ademas, la magnitud de la respuesta de estrés depende de la severidad
del estresor, la intensidad con que el mismo afecta al individuo, la duracién de
dicho estimulo y si el animal es capaz de eludirlo (Griffin, 1989).

2.3. Respuesta al estrés

Los animales responden a un estimulo estresante con cambios
comportamentales, fisiologicos y endocrinos. Dentro de los cambios
comportamentales se pueden considerar diferentes indicadores como ser el nivel
de actividad, la postura, vocalizaciones, agresividad y el consumo de alimento
(Squires, 2003). Segun Mormeéde y col. (2007), el bienestar del animal se refiere
al estado psicolégico subjetivo del individuo, en relacion con el medio interno y
externo. El estrés debido a las medidas de manejo puede afectar la eficiencia
productiva y reproductiva (Dobson y Smith, 2000). Los procedimientos habituales
de manejo en la cria de ovinos, como el transporte, tratamientos podales,
tratamientos farmacoldgicos, esquila, aislamiento, captura, etc, inducen una
respuesta endécrina y metabdlica en el animal (Baldock y Sibly, 1990;
Hargreaves y Hutson, 1989). La reaccion a los factores de estrés mencionados
anteriormente se centra principalmente en la activaciéon del sistema simpatico y
del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal a través de la produccién de catecolaminas
y glucocorticoides (Miller y O'Callaghan, 2002). Estas hormonas alertan a los
animales, generando la capacidad de reaccionar a los estimulos ambientales
para preservar la homeostasis organica (Herman y Cullian, 1997).

La respuesta neuroenddcrina comienza con la activacién del eje hipotalamo-
hipoéfisis-adrenal: el hipotalamo libera la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) y la arginina vasopresina, las que estimulan la liberacion de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) por parte de la adenohipdfisis (Matteri, 2000). La
ACTH es liberada al torrente sanguineo para estimular la sintesis y secrecion de
glucocorticoides desde la corteza adrenal, siendo el cortisol el principal
glucocorticoide en los ovinos (Mormeéde y col.,, 2007). Simultaneamente, se
estimula la liberacion de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) desde la
meédula adrenal (Trevisi y Bertoni, 2009). El cortisol aumenta la sintesis de
enzimas implicadas en la conversion de aminoacidos, glicerol y lactato en
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glucosa, y también aumenta la movilizaciéon de los aminoacidos desde el
musculo (Muchenje y col., 2009). En esta compleja respuesta fisioloégica se
presenta un proceso de retroalimentacion negativa, en el cual el cortisol actua
sobre el hipotalamo y la hipoéfisis disminuyendo la produccion de CRH y ACTH
(Griffin, 1989). El cortisol también reduce la entrada de glucosa a las células,
aumentando la concentracién de glucosa e insulina en sangre (Tempel and
Leibowitz 1994). La hiperglucemia inducida por estrés tiene varios componentes
e implica principalmente una sinergia entre glucagén, catecolaminas y
glucocorticoides (Eigler y col., 1979). La concentracion de glucosa en sangre
también se ha utilizado como indicador de estrés, ya que el estrés aumenta el
cortisol y como consecuencia la glucemia. Por otro lado, el cortisol aumenta la
disponibilidad de energia y las concentraciones de glucosa en la sangre porque
estimula la protedlisis, lipdlisis y la gluconeogénesis en el higado (Romero
Peruela y col., 2011). Se ha observado por ejemplo un aumento de la glucemia
en ovejas luego del aislamiento social (Al-Qarawi y Badreldin, 2005).

Los cambios en la concentracién de proteinas totales, albumina y globulinas
también son considerados como indicadores de estrés en rumiantes (Apple y
col., 1993). En novillos y toros se observa un aumento de las proteinas totales,
albumina y globulinas luego del transporte (Galyean y col., 1981). Asimismo, en
vacas, ovejas y corderos las concentraciones de proteinas totales y la de
albumina cambian luego del destete (Ungerfeld y col., 2011; Freitas-de-Melo y
col., 2013; 2017). En ovinos, el aumento en la FC (Von Borrel y col. 2007), FRy
temperatura corporal también son usados para determinar tanto la presencia de
la respuesta de estrés como su magnitud. De acuerdo con Rushen (2000), los
cambios comportamentales se manifiestan rapidamente y son faciles de
observar y medir, como por ejemplo una reduccion en el tiempo de descanso y
alimentacion (pastando y rumiando), y un aumento en la locomocion (Orgeur y
col., 1998; Damian y col., 2013; Freitas-de-Melo y col., 2013).

Existen numerosas respuestas endoécrinas (hormonales) durante el estrés. Estas
respuestas dan lugar a manifestaciones fisiolégicas y/o conductuales que tienen
efectos positivos o negativos en el bienestar de los animales (Tilbrook y Ralph,
2018). El bienestar de los animales fue definido por el comité Brambell como un
término que abarca el bienestar fisico y mental de los animales (Brambell y col.,
1965). Los aumentos de las hormonas del estrés no siempre significan que el
bienestar esté afectado, las respuestas de estrés también son vitales (Ralph y
Tilbrook 2016). Sin embargo, el cortisol plasmatico crénicamente elevado no
siempre esta asociado con la funcion fisiolégica deteriorado como se ha
demostrado en ovejas (Wagenmaker y col., 2010).

2.4. Progesterona y respuesta de estrés

La P4 es una hormona esteroidea producida tanto en machos como en hembras.
La P4 se sintetiza a partir de pregnenolona, un derivado del colesterol (Strauss,
2018; Schumacher y col., 2007). Ademas de su papel en la reproduccién, la P4
modulan una variedad de trastornos y emociones, tales como depresion
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ansiedad, irritabilidad y miedo (Brot y col., 1995; Hiroi y Neumaier, 2006; Auger
y Forbes-Lorman, 2008). La P4, a partir de algunos metabolitos neuroactivos
(allopregnanolona y pregnanolona) disminuye la actividad del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal, y en consecuencia la produccién de glucocorticoides y los
cambios fisiolégicos y comportamentales que acomparian el aumento del mismo
(Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016). La P4 ejerce una accion ansiolitica potente,
ya que la allopregnanolona actia como modulador alostérico positivo de los
receptores GABAA, generando un efecto inhibitorio en el sistema nervioso
central en mamiferos (Bitran y col., 1993; Auger y col., 2008; Freitas-de-Melo y
col., 2013; Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016). En este sentido, la administracion
intranasal de P4 disminuye la ansiedad en ratones (Ducharme y col., 2010).
También se ha reportado que la P4 exdgena modifica la respuesta de estrés en
ovejas al destete, éstas presentaron menores respuestas fisiologicas y
comportamentales indicadoras de estrés al destete, (Freitas-de-Melo y col.,
2013) y al aislamiento social. Se observé un aumento de las concentraciones de
P4 después del aislamiento social, la disminucién de las concentraciones de P4
aumenta la sensibilidad del eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal a los factores
estresantes (Freitas-de-Melo y col., 2016). Se ha reportado en roedores y en
ovinos que la suspension del tratamiento con P4 aumenta la ansiedad al
disminuir el efecto inhibidor de esta hormona sobre el receptor GABAA (Smith y
col., 2007; Freitas-de-Melo y col., 2016), lo que lleva al animal a ser mas
susceptible al estimulo ambiental. En ratas las concentraciones de
glucocorticoides inducidas por estrés son mas altas en hembras que en machos
en respuesta a diferentes estresores (Handa y col., 1994; Jezova y col., 1996).
Segun Turner y col. (2002), las ovejas y los carneros respondieron de diferente
manera a los diferentes factores estresores, los carneros tuvieron una mayor
respuesta de cortisol a la hipoglucemia inducida por insulina, las ovejas tuvieron
una mayor respuesta de cortisol a los estresores fisicos, psicologicos de
aislamiento y de restriccion. Esta diferencia relacionada al sexo puede estar
explicada por los esteroides sexuales predominantes en cada sexo. También se
ha reportado que las ovejas en fase luteal tendieron a presentar una menor
respuesta comportamental de estrés al aislamiento social que ovejas en celo
(Alzugaray y Sanchez, 2020). Dado que las ovejas en fase luteal tendieron a
presentar menores cambios comportamentales (mayor numero de
vocalizaciones e inmovilizaciones) durante el aislamiento social que las ovejas
en fase luteal. Ademas, las ovejas gestando (que por lo tanto presentan
concentraciones elevadas de P4) presentan menor secrecion de cortisol y
cambios comportamentales luego de la esquila que las ovejas vacias (Ungerfeld
y Freitas-de-Melo, 2019). Segun los mismos autores, las ovejas prefiadas tenian
menor concentracion de cortisol que las ovejas vacias. La respuesta del cortisol
fue mayor en las ovejas no prefiadas que en las prefiadas, lo que refleja que el
manejo general fue mas estresante para estas ovejas.

En roedores se demostré que el tratamiento con P4 disminuye la respuesta de
estrés o ansiedad (Barbaccia y col., 2001). Segun Heinsbroek y col. (1988), la
inyecciéon subcutanea de P4 reduce el comportamiento depresivo en ratones, y
la ansiedad en meriones (Starkey y Bridges, 2010). Mas especificamente en
ovinos, el tratamiento con P4 inyectable inmediatamente antes del destete
reduce las respuestas comportamentales indicadoras de estrés en ovejas en
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anestro (Aramburu y col.,, 2016). Asimismo, Freitas-de-Melo y col. (2013)
demostraron que el tratamiento de larga duraciéon con P4 mediante un CIDR
reduce las respuestas fisiologicas y comportamentales indicadoras de estrés en
la oveja al destete abrupto. Destetar los corderos caus6 una reduccion en la
concentracion de proteinas totales y globulinas en las ovejas, respuestas que
también fueron reducidas por el tratamiento con P4 (Freitas-de-Melo y col.,
2013). Freitas-de-Melo y col. (2019) determinaron que un dia después de insertar
CIDRs, la distancia de fuga fue mas corta en las vaquillonas tratadas con CIDR
que en las no tratadas. Las vaquillonas previamente tratadas con P4 tendieron a
tener una mayor distancia de fuga que las vaquillonas del grupo control lo que
indicaria menor reactividad.
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3. HIPOTESIS

El tratamiento con P4 inyectable antes de la esquila posparto disminuye la
respuesta aguda de estrés en ovejas.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivos generales

Determinar si la aplicacion de una dosis unica de P4 antes de la esquila
posparto disminuye la respuesta aguda de estrés en ovejas.

4.2 Objetivos especificos

Determinar si la aplicacion de una dosis uUnica de P4 inyectable antes de la
esquila posparto disminuye los cambios en:

e |a temperatura rectal y en la FC;
e las concentraciones de glucosa, proteinas totales, albumina y globulinas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Local de estudio, animales y manejo

El trabajo se realiz6 en el Campo Experimental N°1 de la Facultad de Veterinaria
(Migues, situado en el noreste del Departamento de Canelones, sobre la ruta
108 en el km 12). Durante todo el experimento los animales se encontraban en
un potrero de campo natural con libre acceso al agua. Para el estudio se
utilizaron 15 ovejas Corriedale multiparas de partos simples y sus corderos. Se
realiz el control de partos mediante dos recorridas, una en la mafiana y otra en
la tarde, registrando la fecha de parto, colocando caravana, pesando e
identificando el sexo de los corderos. Las ovejas se separaron en dos grupos
homogéneos segun el peso (grupo control: 50,8 + 5,3 kg y grupo tratado: 52,8 +
4,0) y los dias posparto (de 52 a 63 dias). Mientras que a 8 ovejas se les
administré P4 oleosa, sc en la zona subescapular (50 mg en base oleosa, MAD-
4, Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina) 1 h antes de la esquila, a las otras 7
ovejas se les administré el mismo volumen de aceite de girasol (1,0 mL, sc, en
la zona subescapular) como control.

5.2 Esquila y registros

La esquila se realizd a los 57 dias posparto por el método Tally-Hi. Para
minimizar el estrés de separacion de las ovejas y sus crias, se mantuvieron las
mismas juntas de sus crias antes y después de la esquila. Se registré la
temperatura rectal (utilizando termometros digitales) y la FC (mediante
auscultacion de la zona cardiaca durante 15 s) de las ovejas, antes (tiempo -10
min), inmediatamente después (tiempo 0) de la esquila, y a los 10, 20, y 30 min
posteriores.

Luego de realizar las medidas de temperatura y de FC se realiz6 la extraccion
de sangre por venopuncion de la vena yugular. Las muestras fueron colectadas
en tubos secos (sin anticoagulante) y tubos con heparina e iodoacetato
(Eurotubo, Deltalab, Rubi, Espafa) y centrifugadas durante 10 min a 1500 g. El
suero y plasma obtenidos se mantuvieron congelados a -20 °C hasta su posterior
analisis. Los analisis de sangre se realizaron en el Departamento de Biociencias
Veterinarias de la Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay. La
concentracion de glucosa en las muestras de plasma se determiné por el método
de glucosa oxidasa/peroxidasa (BioSystems, Barcelona, Espafa). La
concentracion de proteinas totales y albumina de los sueros colectados se
determinaron por la técnica de Biuret y por un kit comercial (Bio-Systems,
Barcelona, Espafia), respectivamente. La concentracion de globulinas se estimé
por la diferencia entre las concentraciones de proteinas totales y albumina
(Sakkinen y col., 2005).

5.3 Analisis estadistico

La normalidad de cada variable fue testada con el test de Shapiro-Wilk. Los
datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico SAS (SAS 9.0V; SAS
Institute, Cary, NC, EEUU). Las variables fueron analizadas como medidas

24



repetidas (procedimiento MIXED). ElI modelo incluyé como efectos fijos el
tratamiento, el tiempo y la interaccién entre el tratamiento y el tiempo. Ademas,
se incluyé a la oveja como efecto aleatorio. Los efectos se consideraron
significativos cuando P 0,05, y se consider6 como tendencia estadistica cuando
0,05 <P <0,1. Los datos se presentan como medias ajustadas + error estandar
de la media.
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6. RESULTADOS
6.1 Frecuencia cardiaca y temperatura rectal

La FC y la temperatura rectal cambiaron a lo largo del tiempo (Figura 1A'y 1B).
La FC aumenté a los 10 min luego de la esquila (P<0,0001), volviendo a los
valores iniciales a los 20 min de la misma. La temperatura rectal disminuy6 luego
de la esquila (P<0,0001), volviendo a los valores iniciales a los 10 min de la
misma (Figura 1A). Sin embargo, no se observaron efectos del tratamiento con
P4, ni interaccién entre el tratamiento y el tiempo en estas variables.

6.2 Proteinas totales, albumina, globulinas y glucemia

No hubo efecto del tiempo, del tratamiento, ni de la interacciéon entre el
tratamiento y el tiempo en las concentraciones de proteinas totales, albumina,
globulinas y glucosa en sangre. Dichas variables se muestran en las Figuras (2
y 3A, 3By 3C).
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Figura 1. Temperatura rectal (A) y frecuencia cardiaca (B) antes y después de la
esquila en ovejas tratadas con 50 mg de P4 inyectable ( ~+-) aplicada 1 h antes
de la esquila posparto (Tiempo 0) y en ovejas control (-=-). Letras diferentes
letras indican diferencias en el tiempo (P<0,0001). La esquila fue realizada a los
57 dias posparto.
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Figura 2. Glucemia antes y después de la esquila en ovejas tratadas con 50 mg
de P4 inyectable ( ~«~) aplicada 1 h antes de la esquila posparto (Tiempo 0) y
en ovejas control (-=-). Letras diferentes indican diferencias en el tiempo
(P<0,0001). La esquila fue realizada a los 57 dias posparto.
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Figura 3.Concentraciones de proteinas totales (A), albumina (B) y globulinas (C)
antes y después de la esquila posparto (Tiempo 0) en ovejas tratadas con 50 mg
de P4 inyectable ( —+~) aplicada 1 h antes de la esquila y en ovejas que quedaron
como control (-=). Letras diferentes indican diferencias en el tiempo. La esquila
fue realizada a los 57 dias posparto.
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7. DISCUSION

El tratamiento con P4 inyectable aplicado una hora antes de la esquila posparto
no disminuyé la respuesta aguda de estrés medida a partir de los indicadores de
estrés considerados en este trabajo. Estos resultados difieren de estudios
previos realizados por Aramburu y col. (2016), quienes reportaron que el mismo
tratamiento con P4 inyectable de larga accién aplicado inmediatamente antes del
destete artificial disminuye la respuesta comportamental indicadora de estrés en
ovejas en anestro. En dicho trabajo, las ovejas disminuyeron el tiempo en que
estuvieron paradas el dia del destete, y caminaron y costearon menos
demostrando menor inquietud. Sin embargo, en coincidencia con los resultados
de la presente Tesis estos autores no encontraron efectos del tratamiento en la
concentraciéon de proteinas totales, albumina y globulinas. En el mismo sentido,
Freitas-de-Melo y col. (2013) demostraron que un tratamiento de 32 dias con
dispositivos intravaginales liberadores de P4 reduce la frecuencia de
vocalizaciones y de costeo al destete artificial en ovejas. Ademas, estos mismos
autores reportaron que el tratamiento con P4 determina una menor disminucién
en las concentraciones de globulinas y evita la disminucion en las
concentraciones de proteinas totales a los 4 dias posteriores al destete. Una
posible explicaciéon para la diferencia en el resultado esta Tesis es que la esquila
no fuera un estresor tan intenso como el destete. Si bien la esquila genera
cambios agudos indicadores de estrés en ovejas vacias y gestantes,
(Hargreaves y col., 1989; Aleksiev, 2009), en nuestro trabajo solamente la
temperatura rectal y la FC cambiaron luego de la esquila posparto. Esto puede
sugerir que el estrés generado por la esquila fue poco importante para estas
ovejas. La intensidad de la respuesta de estrés de las ovejas pudo estar
relacionada con la etapa fisiolégica de las mismas. En este sentido, se ha
demostrado que la respuesta de estrés en ovejas lactantes es menor
probablemente debido a las altas concentraciones de oxitocina que es una
hormona que posee un efecto protector, antiestrés (Cook, 1997). Por tanto, es
posible que para detectar diferencias en las respuestas indicadoras de estrés
segun el tratamiento aplicado, el efecto de la P4 deberia ser muy importante y/o
el estresor utilizado deberia ser mas intenso.

En ovinos, el aumento en la FC, FR y temperatura son utilizados para establecer
presencia de la respuesta de estrés (Von Borrel y col., 2007). En ovejas ocurre
un aumento de la FC y de la temperatura después del test de aislamiento social
(TAS) (da Costa y col., 2004; Pedernera-Romano y col., 2010), y en carneros se
genera un aumento de la FR durante la electroeyaculacién (Damian y Ungerfeld,
2011). La temperatura rectal normal en el ovino oscila entre 38,5 °C y 39,9 °C,
con un promedio de 39,1 °C (Cunningham, 2008), por lo que si bien hubo una
variacion de la temperatura rectal con la esquila, los valores se mantuvieron
dentro del rango normal (valor minimo: 39,4 °C y valor maximo: 40 °C). En este
sentido, estas respuestas reafirman que al menos en las condiciones de este
trabajo, la esquila posparto no fue percibida como un estresor intenso, lo cual
también puede ser debido a las condiciones de manejo. Las ovejas fueron
movidas de manera lenta y sin perros, descansaron en el corral con sus corderos
antes de la esquila, sin encierros prolongados, y el cordero fue separado
solamente durante el momento de la esquila. Ademas, se esquilaron pocos
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animales por lo cual los ruidos y los movimientos relacionados a la esquila fueron
minimos. Igualmente, las ovejas ya habian sido esquiladas en los afos
anteriores, lo que puede implicar que las mismas estuviesen al menos
parcialmente habituadas al manejo. En este sentido, la exposicion repetida de
los animales a una misma situacion de estrés puede llevar a una reduccién de
algunas de las respuestas conductuales y fisiolégicas frente a la misma situacion
estresante, fenomeno que se denomina adaptacién o habituacion (Rabasa
2011). Por ejemplo, se investigd la exposicion repetida a la manipulacion como
un método para disminuir la respuesta de estrés a la esquila. En ovejas
expuestas a esquila falsa (un procedimiento en el que no se quita la lana, pero
que por lo demas se parece a la misma) en cuatro ocasiones a intervalos de dos
semanas, la respuesta maxima de cortisol no se afecto, pero las concentraciones
de cortisol en plasma disminuyeron mas rapidamente a concentraciones iniciales
mas bajas después de cuatro exposiciones. Las distancias de fuga de las ovejas
con esquila falsa fueron significativamente mas cortas que las de las ovejas
control después de las cuatro exposiciones. La respuesta al estrés al
cizallamiento simulado se redujo solo ligeramente por repeticion (Hargreaves
and Hutson, 1990). En el mismo sentido, un indicador de aversion es el tiempo
que se necesita para inducir a un animal a reingresar a una manga en la que ya
ha sido manejado (Rusher, 1986a y 1986b, 1995). Rushen (1996) advierte que,
para medir con precision la aversion dentro de una manga, el animal debe
experimentar mas de una vez el procedimiento causante de aversién, por
ejemplo trabajos con picanas. Asimismo, en los trabajos en que se determin6 un
efecto positivo de la P4 sobre la respuesta de estrés durante manejos
estresantes (Freitas-de-Melo y col., 2013; Aramburu y col., 2016), la evaluacién
de los indicadores de estrés se extendié durante los 2 a 4 dias posteriores a la
aplicacion del estresor. Por tanto, hubiera sido interesante haber evaluado los
cambios comportamentales y fisiolégicos en los momentos posteriores a la
esquila, ya que la P4 inyectable alcanza niveles maximos 1 h después del
tratamiento en vacas (Martinez-Barbitta y col., 2014), manteniéndose en
concentraciones luteales en sangre hasta 16 h de aplicada la misma en ovejas
(Freitas-de-Melo y col., datos no publicados).

También hubiera sido interesante haber determinado lo que ocurriria con otros
indicadores de estrés agudo, como el cortisol, un indicador clasico de estrés
(Rhind y col., 1998), con el objetivo de aumentar la gama de formas de evaluar
el estrés agudo. Por ejemplo, el cortisol fue un indicador adecuado para
diferenciar la respuesta aguda de estrés entre ovejas prefiadas o no prefiadas
luego de la esquila (Ungerfeld y Freitas de Melo, 2019). El registro de la
temperatura superficial en diferentes zonas corporales con el uso de termografia
también podria haber sido un buen indicador de estrés, ya que es un
procedimiento rapido, no invasivo, no requiere manipulaciones agresivas que de
por si mismas generen respuestas de estrés, manifestando su utilidad en el
estudio del comportamiento y bienestar animal (Trueba y col., 2019). Igualmente
se podria haber evaluado otros indicadores de estrés como la reduccion en el
tiempo de descanso, reduccion en el tiempo de rumia y en el incremento de la
frecuencia de vocalizaciones (Orgeur y col., 1998) luego de la esquila. Por tanto,
con el objetivo de mejorar el bienestar animal, seria interesante desarrollar
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estrategias de manejo o tratamientos para reducir la respuesta de estrés luego
de la esquila.
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8. CONCLUSION

El tratamiento con P4 inyectable antes de la esquila posparto en ovejas no
modificé las respuestas agudas de estrés registradas en el presente trabajo. La
esquila posparto aumento la temperatura rectal y la frecuencia cardiaca, pero no
genero efectos en las concentraciones de proteinas totales, albumina, globulinas
y glucosa sanguinea en ovejas.
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