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RESUMEN

En rumiantes existen varios métodos de coleccién de semen, el mas utilizado en
ovinos es la vagina artificial, siendo la alternativa méas frecuente la electroeyaculacion
(EE). Esta ultima es una técnica ampliamente usada para colectar semen, pero genera
una marcada respuesta de estrés. Dado que la propia eyaculacion desencadena
respuestas similares, el objetivo de esta tesis fue discriminar la respuesta provocada
por la eyaculacion de aquella provocada por la EE utilizando carneros y ovejas, ya que
estas Ultimas no eyaculan. Para esto se utilizaron 10 carneros y 10 ovejas de raza
Texel, los cuales fueron electroeyaculados durante de la estacion no reproductiva. Se
les colectaron muestras de sangre para medir la concentracién de cortisol, cantidad
de globulos blancos (GB), el hematocrito (Hto), las proteinas totales (PT), la albumina,
la glucemia, y la creatina quinasa (CK), y se midieron la frecuencia cardiaca (FC) y la
temperatura rectal (TR), ademas de registrar el nUmero de vocalizaciones emitidas.
Se registro un aumento en la concentracion del cortisol, glucemia, TR, concentracion
de CK (p <0,0001) y GB (p=0,01), tanto en ovejas como en carneros. En todos estos
parametros —excepto en los GB- se observo un mayor aumento en ovejas que en
carneros (cortisol: p < 0,0001; glucemia: p = 0,001; TR: p = 0,0015; CK: p =0,05). La
FC (p < 0,0001) y Hto (p = 0,02) decrecieron en ambos sexos luego de la EE. Un
mayor numero de carneros que de ovejas vocalizaron durante la EE (p = 0,009).
Teniendo en cuenta estos indicadores de estrés, se demostré que la EE provocé una
mayor respuesta al estrés en ovejas que en carneros, por lo que se concluyo que la
eyaculacion no contribuye significativamente en los cambios inducidos por la EE, por
lo que estos son indicadores confiables de la respuesta de estrés.
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SUMMARY

In ruminants, there are several methods of collection of semen: the most widely used
in sheep is the artificial vagina, and the more frequently used alternative is
electroejaculation (EE). The latter is a widely used technique to collect semen, but it
generates a stress response. Since the ejaculation itself triggers similar responses, the
objective of this thesis was to discriminate the response provoked by the ejaculation
from that provoked by the EE using rams and sheep, as the latter cannot ejaculate.
For this, 10 rams and 10 Texel ewes were electroejaculated outside the breeding
season. Blood samples were collected to measure cortisol concentration, white blood
cell count (GB), hematocrit (Hto), total protein (PT), albumin, glycemia and creatine
kinase (CK) concentrations, and the heart rate (HR) and rectal temperature (TR), in
addition to the number of vocalizations emitted. It was observed in both, ewes and
rams, an increase in cortisol concentration, glycemia, TR, CK concentration (p
<0.0001) and GB (p = 0.01). In all these parameters -except in GB- a greater increase
was observed in sheep than in rams (cortisol: p <0.0001, glycemia: p = 0.001, TR: p =
0.0015, CK: p = 0.05). HR (p < 0.0001) and Hto (p = 0.02) decreased in both sexes
after EE. A greater number of rams than ewes vocalized during the EE (p = 0.009).
Taking into account these stress responses, it was shown that EE provoked a greater
response to stress in ewes and rams, but ejaculation was not related to the changes
induced by EE, so all these indicators are reliable as to the stress response.
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1. INTRODUCCION

En rumiantes existen distintas formas de coleccién de semen. En la especie ovina, el
método utilizado mas frecuentemente es la vagina artificial (VA) (Ungerfeld, 2003),
pero en carneros que se niegan a servir en una VA debido a la falta o disminucién de
la libido (Rasbech, 1993); en animales que se encuentran fuera de la temporada de
reproduccion (Abril-Sanchez, 2017), o en animales silvestres, la electroeyaculacion
(EE) representa la Unica posibilidad de obtencion de semen (Morrell, 2011). La EE
genera una marcada respuesta de estrés en carneros y toros evidenciada a través de
cambios hematoldgicos, bioquimicos (Stafford y col., 1996; Damian y Ungerfeld,
2011), en la frecuencia cardiaca y respiratoria, pulso, temperatura rectal (TR) y
concentracion de cortisol (Stafford y col., 1996; Damian y Ungerfeld, 2011). Ademas,
se ha determinado que existe un incremento de la creatina quinasa (CK) (Damian y
Ungerfeld, 2011), que es un indicador de dafio muscular cardiaco y esquelético
(Akatas y col., 1993); incrementos de las concentraciones de proteinas totales (PT) y
de la glucosa, y una disminucion del hematocrito (Hto), hemoglobina (Hb), eritrocitos
y fosfatasa alcalina en respuesta a la EE en carneros (Damian y Ungerfeld, 2011).
Ademas, la EE produce dolor y riesgo de dafio térmico y electrolitico en la mucosa
rectal (Brindley, 1981). Las respuestas negativas a la EE han sido asociadas con la
emision de vocalizaciones en toros (Falk y col., 2001, Whitlock y col., 2012) y en
carneros (Damian y Ungerfeld, 2011), que han sido consideradas como un indicador
confiable de dolor (Damian y Ungerfeld, 2010; Mejdell y col., 2017; Ungerfeld y col.,
2017). Por lo tanto, la EE afecta el bienestar de los animales (Orihuela, 2014).

Por otra parte, el cortejo, la monta y la eyaculacion desencadenan aumentos en la
concentracion de cortisol en toros (Borg y col., 1991), aumento en la frecuencia
cardiaca (FC) en carneros (Orihuela y col., 2016), frecuencia respiratoria (FR) en
monos (Slob y col., 1986) y hematocrito (Hto) en caballos (Hatazoe y col., 2012). El
aumento de estos parametros es similar al que ocurre durante la respuesta a la EE,
por lo que ambos efectos quedan superpuestos, y, por tanto, no es posible discriminar
cuanto de los cambios reportados es atribuible exclusivamente a la EE y cuanto es
generado por la eyaculacion en si misma. Considerando lo anterior, se plantea
discriminar la respuesta inducida por la eyaculacion de la respuesta de estrés inducida
por la EE. Para esto es util comparar la respuesta de estrés generada por la EE en
carneros con animales que no puedan eyacular; en este sentido las ovejas son un
modelo experimental interesante. En este marco, es importante comparar la respuesta
a la EE en carneros y ovejas fuera de la estacion reproductiva para evitar la influencia
de los esteroides sexuales en la respuesta al estrés, ya que estas hormonas regulan
la liberacion de ACTH y cortisol, interfiriendo en la respuesta al estrés (Handa y col,
1994).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Métodos de coleccion de semen

En la especie ovina, el método de eleccion mas frecuente para colectar semen es la
VA (Ungerfeld, 2003). La VA, mas all4d de sus diferentes tipos y modelos, esta
constituida por un tubo externo rigido o semirrigido de vidrio, ebonita, metal o caucho,
de 15 a 20 cm de largo por 6 a 8 cm de diametro. A través de este tubo se hace pasar
otro tubo de goma o latex de menor diametro, pero algo mas largo y cuyos extremos
se fijan a los dos extremos rigidos, dejando entre ambos tubos un espacio vacio. En
uno de los orificios se coloca una valvula a través de la cual se introduce agua
templada, de tal forma que la temperatura en el interior sea de entre 40y 46 °C (Duréan
del Campo, 1993). En uno de los extremos se introduce una copa de vidrio en la que
se colecta el semen. El otro extremo de la vagina se puede lubricar con glicerina o
vaselina (Duran del Campo, 1993). La presion se puede aumentar mediante presion
de aire (Morrell, 2011). En relacién al uso de VA en carneros, la coleccion se semen
por medio de este método se asemeja al servicio natural, pero se necesita entrenar a
los animales previamente (Terril, 1940; Gil, 2003). En algunas especies que estan
acostumbradas al manejo es posible obtener semen por lavado vaginal luego de la
monta natural, pero en este caso los espermatozoides quedan expuestos a
secreciones vaginales que disminuyen la supervivencia espermatica (Gil, 2003).

En otras especies, como en algunas de las especies no domeésticas, la EE representa
la Unica posibilidad para la coleccion seminal (Morrell, 2011), siendo recomendado
también en carneros en los que la coleccion con VA no se puede aplicar debido a la
falta o disminucion de libido o que se encuentren fuera de la temporada de cria
(Rasbech, 1993; Abril-Sanchez y col., 2017). La EE en animales domeésticos fue
reportada por primera vez en 1936 (Dziuk y col, 1954; Marder, 1954). Esta técnica se
basa en la introduccion de una sonda con electrodos en el recto para estimular
eléctricamente a los nervios relacionados con la eyaculacion. Durante la EE, el voltaje
se aumenta de manera paulatina con pulsos de estimulacién ritmicos (Hafez y Hafez,
2002). En el caso del carnero, frecuentemente se posiciona el animal en decubito
lateral, sujetandolo fuertemente, dado que los miembros posteriores reaccionan
violentamente por estimulo de los nervios obturador y ciatico (Duran del Campo,
1993). El pene debe ser extraido del prepucio y envuelto en una gasa antes de
comenzar el estimulo eléctrico, para luego ser introducido en la copa recolectora de
semen. La extraccion del pene se logra con facilidad si se hace sentar al animal sobre
su grupay se le extiende hacia adelante en forma de arco (Duran del Campo, 1993).

La calidad del semen obtenido mediante EE es similar a la obtenida por masaje rectal
en machos cabrios (Abril-Sanchez y col, 2017). La concentracion de espermatozoides
es mayor en muflones a los que se les aplicé EE que con el masaje rectal (Ungerfeld
y col, 2015). Sin embargo, la concentracion fue menor cuando se colecté semen de
carneros con EE que con VA (Marco-Jiménez y col., 2008).

En relaciébn a las caracteristicas de los espermatozoides tras la congelacion y
descongelacion se observé un mayor niumero de espermatozoides estables y
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funcionales en el semen recogido por EE que por VA (Marco-Jiménez y col, 2005). El
volumen del eyaculado y la cantidad de PT del plasma seminal fue similar cuando se
colecté semen de carneros con VA o EE (Marco-Jiménez y col., 2008), y la secrecion
de las glandulas anexas fue mayor con esta ultima (Gil, 2003). Si no se restringe el
acceso al agua previo a la colecta de semen mediante EE, la posibilidad de
contaminacién con orina es mayor (Gil, 2003).

Una alternativa a la EE es el método de masaje guiado por ultrasonido transrectal de
las glandulas sexuales accesorias (TUMASG), el que ha sido aplicado de manera
efectiva en la especie Arrui (Santiago-Moreno y col., 2013). Este método consiste en
realizar una ecografia transrectal, para la examinacion y masaje de las glandulas
bulbouretrales, las vesiculas seminales y ampolla del conducto deferente para
favorecer la expulsion de los espermatozoides. Simultaneamente se realiza un masaje
manual del pene, zona perineal y pélvica de la uretra para transportar el semen a
través de la uretra hasta el tubo de recoleccion (colector de vidrio graduado). El
procedimiento finaliza cuando se observa mediante la ecografia el vaciado completo
de las glandulas accesorias (Ungerfeld y col., 2015). En los casos en los que no se
llega a un eyaculado solo con el masaje de las glandulas accesorias, se puede usar
la aplicacion de estimulos eléctricos (0,2 mA durante 6-8 s) por medio de un
electroeyaculador (Ungerfeld y col., 2015). En este sentido realiz6 un estudio con
muflones anestesiados, con la administracion previa de oxitocina antes de realizar el
TUMASG para acortar el procedimiento y evitar el uso de la EE (Ungerfeld y col.,
2016), ya que el tratamiento con oxitocina estimula el transporte de esperma hacia el
conducto deferente, y por lo tanto en la eyaculacion de los carneros (Nicholson y col.,
1999).

2.2 Respuesta de estrés
2.2.1 Estrés

El estrés es el conjunto de fendmenos biolégicos no especificos causados por la
accion de factores o agentes potencialmente nocivos o dafinos sobre el organismo,
los cuales, en determinadas circunstancias, son capaces de provocar fenGmenos
patolégicos (Martinez, 2016). También puede ser definido como la accidn de estimulos
nerviosos y emocionales provocados por el ambiente sobre los sistemas nervioso,
endocrino, circulatorio y digestivo de un animal, produciendo cambios medibles en los
niveles funcionales de estos sistemas. En especial, el estrés altera la homeostasis
interna induciendo cambios en la actividad del sistema nervioso autonomo y el eje
hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (HPA) (Damian, 2011). En cualquiera de los
casos, el sistema nervioso central percibe una amenaza y desarrolla una respuesta
gue consiste en una combinacion de cuatro respuestas generales de defensa
biologica para restablecer la homeostasis (Damian, 2011): la comportamental, y las
del sistema nervioso autbnomo, inmune y neuroendocrino (Romero y col., 2011).
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2.2.2 Fisiologia del estrés

La respuesta de estrés involucra la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS)
del sistema nervioso autonomo (Damian, 2011). Al activarse el SNS, se libera
adrenalina y noradrenalina en la médula adrenal y se genera una respuesta rapida en
el organismo. Estas catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) ponen al animal en
estado de alerta, preparandolo para luchar o huir, provocando un aumento de la FCy
del gasto cardiaco, vasoconstriccion periférica, hiperglucemia, midriasis e
hiperventilacion (Romero y col., 2011). Cuando un estresor (estimulo que genera una
respuesta de estrés) es percibido, el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
corticotrofina (CRH), la cual estimula la liberacion de la hormona adenocorticotréfica
(ACTH) por parte de la hipdfisis. El animal responde a factores estresantes al liberar
ACTH por parte de la glandula pituitaria anterior, glucocorticoides de la corteza
suprarrenal, epinefrina desde la médula suprarrenal y norepinefrina por los nervios
simpaticos (Axelrol y Reisine, 1984). La ACTH estimula la sintesis y secrecion de
glucocorticoides, principalmente el cortisol (en ovinos) desde la corteza adrenal. En
circunstancias normales, solo el 10 % del cortisol circulante es libre y activo. El 90 %
del cortisol plasmatico esta unido a proteinas, de las cuales el 70% son globulinas de
unién a corticosteroides y albumina (Granger y col., 2009). Sin embargo, se ha
reportado que las concentraciones de cortisol libre alcanzan del 20 al 30% durante la
respuesta al estrés (Rijnberk y Mol, 1997).

El cortisol estimula diferentes vias metabdlicas como la gluconeogénesis
(aumentando la sintesis de enzimas implicadas en la conversion de aminoacidos,
glicerol y lactato en glucosa), la lipdlisis y la protedlisis en el higado, generando un
aumento de concentraciones de glucosa sanguinea (Romero y col.,, 2011). La
gluconeogénesis en el musculo esquelético esta regulada por la actividad de la enzima
glucégeno fosforilasa; la activacién de dicha enzima esta controlada por altos niveles
de catecolaminas, por la contraccion muscular o por ambos actuando en conjunto
(Tarrant, 1989). La respuesta neuroendocrina de estrés presenta un proceso de
retroalimentacion negativa, por lo que el cortisol actia sobre el hipotalamo y la hipofisis
disminuyendo la produccion de CRH y ACTH (Romero y col., 2011). Diversos estudios
demostraron que las hembras reaccionan a los factores estresantes fisicos y
psicologicos con una mayor respuesta de cortisol en comparacion con los machos (Le
Mevel y col., 1979; Brett y col., 1983).

La testosterona puede inhibir la respuesta del cortisol y ACTH en situaciones
estresantes actuando directamente sobre sitios neurales o hipofisarios (Handa, 1994).
La presencia de estrégenos produce un aumento del cortisol basal y secrecién de
ACTH, esto fue demostrado en un estudio que se realizé en ratas ovariectomizadas,
a las que se les administré una capsula con estradiol y luego fueron sometidas a un
factor estresante (choque de pies a 1,0 mA) (Burgess y Handa,1992). La presencia de
progesterona mitiga la respuesta al estrés durante manejos estresantes en las ovejas
(Freitas de Melo y Ungerfeld, 2016). Un estudio realizado por Van Lier y col. (1998)
demostré que luego de administrar ACTH a ovejas y machos, las hembras mostraban
niveles mas altos de cortisol que los carneros.
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Segun Moberg (1996), los cambios fisiol6gicos asociados con la respuesta de estrés
pueden ser medidos a partir de cambios en las concentraciones sanguineas de
cortisol, glucosa, [B-hidroxibutirato, volumen globular aglomerado y CK. Estas
determinaciones permiten determinar la presencia y/o magnitud de la respuesta de
estrés y son conocidas como indicadores de estrés.

2.3 Respuestas fisioldgicas indicadoras de estrés a la electroeyaculacion

La EE es una técnica ampliamente utilizada para colectar semen en rumiantes
(Damian y Ungerfeld, 2011). Sin embargo, esta técnica genera una marcada
respuesta de estrés evidenciada a través de cambios en la FC y FR, pulso, TR y
concentracion de cortisol en carneros y toros (Stafford y col., 1996; Damian y
Ungerfeld, 2011). Segun Mosure y col. (1998), luego de la EE ocurre un aumento de
la FC debido a la combinacion de la contraccion muscular y del dolor. En un estudio
realizado en venados de campo sometidos a la EE bajo anestesia general se vio un
aumento de la FC y del pulso durante la aplicacion de la misma, indicando que esta
respuesta puede estar asociada a la presencia de dolor y a los estimulos eléctricos
durante la EE (Fumagalli y col., 2011). En otro estudio realizado en muflones, la FC
aumento durante los procedimientos de EE y disminuyd al final, pero no volviendo a
sus valores iniciales (Ungerfeld y col., 2015). Ademas, ocurrié un aumento de la
actividad cardiaca inducido por el estimulo eléctrico y una contraccion muscular
intensa de las extremidades posteriores, provocando un incremento de la CK (Damian
y Ungerfeld, 2011), indicando dafio de la musculatura cardiaca y esquelética (Akatas
y col., 1993). Ademas del aumento de la CK, también existe un incremento de la
concentracion de cortisol, glucemia y de PT en sangre, asi como una disminucion del
Hto, Hb, eritrocitos y fosfatasa alcalina asociados a la EE (Damian y Ungerfeld, 2011;
Fidan y col., 2017). En otro estudio realizado en carneros Merino los niveles de
globulos blancos (GB) y de Hb aumentaron significativamente luego de la EE (Fidan
y col., 2017). Estos cambios en los niveles de GB podrian explicarse por los efectos
de las catecolaminas en la contraccion del bazo durante el procedimiento de EE como
respuesta al estrés (Fidan y col., 2017).

Orihuela (2009a) mostré que el estimulo eléctrico durante la EE induce incrementos
en la concentracion del cortisol en carneros, mientras que la manipulacion, incluyendo
la insercidn de la sonda no contribuye a este efecto. En un estudio realizado en cabras
criollas del sexo masculino que fueron sometidos a EE, la concentracion sérica de
cortisol aument6 después de la misma (Ortiz de Montellano y col., 2007). Ademas, la
EE produce dolor y riesgo de dafio térmico y electrolitico en la mucosa rectal (Brindley,
1981). En el venado de campo se vio que la temperatura rectal disminuyé luego de la
EE, pero es muy probable que sea debido a la sedacién a los que fueron sometidos
con xilacina, lo cual se sabe que puede inducir hipotermia (Fumagalli y col., 2011).
Las respuestas negativas a la EE han sido asociadas con la emision de vocalizaciones
en toros (Falk y col., 2001; Whitlock y col., 2012) y carneros (Damian y Ungerfeld,
2011), las que han sido consideradas como un indicador confiable de dolor (Damian
y Ungerfeld, 2010). Watts y Stookey (2000) también indicaron que el nimero, duracion
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y caracteristica de las vocalizaciones son indicadoras de dolor. La frecuencia y
duracion de las vocalizaciones durante la EE se asocia al niumero de pulsos en los
que el carnero eyacula (Damian y Ungerfeld, 2011), siendo mas utiles que el cortisol
y la FC para indicar dolor (Watts y col., 1999). Cuando la intensidad del estimulo
eléctrico es severa, los toros vocalizan, luchan y se echan (Falk, 2001). También se
observé que luego de la EE disminuye la concentracion sérica de testosterona
(Damian y Ungerfeld, 2011), debido a que los esteroides adrenales inhiben
indirectamente la funcién endocrina testicular, actuando a nivel hipotaldmico o
pituitario suprimiendo la secrecion de LH (Juniewiez y col., 1987).

La EE produce estrés en los animales y por lo tanto atenta contra su bienestar
(Orihuela, 2014), por lo que se han evaluado técnicas alternativas como el masaje
transrectal (Palmer, 2005). Las caracteristicas del semen colectado mediante EE
fueron similares a las colectadas con el masaje transrectal de glandulas accesorias
en machos cabrios (Abril-Sanchez y col., 2017). En el caso de ser indispensable la
aplicacion de EE, algunos autores recomiendan asociarla con algun tratamiento
anestésico para reducir los efectos estresantes en el animal (Orihuela, 2014). Por
ejemplo, la aplicacion de xilacina al 2 % previo a la EE, ademas de disminuir el dolor,
induce eyaculados con mayor volumen, concentracion espermatica y porcentaje de
espermatozoides vivos, que aquellos que se obtienen sin el uso de este tranquilizante
(Ulloa, 2017). En un estudio realizado en machos cabrios sedados con xilacina y
ketamina antes de la EE, se vio una disminucion de la respuesta al estrés, mejorando
la calidad del semen recogido, ademas de que vocalizaron menos, lo que demuestra
una disminucion del dolor (Abril-Sanchez y col., 2018). Por el contrario, la reduccion
del dolor, atribuible a la anestesia epidural con lidocaina no resulté significativa
(Palmer, 2005).

La respuesta a la EE puede verse influenciada por la técnica del operador, por lo que
los operadores de equipos de EE deben esforzarse por aplicar la estimulacion
eléctrica lo mas suavemente posible. Una vez que la sonda esta en su lugar, la
estimulacion eléctrica se aplica cuidadosamente mientras se observa la respuesta del
animal, y una vez que hay una indicacién de que el mismo ha sentido la estimulacion,
como una ligera contraccion de los musculos de la extremidad posterior, la
estimulacién puede ser eliminada, previamente se produce la protrusion del pene,
seguida de la ereccion y finalmente la coleccion de semen (Palmer, 2005).

2.4 Fisiologia del cortejo y cépula

La cOpula se inicia desde el acercamiento del carnero y termina con la eyaculacion; la
misma estd compuesta por determinadas unidades de conducta: acercamiento,
contacto naso-vaginal, flehmen, elevacion de la extremidad anterior, topetear,
descanso de barbilla y monta (Odagiri, 1995). El cortejo involucra el comportamiento
de busqueda de pareja, donde se establece el vinculo entre determinado macho y una
o varias hembras en celo. Cuando un carnero es introducido a un grupo de hembras,
este comienza la busqueda para determinar cuales hembras estan en celo (Ungerfeld,
2003). El carnero dedica un tiempo considerable olfateando los genitales y la orina de
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la oveja (Bland y Jubilan, 1987). En respuesta a la orina de las hembras, los machos
realizan el comportamiento de flehmen. ElI flehmen facilita la introduccién de
feromonas sexuales hacia el 6rgano vomero-nasal (Schneider, 1930). La postura de
flehmen puede ser retenida solo momentaneamente o puede persistir hasta 2 min
(Banks, 1964). Luego, la regién del flanco de la oveja es fisicamente golpeada por el
hombro o la cabeza del carnero y posteriormente ocurre la monta (Bernon y Shrestha,
1984). Durante la monta, se produce la ereccion del pene y se acompafia de
oscilaciones pélvicas, que continlan después de que se ha realizado la intromision.
La eyaculacion puede detectarse conductualmente por un empuje especialmente
profundo y siempre es seguido por el desmontaje (Banks, 1964). En carneros, la
copuladurade 2 a3 seq, y en el segundo o tercer intento el macho eyacula. El carnero
eyacula unas 10 veces antes de saciarse, pudiendo llegar a 30 o 40 eyaculaciones
(Ungerfeld, 2003).

El apareamiento y la eyaculacion desencadenan aumentos en la concentracion de
cortisol en toros, habiendo una relacion positiva entre la cantidad y frecuencia de
montas y el aumento del cortisol (Borg y col., 1991). También existe un aumento en la
FC en carneros, durante la excitacion sexual, alcanzando a un maximo pico después
de la eyaculacion (Orihuela y col., 2016); también hay aumentos de la FR en monos
(Slob y col., 1986) y del Hto en caballos (Hatazoe y col., 2012). El aumento de estos
parametros es similar al que ocurre durante la respuesta a la EE, por lo que ambos
efectos quedan superpuestos, y, por tanto, no es posible saber cuanto de los cambios
reportados es atribuible exclusivamente a la EE y cuanto es generado por la
eyaculacion en si misma. El estudio realizado por Slob (1986) en hembras y machos
de la especie Macaco rabon, demostré que las fluctuaciones en la FC eran mucho
mayores en los machos que en las hembras. Esta diferencia puede ser causada por
el mayor esfuerzo muscular por parte del macho durante el cortejo y la copula.

{ Pagina 15 }



Facultad de Veterinarla Tesis de Grado Hernandez - Nufiez - Lago

Universidad de la a
Uruguay

3. HIPOTESIS

La eyaculacion no contribuye significativamente a la respuesta de estrés provocada
por la EE en ovinos.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Comparar la respuesta de estrés a la EE entre carneros y ovejas a los efectos de
discriminar la respuesta provocada por la eyaculacién de aquella provocada por la EE.

4.2 Objetivos especificos
Determinar si existen diferencias en la respuesta a la EE de carneros y ovejas en:

e la concentracion de cortisol

e la frecuencia cardiaca

e la temperatura rectal

e la cantidad de globulos blancos
e el hematocrito

e las proteinas totales

e la albumina

e la glucemia

e la creatina quinasa

e el numero de vocalizaciones
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Local de estudio, animales y manejo

El estudio se realizé en un establecimiento privado del departamento de Rocha,
Uruguay (34° 28'S/57° 51' O) durante noviembre, utilizando 10 ovejas y 10 carneros
de raza Texel.

5.2 Procedimientos relacionados a la EE

A todos los animales se les aplico la EE en el mismo dia. Antes de realizar la EE, los
carneros y ovejas fueron asignados en diferentes corrales de aproximadamente 6 X 6
m cada uno. Los animales fueron movidos individualmente a un tercer corral (2 X3 m
aproximadamente), alternando entre géneros, donde se procedio a realizar la EE, la
misma se realizé con el animal de pie e inmovilizado. La sonda rectal que se utilizd
presentaba tres electrodos longitudinales recubiertos con gel de carboximetilcelulosa.
Los carneros y ovejas fueron estimulados con 10 pulsos de 3 V, seguidos por 10
pulsos de 4 V, terminando antes en los carneros que eyaculaban. Cada pulso se aplico
durante 3 s, con periodos de descanso del mismo tiempo. Los carneros necesitaron
11,0+ 2,4 pulsos (media £ EEM) para comenzar la eyaculacion. Durante la EE también
se registro el numero de vocalizaciones emitidas.

5.3 Obtencién de muestras sanguineas

Las muestras de sangre fueron colectadas mediante puncion de la vena yugular antes
(AEE) y después (DEE) de la EE, asi como a los 10, 20, 30, 45, 60, 90y 120 min. Las
muestras para las mediciones de los parametros bioquimicos (PT, albumina y CK) y
hormonales (cortisol) se recolectaron en tubos sin anticoagulante. Para los analisis de
glucemia se colectaron las muestras en tubos con heparina e yodoacetato (Eurotubo,
Deltalab, Rubi, Espafia). Las muestras de sangre quedaron a temperatura ambiente
durante 1 h, se centrifugaron (1500 rpm, 20 min) y seguidamente se congelaron a -20
°C hasta su analisis. Para los andlisis hematologicos (leucocitos, hematocrito) la
sangre se recolectd en tubos con anticoagulante EDTA (Eurotubo, Deltalab, Rubi,
Espafia).

5.4 Parametros fisiolégicos

Se registré la frecuencia cardiaca en los tiempos AEE, DEE, 10 y 30 min y la
temperatura rectal en los tiempos AEE, 10 y 30 min.
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5.5 Cortisol

La medicién del cortisol se realizé en el Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo
Animal, Facultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay, con las muestras colectadas
en los tiempos: AEE, DEE, 10; 20; 30; 45; 60 y 90 min. Para ello, se utilizé un kit de
radioinmunoandlisis de fase sdlida (Cisbio Bioassays, Parc Marcel Boiteux, Francia).
La sensibilidad al andlisis fue de 11,8 nmol/L y el coeficiente de variacion intraensayo
fue de 15,33 % para el control bajo, 11,25 % para el control medio y 5,06 % para el
control alto.

5.6 Parametros hematoldgicos

La evaluacion de los parametros hematologicos se realiz6 AEE, DEE, a los 30 y 120
min. El analisis incluyé los parametros de linea celular blanca y HCT mediante un
analizador automatizado de células (Humacount 30TS, Weisbaden, Alemania).

5.7 Parametros bioquimicos

Las PT se midieron mediante la técnica de Biuret (Bio-Systems, Barcelona, Espafia).
La albumina, glucosa y CK se evaluaron utilizando un kit comercial (Bio-Systems,
Barcelona, Espafa). Las determinaciones fueron realizadas en los tiempos: AEE,
DEE, 30 y 120 min para la glucosa y CK; y en los tiempos: AEE, DEE, 30; 60 y 120
min para las PT y albumina.

5.8 Analisis estadistico

Se registré presencia/ausencia de vocalizaciones y se compararon entre géneros
usando el test de Fisher. El resto de las variables fueron comparadas por un ANOVA
para mediciones repetidas, considerando el género, el tiempo relativo al pulso
eléctrico y la interaccion entre ellos como efectos principales. Los datos son
presentados como media + EEM.
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6. RESULTADOS

6.1 Cortisol

La concentracion de cortisol varié en el tiempo (p < 0,0001), aumentando hasta llegar
a un maximo a los 30 min en el caso de las ovejas y entre los 10-30 min en los
carneros. La concentracion de cortisol fue mayor en las ovejas, en relacion a los
carneros (p < 0,001). Hubo interaccion grupo por tiempo (p = 0,0002). En los carneros,
alos 60 min el cortisol volvié a su valor inicial, pero en las ovejas nunca lograron llegar
al valor inicial (Figura 1).

210 -
180 A

150 -

[y

N

o
1

Cortisol (nmol/L)
8

(2]
o
1

w
o
1

eg def

fg
AEE DEE 10 20 30 45 60 90
Tiempo (min)

Figura 1. Concentracion de cortisol de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras
colectadas AEE, DEE, 10; 20; 30; 45; 60 y 90 min (media + EEM). Diferentes letras
indican diferencias grupo por tiempo.

6.2 Frecuencia cardiaca

La FC tuvo variacion en el tiempo (p < 0,0001): se mantuvo estable hasta
inmediatamente después de la EE y luego decrecio, no llegando a los valores iniciales.
No hubo diferencias significativas entre machos y hembras (p = 0,5). No hubo
interaccién grupo y tiempo (p = 0,9) (Figura 2).
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Figura 2. FC de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) AEE, DEE, a los 10 y 30 min (media £
EEM). Las letras indican diferencias en el tiempo.

6.3 Temperatura rectal

La TR tuvo variacion en el tiempo (p < 0,0001), alcanzando un pico maximo a los 30
min luego de la EE. Las hembras tuvieron una mayor temperatura rectal que los
machos (p = 0,0015). No hubo interaccién grupo por tiempo (p = 0,8) (Figura 3).
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Figura 3. TR de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) AEE, a los 10 y 30 min (media £ EEM).
Las letras indican diferencias en el tiempo.
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6.4 Glébulos blancos

El contaje de GB, tuvo variacién en el tiempo (p = 0,01), observandose el maximo
conteo en ambos grupos a los 120 min luego de la EE. La cantidad de GB fue mayor
en carneros que en ovejas (p = 0,02). Hubo interaccién grupo por tiempo: aunque en
los carneros no hubo variacion en el tiempo, en las ovejas disminuy6 luego de la EE
y luego comenz6 a aumentar hasta los 120 min (p = 0,04). (Figura 4).
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Figura 4. Contaje de GB de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras colectadas AEE,
DEE, a los 30 y 120 min (media + EEM). Diferentes letras indican diferencias grupo
por tiempo.

6.5 Hematocrito

El Hto varié con el tiempo (p = 0,02), decreciendo en ambos grupos hacia los 120 min.
No hubo diferencias entre carneros y ovejas (p = 0,4). No hubo interaccion grupo por
tiempo (p = 0,7) (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de Hto de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras colectadas
AEE, DEE, a los 30 y 120 min (media + EEM). Las letras indican diferencias en el
tiempo.

6.6 Proteinas totales

La concentracion de PT tendio a variar en el tiempo (p = 0,09), llegando a la minima
concentracion para el caso de las ovejas a los 30 min luego de la EE y a los 120 min
llegando casi a sus valores iniciales, en el caso de los carneros tuvo su minima
concentracion a los 60 min luego de la EE, aumentando a los 120 min, pero no
retomando a sus valores iniciales. No presenté diferencias entre carneros y ovejas (p
=0,2). No hubo interaccién grupo por tiempo (p = 0,8) (Figura 6).
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Figura 6. PT en ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras colectadas AEE, DEE, a los
30; 60y 120 min (media + EEM). Las letras indican una tendencia a variar en el tiempo.
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6.7 Albumina

La concentracion de albumina tendio a variar en el tiempo (p = 0,1). No se observé
diferencias entre carneros y ovejas (p = 0,3). No hubo interaccién grupo por tiempo (p
=0,4) (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de albumina en ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras
colectadas AEE, DEE, a los 30; 60 y 120 min (media £ EEM). Las letras indican una
tendencia a variar en el tiempo.

6.8 Glucosa

La glucemia vari6 con el tiempo (p < 0,0001): luego de la EE la glucemia aumento en
ovejas hasta los 120 min, y en los carneros aumentd hasta los 30 min y luego
permanecio estable hasta los 120 min. Los valores de las ovejas fueron mayores que
los de los careros (p = 0,001). Hubo interaccion grupo por tiempo: en los carneros la
glucemia se mantuvo estable a partir de los 30 min, pero en las ovejas siguio
aumentando hasta los 120 min (p = 0,01) (Figura 8).
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Figura 8. Glucosa en sangre de ovejas (-e-) y carneros (-¢-) de muestras colectadas
AEE, DEE, a los 30 y 120 min (media + EEM). Diferentes letras indican diferencias
grupo por tiempo.

6.9 Creatina quinasa

La concentracién de CK varié con el tiempo (p < 0,0001), aumentando a los 120 min
luego de la EE. Los valores de las ovejas fueron mayores que los de los carneros (p
= 0,05). Hubo interaccion grupo por tiempo: en las ovejas aumento a partir de los 30
min luego de la EE hasta los 120 min, en los carneros aumento luego de los 30 min
hasta los 120 min luego de la EE, pero en menor medida (p = 0,004) (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de CK de ovejas (-e-) y carneros (--) de muestras colectadas
AEE, DEE, a los 30 y 120 min (media + EEM). Diferentes letras indican diferencias
grupo por tiempo.

6.10 Vocalizaciones

En cuanto a las vocalizaciones, mas carneros vocalizaron que ovejas durante la EE
(7/10 vs 1/10) respectivamente (p = 0,009).
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7. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis confirman la hipdtesis planteada: si bien se
sabe que el cortejo, la cOpula y la eyaculacion generan respuestas similares a la
respuesta de estrés, como aumentos en la FC y en la concentracion de cortisol
(Orihuela y col., 2009a; Orihuela y col., 2016), las ovejas presentaron una mayor
respuesta al estrés a la EE que los carneros. Esto significa que la eyaculacion no
contribuy6 significativamente a la respuesta de estrés durante la EE. Para explicar por
gué las ovejas tuvieron una mayor respuesta que los carneros en varios parametros
se debe tener en cuenta que en las ovejas se estandarizo la cantidad de pulsos
aplicados, siendo finalmente mayor que en los carneros. Ademas, puede haber una
influencia del sexo en la respuesta al estrés: las ovejas secretan mas cortisol que los
carneros como respuesta a la ACTH (Van Lier y col., 2003). La mayor secrecion de
cortisol en las ovejas puede explicar las mayores concentraciones de glucosa dado
gue el cortisol estimula la gluconeogénesis (aumentando la sintesis de enzimas
implicadas en la conversion de aminoéacidos, glicerol y lactato en glucosa), la lipdlisis
y la protedlisis en el higado, generando un aumento de la glucemia (Romero y col.,
2011). La disminucion de GB en las ovejas durante la EE, puede ser debida a que las
hembras tienen una mayor sensibilidad al estrés que los machos, lo que fue
demostrado en ratas (Dhabhar y col., 2012).

El resto de las variables (FC, TR, Hto y PT) también fueron modificadas por la EE
tanto en ovejas como en carneros, lo que significa que el procedimiento por si mismo
fue altamente estresante independientemente de la eyaculacion. La CK aumenté
luego de los 30 min post EE, lo que puede ser consecuencia del dafio muscular
provocado, ya que la EE provoca una contraccibn muscular intensa de las
extremidades posteriores (Akatas y col., 1993; Damian y Ungerfeld, 2011). Otras
variables como la FC, albumina, PT y Hto fueron mayores antes de realizar la EE, lo
gue probablemente haya sido consecuencia del manejo previo de los animales
(movimiento y encierro de los animales en los corrales), aunque también variaciones
en las PT en sangre y disminucion del Hto han sido asociado al uso de la EE (Damian
y Ungerfeld, 2011; Fidan y col., 2017). El aumento de la TR luego de la EE pudo ser
debida a que la EE, causa un dafio térmico en la mucosa rectal (Brindley, 1981). La
variacion de la albumina puede ser debido a que el cortisol puede regular su sintesis
por parte del higado (Gabay y Kushner, 1999): una vez que se produce una respuesta
de estrés, la concentracion de albumina tiende a disminuir, pero estos cambios puede
variar entre diferentes especies (Petersen y col., 2004).

A pesar que en nuestro estudio las ovejas mostraron una mayor respuesta al estrés,
MAas carneros que ovejas vocalizaron. Las vocalizaciones durante el procedimiento de
EE han sido asociadas como una respuesta negativa al uso de la misma (Falk y col.,
2001; Whitlock y col., 2012; Damian y Ungerfeld, 2011), las que han sido consideradas
como un indicador confiable de dolor (Watts y Stookey, 2000; Damian y Ungerfeld,
2010).
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El hecho de que la EE provoque un cambio en diferentes indicadores de estrés en
ovejas y carneros indica que este procedimiento es estresante, por lo que es
importante considerar técnicas alternativas que reduzcan el estrés a la EE. Una de
ellas es el método de masaje guiado por ultrasonido transrectal de las glandulas
sexuales accesorias (TUMASG) (Santiago-Moreno y col., 2013; Ungerfeld y col.,
2015), ya que puede no requerir la aplicacion de estimulos eléctricos o si lo requiere,
es en menor cantidad que la EE (Ungerfeld y col., 2016; Abril-Sanchez y col., 2017),
siendo por tanto menos dolorosa y estresante. Otra alternativa seria la sedacion de
los animales previo a la EE, ya que se observo una reduccion del 35 % en la
concentracion del cortisol al realizar la EE en carneros anestesiados en comparacion
con los que no fueron anestesiados (Orihuela y col., 2009b). Ademas, en un estudio
realizado en venados de campo electroeyaculados bajo anestesia, la concentracion
de cortisol no sufri6 cambios (Fumagalli y col., 2011), lo que es importante porque el
cortisol es un indicador confiable de estrés.
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8. CONCLUSIONES

En sintesis, la eyaculacion no contribuy6 significativamente en la respuesta al estrés
provocada por la EE. Por lo tanto, los indicadores utilizados en carneros reflejan en
forma confiable el estrés provocado por el uso de esta técnica. La EE es un
procedimiento que afecta el bienestar animal, por lo que éste debe ser asociado con
tratamientos o manejos que reduzcan el estrés.
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