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RESUMEN

La oxitocina (OT) es wuna hormona neuropéptidica que modula varios
comportamientos sociales y puede afectar la respuesta de ansiedad y estrés. El
objetivo de este estudio fue determinar si la administracion de OT intranasal afecta la
respuesta de estrés al aislamiento social en ovejas. Para eso se asignaron veinte
ovejas de raza Merino Australiano adultas a dos grupos: 1) grupo control (GC, n =
10), al que se le administrd una solucion salina isotonica por via intranasal y 2) grupo
tratado con oxitocina (GOT, n = 10), el que recibié OT por via intranasal (24 Ul).
Ambos grupos recibieron la dosificacion correspondiente 40 min antes de ser
colocados en la prueba de aislamiento social. Durante la prueba de aislamiento
social (10 min), se registr0 el comportamiento de las ovejas y se obtuvieron
muestras de sangre antes y después de la prueba para la determinacion de cortisol,
glucosa y proteinas séricas, y se registré la frecuencia cardiaca y la temperatura
superficial en la zona de proyecciéon cardiaca. Las ovejas GOT tuvieron una mayor
concentracion de cortisol (P = 0,04) después del aislamiento social, tendieron a
vocalizar mas (P = 0,06) durante la prueba de aislamiento, y tendian a tener
concentraciones de globulina méas bajas (P = 0,10) que las ovejas GC. La
administracion de OT intranasal aumento la respuesta de estrés al aislamiento social
en las ovejas, lo cual se evidencié por cambios a nivel endocrino, y probablemente

cambios fisiolégicos y comportamentales.

Palabras llave: oxitocina, estrés, rumiantes, open field test.



SUMMARY

Oxytocin (OT) is a neuropeptide hormone that modulates various social behaviors
and can affect the anxiety and stress response. The objective of this study was to
determine whether the administration of intranasal OT affects the stress response to
social isolation in sheep. Twenty Australian Merino adult ewes were assigned to two
groups: 1) control group (CG, n = 10), which received intranasal administration of
isotonic saline solution and 2) group treated with oxytocin (GOT, n = 10), which
received the intranasal administration of OT (24 I1U). Both groups received the
corresponding dosage 40 min before being placed in the social isolation test. During
the social isolation test (10 min), the behavior of the sheep was recorded, and blood
samples were obtained before and after the test for the determination of cortisol,
glucose and serum proteins, and the heart rate and surface temperature were
recorded in the cardiac projection area. The GOT ewes had higher cortisol
concentrations (P = 0.04) after social isolation, tended to vocalize more (P = 0.06)
during isolation testing, and tended to have lower globulin concentrations (P = 0.10)
than CG sheep. The administration of intranasal OT increased the stress response to
social isolation in sheep, which was evidenced by changes at the endocrine level
(increased cortisol concentration), physiological changes (a tendency to present a
lower concentration of globulins in blood) and behavioral (higher frequency of
vocalizations). This study suggests that intranasal OT administration increased the

stress response to isolation possibly by strengthening the social bond between ewes.

Keywords: oxytocin, stress, ruminants, social isolation test.



1. INTRODUCCION

1.1 Estrés y respuesta de estrés

Sapolsky en 2004 defini6 al estrés como “el estado de desbalance
homeostatico”, el cual es inducido por estimulos o eventos denominados
“estresores” (Mdstl y Palme, 2002; Ron de Kloet et al., 2005). Los estresores pueden
clasificarse en dos grandes categorias segun la forma en la que actdan: 1)
estresores fisicos; como la exposicion a temperaturas extremas, ruidos, dolor,
privacién de agua y/o alimento, y 2) estresores pisco-sociales dentro de los que se
incluye el aislamiento social, interacciones agonistas, cambios de ambiente, miedo y
la interaccion con humanos (Earley et al., 2010; Ewing et al, 1999). Los estresores
también pueden clasificarse de acuerdo a su duracion en el tiempo. Los estresores
agudos, donde la exposicién a ellos es de corta duracion, y los crénicos: que inciden
de forma prolongada, ya sea de modo continuado o intermitente (Pacak y Palkovits,
2001).

Cuando un animal esta bajo estrés, su organismo pone en marcha
mecanismos que intentan restablecer el estado de equilibrio, lo cual se denomina
‘respuesta al estrés” (Daneri, 2012). La respuesta al estrés es de tipo
neuroendocrina, e involucra al eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) y el eje
Simpatico-Adreno-Medular (SAM). ElI primer eje en responder es el SAM
(Koscinczuk, 2014), lo cual implica la liberacion de adrenalina y noradrenalina desde
la médula adrenal, hormonas encargadas de poner al animal en estado de alerta,
preparandolo para la lucha o huida (Pefiuela et al., 2011). Esta cascada de eventos
es continuada por la activacion del eje HPA, que comienza con la estimulacion del
ndcleo paraventricular del hipotalamo, donde se produce la sintesis y secrecién de la
hormona liberadora de corticotropina (CRH). La CRH posteriormente es transportada
por el sistema porta-hipofisiario hacia la adenohipofisis para estimular la liberaciéon
de la hormona adenocorticotrépica (ACTH) (Von Borell, 2001). La ACTH es vertida a
la circulacion general para estimular la secrecion de glucocorticoides (GC) desde la
corteza adrenal (Anisman et al., 1997; Earley et al., 2010).

El cortisol, la hormona liberada por este estimulo suprarrenal, estimula el
catabolismo de proteinas y lipidos de reserva, y la gluconeogénesis, lo que se

evidencia por un aumento de la glicemia, de la concentracion de lactato y de acidos



grasos libres en sangre, proporcionando energia para que el organismo pueda
responder a la emergencia generada por el estresor (Damién et al., 2015; Ewing et
al., 1999; Sapolsky et al., 2000).

1.2 Aislamiento social en ovinos

Los ovinos son animales gregarios que establecen vinculos sociales fuertes
entre sus pares (Apple et al, 1993; Romeyer y Bouissou, 1992), por lo tanto, la
separacion de un individuo de su grupo provoca una importante respuesta de estrés
(Damian et al., 2018; Forkman et al., 2007).

Existen pruebas para estudiar la respuesta de los animales al estrés del
aislamiento social, entre ellas la prueba de campo abierto (OFT; siglas en inglés
“open field test”). EI OFT, se desarrollé inicialmente en animales de laboratorio y
posteriormente fue adaptado para especies domésticas, incluyendo la ovina (Damian
et al., 2018; Forkman et al., 2007; Pedernera et al., 2010). Esta prueba consiste en
aislar a un individuo de su rebafio o grupo e introducirlo en un nuevo ambiente,
desconocido, sin recibir estimulos auditivos y visuales de sus conespecificos
(Damian et al., 2018; Pedernera et al., 2010; Vandenheede et al., 1998). El OFT es
una prueba que no es invasiva y permite registrar variables de comportamiento
(actividad locomotora: caminatas, intentos de huida, exploracién: olfateos,
eliminaciones: defecacién y miccion, y vocalizaciones) (Forkman et al., 2007), las
cuales son indicadores comportamentales de la respuesta de estrés, y a mayor
frecuencia de las mismas, mayor es la respuesta de estrés al aislamiento (Pedernera
et al., 2010).

Al igual que en otras situaciones de estrés, durante el aislamiento social
también se generan cambios enddécrinos (incremento de ACTH, cortisol), fisiol6égicos
(aumento de frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y temperatura corporal) y
alteraciones en la bioquimica sanguinea (elevacion de la glicemia, acidos grasos

libres, entre otros) (Damian y Ungerfeld, 2013; Damian et al., 2018).
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1.3 Oxitocinay estrés

En busca de mitigar las alteraciones generadas por los estresores, ciertas
investigaciones han puesto enfoque en los efectos de la oxitocina (OT),
evidenciando que la misma puede reducir o atenuar la respuesta al estrés en
humanos (Danielle de Oliveira et al., 2018, Ditzen et al., 2009), roedores (Lee et al.,
2015), y monos (Jon Cavanaugha et al., 2016). Se trata de una hormona
nonapeptidica sintetizada por el hipotdlamo (Barrera et al.,, 2018), que presenta
funciones a nivel periférico, participando en las contracciones uterinas en el parto y
estimulando la eyeccion de leche (Lee et al., 2009). También presenta efectos a
nivel central, donde ejerce un importante rol en la regulacion del comportamiento
social (refuerzo del vinculo sexual y materno, reconocimiento de pares, memoria
social) (Temesi et al., 2017).

En tal sentido, la OT aparece como una molécula prometedora en relacién a
sus propiedades antiestrés positivas. Sin embargo, estudios en humanos evidencian
gue la administracién de OT tiene efectos ansiogénicos, por ejemplo, incrementando
el estrés percibido, facilitando el condicionamiento del miedo y potenciando la
respuesta de sobresalto acustico después de la exposicion a imagenes emocionales
negativas (Onaka et al., 2019). Ademas, Gulevich et al. (2019) mostraron que la
administracion intranasal (IN) de oxitocina en ratas macho aumentd el nivel de
corticoides luego de haber sido sometidos a una prueba de estrés (restriccion de
movimiento por 30 minutos). Estas diferencias en la accion de la OT sobre la
respuesta de estrés parecen depender del entorno y situacion social en la que se
encuentran los animales o personas, ya que las interacciones sociales reducen la
respuesta al estrés (Onaka et al., 2019). Por lo tanto, en situaciones sociales
adversas o sin apoyo social de congéneres la OT parece generar aumento de la
respuesta al estrés.

1.4Transporte de la oxitocina intranasal al cerebro

Quintana et al. (2020) llevaron a cabo una investigacion en la cual se
demostré que después de la administracion intravenosa e intranasal de OT, so6lo se
observaron efectos cognitivos y neuronales mediante la via intranasal. La

ineficiencia de la administracién periférica por via intravenosa (IV) de OT esta
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explicada por la dificultad que tiene la hormona de pasar la barrera hematoencefalica
(BHE) (Dal Monte et al., 2014). La posible ruta que toma la OT para llegar al cerebro
y ejercer su efecto tras la administracion IN es por medio del transporte directo via
olfativa y fibras del nervio trigémino que inervan la cavidad nasal (Quintana et al.,
2018).

Martins et al. (2020) postulan que la OT alcanza el liquido cefalorraquideo
(LCR) y el parénquima cerebral mediante difusion pasiva a través de hendiduras
perineurales en el epitelio nasal. Ademas, un estudio realizado en monos Rhesus
demostro la cuantificacion de OT en las regiones del cerebro que se encuentran en
la trayectoria de inervaciobn de los nervios olfatorio y trigémino luego de la
administracion de oxitocina deuterada por via intranasal (Lee et al., 2020). Los
autores de este estudio, mencionan que la introduccion cerebral de OT después de
la administracion IN puede ocurrir por transporte extracelular (difusion a lo largo de
los nervios olfatorios o trigémino), o mediante transporte intracelular (transporte
axonal dentro de los nervios olfatorio y trigémino).

Con base en esta informacidén y en reportes de investigaciones en varias
especies [ratas (Gulevich et al., 2019), bovinos (Wagner et al., 2020), monos (Dal
monte et al., 2014, Lee et al., 2020, Martins et al., 2020), perros (Temesi et al., 2017)
y humano (Martins et al., 2020, Striepens et al., 2013)], donde se muestra que la
administracion de oxitocina intranasal aumenta a nivel periférico (sangre) y llega al
cerebro, se especula que el paso de oxitocina desde la via intranasal al cerebro
también puede ocurrir en ovejas.

Si bien se han desarrollado modelos experimentales en animales, se
dispone de poca informacién en rumiantes sobre el efecto de la administraciéon de
OT intranasal y sus efectos sobre la respuesta al estrés. Un estudio en bovinos
(Wagner et al., 2020), reportd que el tratamiento con OT intranasal no afectd la
respuesta al estrés por aislamiento social. Es importante mencionar que en el
estudio realizado por Wagner et al. (2020) sélo se evalud las concentraciones de
cortisol en sangre, pero no otras variables fisiolégicas ni comportamentales. Sin
embargo, de acuerdo a nuestro conocimiento no hay investigaciones desarrolladas
en pequefos rumiantes (e.g. ovejas y cabras) sobre el efecto de OT intranasal sobre
la respuesta de estrés.

En cuanto a la informacién reportada en ovinos sobre estrés y oxitocina, una

investigacion llevada a cabo por Cook (1997) buscé determinar si existian
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diferencias en la respuesta a factores estresantes entre ovejas en fase de lactacion
(14 dias postparto) y ovejas no lactantes, y determinar si la OT exdgena influia en la
capacidad de respuesta al estrés. La via que se utilizé para la administracion de
oxitocina exogena fue a nivel del nucleo paraventricular del hipotalamo y pituitaria
posterior (a través de una cirugia estereotaxica con implantes de sondas de
microdialisis). Los factores estresantes aplicados fueron dos; el aislamiento o
restriccion en el cual las ovejas lactantes estaban en contacto con su cordero pero
se impedia el amamantamiento, y la presencia de un perro ladrando. Los resultados
indicaron que las ovejas en lactacion tenian niveles de OT significativamente
mayores en comparacion con ovejas que no se encontraban en lactacion y
concentraciones mas bajas de cortisol, lo que parece estar relacionado con el
amamantamiento y las vocalizaciones de la cria. Por otra parte, la respuesta al
estrés se vio influenciada por el tipo de estresor, en ovejas en lactacion no hubo
cambios en las concentraciones de cortisol cuando se sometieron a la prueba de
restriccion, pero si se encontraron aumentadas cuando el estresor fue un perro
ladrando. Esto ultimo podria vincularse con a que las madres percibieron al perro
como amenaza en la supervivencia de sus crias.

Entonces, a partir de este estudio se podria considerar que la respuesta al
estrés en ovejas puede variar segun el estado de lactancia, presencia de cordero y
su capacidad de mamar y el tipo de factor estresante que esté influyendo.
Considerando que las ovejas lactando presentan mayores concentraciones de OT
en sangre y presentan menor respuesta de estrés que las que no se encuentran en
lactacion, permite especular que la accion de la OT podria disminuir la respuesta de

estrés al aislamiento social.
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2. HIPOTESIS

Las ovejas que reciben oxitocina intranasal presentan menor respuesta de

estrés frente al aislamiento social que las ovejas que reciben suero salino intranasal.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

El objetivo general fue determinar si la administracion intranasal de oxitocina

afecta la respuesta de estrés al aislamiento social en ovinos.

3.2 Especificos

Determinar si la administracion de OT influye sobre los siguientes
indicadores de estrés:

1) comportamentales (vocalizaciones, intentos de escape, locomocion,
freezing, eliminaciones) durante el aislamiento social.

2) fisiologicos (frecuencia cardiaca y temperatura superficial) antes e
inmediatamente después del aislamiento social

3) bioquimicos y hormonales (proteinas totales, albumina, globulinas, cortisol

y glucosa plasmaética) antes y después del aislamiento social.
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4. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica en el Uso de
Animales, CEUA, Fvet UdelaR (852/2019)

4.1 Ubicacién, animales y ambiente

El trabajo de campo se realizo en la Estacion Experimental de la Facultad de
Agronomia Salto (EEFAS) de la Universidad de la Republica (31°23'15.6"S
57°42'58.8"W), Uruguay. Para el trabajo experimental se utilizaron 20 ovejas adultas
(edad promedio 5,5 afios), de la raza Merino Australiano que pastoreaban en campo
natural y tenian libre acceso al agua. Todos los animales se mantuvieron en las
mismas condiciones de manejo y alimentacion durante el periodo de estudio (fuera
de la estacidén reproductiva, octubre 2019). Con estos animales se formaron dos
grupos experimentales, dividiéndolos aleatoriamente en grupos de 10 animales cada
uno: 1) el grupo control (GC, 45,6 + 0,81 kg de peso corporal) recibié la
administracion intranasal de suero salino isotonico (0,9% de NacCl), y 2) el grupo
oxitocina (GOT, 45,6 + 1,06 kg de peso corporal) recibié 24 Ul de oxitocina por via
intranasal, aplicada en 6 puffs intercalados entre cada narina. La oxitocina utilizada
tiene pH 7,0. La dosis de OT se eligio en base a lo reportado en investigaciones
realizadas en perros (Barrera et al., 2018, Oliva et al., 2015, Persson et al., 2017,
Romero et al.,, 2014) y humanos (MacDonald et al., 2011). La administracién de
suero salino u oxitocina intranasal en los respectivos grupos se realiz6 40 minutos
antes de que las ovejas ingresaran a la prueba de aislamiento social (OFT). Cinco
ovejas adicionales, no involucradas en el estudio, se mantuvieron en un corral
vecino tanto al principio como al final del circuito, de modo que ninguno de los
animales probados quedara aislado antes o después de la prueba de aislamiento,

evitando asi un factor de estrés adicional.
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4.2 Test de aislamiento social (OFT)

La prueba o test de aislamiento consistié en colocar cada oveja durante 10
minutos en un corral de 3,6 x 3,6 metros de acuerdo a como fue reportado en
trabajos previos en ovinos (Ferreira et al., 1992; Forkman et al., 2007; Damian et al.,
2018). El piso del corral de prueba era de nylon color negro lavable, que fue
marcado cada 0,60 metros con cinta adhesiva blanca determinando 36 cuadrantes
iguales (Damian et al., 2018), las paredes eran de tablones pintados de blanco que
impedia ver hacia el exterior. A su vez, este corral fue ubicado dentro de un galpén
para permitir el aislamiento de estimulos visuales y auditivos entre congéneres, por
lo que cada oveja que estaba dentro del OFT no tuvo interacciones visuales,
olfativas o auditivas con humanos u otros animales. Los dos grupos de ovejas
esperaron en el mismo corral antes de ingresar a la prueba de aislamiento social, y
luego de pasar por la prueba se ubicaron en otro corral de salida (Figura 1). Las
ovejas fueron trasladadas en forma individual y aleatoria, siempre por el mismo
operador hacia el corral de prueba, ingresando en forma alternada entre los grupos
experimentales. Se registré el comportamiento que manifestaron las ovejas durante
la prueba por medio de filmacién, utilizando dos camaras de video (Sony DCR-
SR68, China). Los comportamientos registrados y posteriormente evaluados fueron:
vocalizaciones (emision de cualquier sonido oral), intentos de escape o huida (saltos
0 retrocesos contra las paredes del corral), eliminaciones (micciones y/o

defecaciones), locomocion
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Open Field Test

| i

i Registro de .
Min 0 comportamientos Min 10
Corral 1 Corral 2
Tiempo del 1 ' ' ' . ] ] |
experimento (min) I 1 | | | | | !
-40 0 10 20 30 45 60 90
- 40 min 0 40min |0;10; 20; 30 min  |4.44.0:30:45,60;90 min
Dosificacion de Registro de Registode Colecta de muestras de
animales temperatura frecuencia cardiaca sangre
GC: suero salino corporal ‘
isotonico ﬁ
GOT: oxitocina

Figura 1: esquema representativo del disefio experimental realizado para establecer
el efecto del uso de oxitocina intranasal sobre la respuesta de estrés al aislamiento
en ovejas.

Corral 1: corral de espera antes de ingresar a la prueba de aislamiento. Open field
test: prueba de aislamiento. Corral 2: corral de salida luego de la prueba de
aislamiento. Linea de tiempo: duracion del experimento en minutos, y eventos

realizados.

4.3 Muestras de sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas por venopuncion de la yugular y
depositadas en tubos secos (sin anticoagulante) y en tubos con anticoagulantes
(EDTA y Fluoruro de sodio). Dichas muestras se colectaron en los siguientes
tiempos (min): -40 (inmediatamente antes de administrar suero salino u oxitocina), 0
(inmediatamente antes de ingresar al corral del aislamiento social), 10
(inmediatamente después de salir del corral del aislamiento social), y a los 20, 30,
45, 60 y 90 min posteriores. Los tubos con la sangre obtenida fueron centrifugados a
1500 rpm por 15 min, y el suero y plasma resultante fueron almacenados a -20°C
hasta el analisis de las mismas. La determinacién de las concentraciones de cortisol

y proteinas séricas se hizo en muestras correspondientes a todos los tiempos, y la
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concentracion de glucosa plasmatica se midié en las muestras colectadas en los
tiempos -40, 0, 30, 60 y 90 min.

4.4 Determinacion de cortisol, proteinas séricas y glucosa plasmatica

Las concentraciones séricas de cortisol se midieron en el Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal (Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Uruguay) por radioinmunoensayo utilizando un kit de fase sélida (CORT-
CT2 RIA Kit, Cisbio Bioassays, Codolet, France). Los coeficientes de variacion
intraensayo e interensayo fueron menos del 10%, y el limite de deteccion analitica
del ensayo fue 7,3 nmol/L. Las concentraciones de proteina sérica se determinaron
siguiendo métodos colorimétricos (proteinas totales: reaccion de Biuret; albumina:
bromocresol verde) con kits comerciales (Bio-System, Barcelona, Espafa) en el
Laboratorio de Bioquimica (Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,
Uruguay). La glucosa plasmética se determiné con un método colorimétrico (método
oxidasa/peroxidasa) con un kit comercial (Bio-System, Barcelona, Espafa) en el
Laboratorio de Analisis Clinicos (Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Uruguay). Los limites de deteccion mas bajos de estos kits fueron 0,46
g/dL, 0,11 g/dL y 0,23 mg/dL de proteinas totales, albumina y glucosa,
respectivamente. La concentracion de globulinas se estimé por la diferencia entre el

total proteinas y albumina (Damian et al., 2020).

4.5 Parametros fisiologicos

El registro de la temperatura corporal se hizo con un termémetro digital laser
infrarrojo (Nicety ® ST530+, Nicety Mould Co., Ltd, Shenzhen City, China) en la piel
de la region cardiaca. Se tomaron dos registros; uno antes del ingreso a la prueba
(tiempo cero) y otro inmediatamente a la salida de la prueba de aislamiento (a los 10
minutos). La frecuencia cardiaca se registr6 mediante auscultacion en el area de
proyeccion cardiaca en cuatro momentos: antes del ingreso al aislamiento, y luego al

momento de la salida (min 10) y en los 20 y 30 minutos siguientes.
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4.6 Andlisis estadisticos

Se utilizd6 el paquete estadistico de SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC,
EEUU) para analizar todos los datos. Se realiz6 un andlisis de varianza de
mediciones repetidas de la frecuencia cardiaca, la temperatura superficial, el cortisol,
las proteinas séricas y los datos de glucosa plasmatica utilizando el procedimiento
mixto. La estructura de covarianza utilizada fue autorregresiva de primer orden. Los
efectos principales estudiados fueron el tratamiento (GC vs GOT), el tiempo y la
interaccion entre el tratamiento y el tiempo como efectos fijos, y la oveja en cada
grupo como efecto aleatorio. El tiempo se consider6 como una medida repetida en el
modelo. Se realizaron comparaciones post hoc con el test de Tukey-Kramer. Las
variables medidas a partir de muestras de sangre (cortisol, proteinas totales,
albumina, globulinas y glucosa) se analizaron por separado segun los tiempos de
muestreo. Un primer andlisis involucrd los tiempos -40 y 0 como niveles basales,
dado que entre estos tiempos los animales no fueron sometidos a una situacion de
estrés, solo la administracion de oxitocina en el tiempo -40. Se realiz6 un segundo
andlisis desde el tiempo 0 (inmediatamente antes del estrés de aislamiento social)
hasta los 90 min después del factor estresante. Ademas, si existié una tendencia o
efecto significativo del tratamiento en el analisis ANOVA, se realiz6 un andlisis
complementario comparando el area bajo la curva entre ambos grupos mediante la
prueba t de Student. Los resultados de las variables no significativamente afectadas
por tratamiento ni la interaccién entre tratamiento y tiempo se presentan juntos para
ambos grupos. Las frecuencias de todos los comportamientos registrados durante la
prueba de aislamiento social se compararon entre ovejas de GC y GOT con la
prueba U de Mann-Whitney. Los resultados se consideraron significativos con un
alfa < 0.05 y como tendencia cuando el alfa estuvo entre 0,06y 0,10. Se calcularon
los tamafios del efecto con la d de Cohen y los tamafios del efecto se interpretaron
como: efectos pequefios d= 0,25, efectos medianos d= 0,50 y efectos grandes d=
0,80. Para los valores de n2p se interpretaron como de efecto pequefo: 0,01, efecto
mediano hasta 0,06 y efecto grande por encima de 0,14, (Cohen et al. 1988; Lakens
et al. 2013). Los datos se presentan como la media + SEM o error estandar

agrupado (pSE), a menos que se indique lo contrario.
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5. RESULTADOS

5.1 Registros comportamentales

Las ovejas del GOT tendieron a vocalizar mas que las ovejas del GC (U =
25,5, P = 0,06; y con gran tamafo del efecto: d de Cohen = 0,90), pero no hubo

diferencias significativas entre los grupos en los otros comportamientos (Tabla 1).

Tabla 1: Comportamientos (media + SEM por 10 min) registrados en las ovejas del
grupo control (GC) y el grupo tratado con oxitocina (GOT) durante la prueba de

aislamiento social.

Comportamiento GC GOT U P

Intentos de escape 22+18 05+0/4 40,0 0,43
Estado de alerta 34+15 3,3+0,8 38,0 0,37
Eliminaciones 0,8+0,3 0,6+0,3 44,0 0,74
Locomocion 100,9 + 15,6 86,2 + 14,3 41,0 0,53
Vocalizaciones 13,7+6,2 28,1+5,8 25,5 0,06

Las frecuencias de todos los comportamientos fueron registradas durante la prueba
de aislamiento social y se compararon entre las ovejas GC (n = 10) y ovejas GOT (n = 10)

con la prueba U de Mann-Whitney, P es el nivel de significancia.

5.2 Parametros fisiologicos

No hubo efecto del tratamiento (P = 0,38) ni interaccién entre el tratamiento y
el tiempo (P = 0,98) en la frecuencia cardiaca. La frecuencia cardiaca varié con el
tiempo (F (3,54) = 18,40; P <0,0001): aument6 desde 0 a 10 min (87,8 + 3,9
latidos/min  frente a 118,0 + 3,9 latidos/min, Tukey-Kramer: P <0,0001,
respectivamente), luego disminuy6é desde los 10 min hasta los 20 min (97,8 + 3,9
latidos/min: P = 0,0053) y recuperd el nivel basal a los 30 min (90,7 + 3,9
latidos/min). No hubo efecto del tratamiento ni interaccion entre el tratamiento y
tiempo en la temperatura medida en el area de la superficie cardiaca. La
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temperatura superficial aumentd desde inmediatamente antes (35,5 + 0,4°C a 0 min)
hasta inmediatamente después (36,6 + 0,4 ° C a 10 min) de la prueba de aislamiento
(F (1,18) = 4,87; P = 0,04).

5.3 Concentraciones de cortisol sérico

En las muestras obtenidas antes del estrés del aislamiento social (min -40 y
min 0) no hubo efecto del tratamiento (P = 0,70), tiempo (P = 0,69) ni interaccion
entre grupo y tiempo (P = 0,79). En las muestras obtenidas entre el min 0
(inmediatamente antes del estrés del aislamiento social) y el min 90 hubo un efecto
significativo del tratamiento: las ovejas GOT tuvieron mayores concentraciones de
cortisol en suero que las ovejas GC (51,1 + 3,83 vs 39,15 = 3,83 nmol/L,
respectivamente; F (1,18) = 4,87; P = 0,04 y gran tamafio del efecto: n2p = 0,21).
Hubo un efecto significativo del tiempo sobre la concentracion sérica de cortisol (F
(6107) = 12,58; P <0,0001): la cual aumenté desde el min 0 y alcanz6 valores
maximos a los 20 min (Tukey-Kramer: P <0,0001). A partir de los 20 min las
concentraciones disminuyeron hasta los 60 min (Tukey-Kramer: P <0,0001),
permaneciendo estables en los niveles basales hasta el final del experimento (90
min) (Tukey-Kramer: P = 0,83) (Figura 2). Hubo una interaccién significativa entre
tratamiento y tiempo (F (6107) = 2,55; P = 0,02): las ovejas GOT tuvieron
concentraciones de cortisol mas altas que las ovejas GC a los 10 minutos (Tukey-
Kramer: P = 0,0039; y gran tamafio del efecto: d de Cohen = 1,88) (Figura 2).
Ademas, las ovejas GOT tuvieron mayor area bajo la curva para la concentracion de
cortisol, que las ovejas del GC desde el min 0 al min 90 (4520,80 + 345,18 nmol/L
frente a 3502,50 + 295,66 nmol/L, respectivamente, t = 2,24, p = 0,038; y gran

tamarfio del efecto: d de Cohen = 1,00).
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Figura 2. Concentraciones de cortisol sérico (media = error estdndar combinado)
antes y después de la prueba de aislamiento social (open field test) de ovejas del
grupo control (GC: -0-) y ovejas tratadas con Oxitocina (GOT: - e -). El area
sombreada muestra el periodo de la prueba de aislamiento social (10 min). Los
asteriscos (**) indican diferencias significativas entre los grupos (GC vs GOT) en un
mismo tiempo (Tukey-Kramer p <0,01).

5.4 Concentraciones de proteinas séricas y glucosa plasmatica

- Proteinas totales

En las muestras obtenidas antes del estrés del aislamiento social (min -40 y min 0)
no hubo efecto del tratamiento (P = 0,41), tiempo (P = 0,95) ni interaccion entre
grupo y tiempo (P = 0,94) en la concentracion de proteinas totales. En las muestras
obtenidas a partir del min 0 (inmediatamente antes del estrés social de aislamiento)
hasta los 90 min no hubo efecto del tratamiento (P = 0,34), tiempo (P = 0,51) ni
interaccidn entre tratamiento y tiempo (P = 0,26) en la concentracion de proteinas
totales (Tabla 2).

- Albumina
En las muestras obtenidas antes del estrés del aislamiento social (min -40 y min 0)
no hubo efecto del tratamiento (P = 0,11), tiempo (P = 0,13) ni interaccion entre
tratamiento y tiempo (P = 0,81) en la concentracion de albumina. En las muestras

obtenidas a partir del min 0 (inmediatamente antes del estrés del aislamiento social)
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hasta los 90 min no hubo efecto del tratamiento (P = 0,51) ni interaccion entre
tratamiento y tiempo (P = 0,34) en la concentracion de albumina (Tabla 2). Hubo un
efecto de tiempo (F (6106) = 10,72; P <0,0001), observandose una disminucion de la

concentracion de albumina desde el tiempo 0 min a los 90 min (P = 0.0005).

- Globulina

En las muestras obtenidas antes del estrés del aislamiento social (min =40 y min 0)
no hubo efecto del tratamiento (P = 0,63), tiempo (P = 0,54) ni interaccion entre
grupo y tiempo (P = 0,81) en la concentracion de globulina. En las muestras
obtenidas desde el min 0 (inmediatamente antes del estrés del aislamiento social)
hasta los 90 min, las ovejas del GOT tendieron a presentar concentraciones mas
bajas de globulina que las ovejas del GC (3,23 + 0,10 g/dL frente a 3,48 £ 0,10 g/dL,
respectivamente, F (1,19) = 2,97; P = 0,10 y tamano del efecto medio: n2p = 0,135)
(Tabla 2). Hubo un efecto del tiempo (F (6105) = 2,62; P = 0,02): la concentraciéon de
globulina disminuy6é desde los 10 min a los 90 min (Tukey-Kramer: P = 0,0094)
(Tabla 2). Hubo una tendencia de interaccién entre el tratamiento y el tiempo (F
(6105) = 1,83; P = 0,10) en la concentracion de globulina: las ovejas GOT tendieron
a presentar concentraciones mas bajas de globulina que las ovejas CG en el tiempo
30 min (Tukey-Kramer: P = 0.07; y gran tamafio del efecto: d de Cohen = 1,49).
Ademas, no hubo diferencia en el area bajo la curva para la concentracién de
globulina entre ovejas GOT y ovejas GC de 0 min a 90 min (296,6 + 6,7 g/dL frente a
311,8 + 11,8 g/dL, respectivamente, t = -1,12, p = 0,28; medio tamafo del efecto: d
de Cohen = 0,50).

- Glucosa plasmaética
En las muestras obtenidas antes del estrés del aislamiento social (min -40 y min 0)
no hubo efecto del tratamiento (P = 0,50), tiempo (-40 min: 54,65+ 1,98 mg/dL vs O
min: 56,61 + 1,98 mg / dL, P = 0,28) ni interaccion entre grupo y tiempo (P = 0,35) en
la concentracion de glucosa. Hubo un efecto del tiempo (F (3,51) = 7,80; P =
0,0002): la concentracion de glucosa aumenté con el tiempo 0 a 30 min (P = 0,006),
luego tendio a aumentar de tiempo de 30 min a 60 min (P = 0,08) y se mantuvo en
niveles altos hasta 90 min (Tabla 2). A los 90 min no hubo efecto del tratamiento (P =
0,86) ni interaccion entre tratamiento y tiempo (P = 0,70) en la concentracién de

glucosa.
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Tabla 2- Concentraciones de proteinas séricas (proteina totales, albumina y globulina, g/dL) y concentracion de glucosa (mg/dL)
(media = pSE) de ovejas en el grupo control (GC) y en el grupo tratado con oxitocina (GOT) antes (0O min) y después (tiempo 10,
20, 30, 45, 60 y 90 min) de la prueba de aislamiento social, con los respectivos valores de probabilidad (P) para los efectos del

Tratamiento (Tr), Tiempo (Ti) e interaccidén entre tratamiento y tiempo

Tiempo (min) P

0 10 20 30 45 60 90 pSE  Tr Ti TrTi
Proteina total 7,05 7,18 7,15 6,91 6,89 6,97 7,08 0,13 ns ns ns
Albumina 4,02%  416% 386% 346° 355" 357" 336° 0,10 ns <0,0001 ns
Globulina 3,032  302% 346 3,47 353 339%® 373" 016 0,10 0,02 0,10
Glucosa 56,6 2 66,3"° 72,0°  72,0° 448 ns 0,0002  ns

a, b, c: indican diferencias significativas entre puntos de tiempo dentro de las lineas (Tukey-Kramer p<0.05). pSE: error estandar agrupado; ns:

no significativo.
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6. DISCUSION

Contrariamente a la hipotesis propuesta, las ovejas del GOT tuvieron mayor
respuesta de estrés al aislamiento social, evidenciada por cambios endocrinos
(aumento en la concentracion de cortisol), y apoyada por posibles cambios en la
bioquimica sanguinea (tendencia a disminuir la concentracion de globulina) y el
comportamiento (tendencia a una mayor frecuencia de vocalizaciones) con respecto

a las ovejas del GC.

El estresor utilizado en este experimento fue el aislamiento social, un
estresor psicosocial. Debido a que las ovejas son animales de comportamiento
gregario (Romeyer y Bouissou, 1992, Apple et al 1993, Forkman et al., 2007,
Damian et al., 2018), la separacion de un individuo de su grupo provoca una
importante respuesta de estrés. La respuesta de estrés por aislamiento social se
registrd tanto en animales del GC como del GOT, evidenciado por aumento en la
concentracion de cortisol. La respuesta de estrés registrada en los animales que
recibieron OT concuerda con otros estudios. Se ha reportado que la accion de la OT
y la respuesta de estrés dependen de la situacion social, el entorno o circunstancias
en las que el individuo se encuentra. Sin apoyo de sus pares, o sin “amortiguacion
social” como es la situacion del estrés del aislamiento social, la oxitocina incrementa
el estrés percibido (Onaka et al., 2019, Gulevich et al 2019, Turner et al., 1999,
Taylor et al 2006). En este sentido, los resultados del presente estudio sugieren que
la administracion de oxitocina podria haber reforzado el deseo de establecer vinculo

social entre las ovejas, lo que generd que fueran mas sensibles a la separacion.

Entre los comportamientos observados durante la prueba de aislamiento en
el OFT, las ovejas tratadas con oxitocina tendieron a vocalizar mas que las ovejas
del grupo control y con un gran tamafio de efecto. Para nuestro conocimiento,
ningun otro estudio ha evaluado los efectos de la administracion intranasal de
oxitocina sobre vocalizaciones ante las situaciones de estrés por aislamiento social
en ovinos. Las vocalizaciones son comportamientos que se despliegan entre otras
cosas para buscar o establecer contacto social con sus congéneres, por ejemplo,

cuando los corderos son separados de sus madres al destete (Damian et al., 2013,
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Forkman et al., 2007, Napolitano et al., 2008, Romeyer et al., 1992). Ademas, las
vocalizaciones son importantes indicadores de estrés y del bienestar animal, que se

manifiestan también en otros contextos sociales en ovejas

Las proteinas séricas son indicadores bioguimicos de como los animales
responden frente a situaciones de estrés (Damian et al., 2018, Ode6n y Romera,
2017). El hecho de que las ovejas tratadas con oxitocina tendieron a presentar
concentraciones mas bajas de globulinas que las ovejas del grupo control podria
asociarse con una mayor respuesta de estrés al aislamiento en el OFT de las ovejas
GOT que GC. Este resultado se ha encontrado en otros estudios en ovejas
utilizando el mismo factor de estrés (Damian et al., 2018) y podria vincularse al
efecto inmunosupresor de altas concentraciones de cortisol (Damian et al., 2018,
Horton et al., 1996, Krawczel et al., 2007). En tal sentido, la tendencia a una menor
concentracion de globulinas en el grupo tratado con OT intranasal refuerza el
concepto de que este grupo de ovejas presentd una mayor respuesta de estrés al

aislamiento social.

No se observaron diferencias entre grupos en la respuesta al estrés en la
frecuencia cardiaca, temperatura, proteinas totales, concentraciones de albumina y
glucosa plasmatica. La ausencia de efecto de la oxitocina sobre la frecuencia
cardiaca y la temperatura corporal concuerda con estudios anteriores realizados en
ovejas por (Cook, 1997), en donde la oxitocina fue administrada a nivel del nucleo
paraventricular del hipotdlamo y en la pituitaria posterior. La mencionada
administracion de OT no afect6 la frecuencia cardiaca o la temperatura rectal en
respuesta a la exposicion aguda al ladrido de un perro (Cook, 1997). Por lo tanto, los
presentes resultados en conjunto con los de Cook (1997) sugieren que la OT no

influiria en el eje simpatico adrenomedular y el sistema termorregulador en ovejas.

En un estudio realizado por Wagner et al. (2020) en vaquillonas Bos taurus,
el tratamiento intranasal con oxitocina aumentd la respuesta de estrés por
aislamiento y restriccion fisica, obteniendo mayores concentraciones de cortisol y
ACTH con respecto al grupo control. Ademas de trabajar sobre una especie
diferente, es importante sefalar que en nuestro estudio la dosis de intranasal de

oxitocina en relacion al peso corporal (0,53 Ul / Kg PV) fue casi el doble respecto a
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la utilizada en bovinos (0,30 Ul / Kg PV, Wagner et al., 2020). En la investigacion
llevada a cabo por Wagner et al. (2020), no se evalué la respuesta comportamental
al estrés en los bovinos. Por lo tanto, nuestro estudio, ademas de ser el primero en
evaluar los efectos de la administracion intranasal de oxitocina sobre la respuesta al
estrés en ovejas, también sugiere que dicho tratamiento podria influir en el

comportamiento desplegado en respuesta al aislamiento social en rumiantes.

En trabajos futuros se podria estudiar si el efecto de la administracion
intranasal de OT ante el estrés por aislamiento social difiere entre machos y
hembras, y si las hormonas sexuales influyen en dicha respuesta de estrés. Turner
et al. (2002) reportaron que el estrés de aislamiento/restriccion en ovinos causoé
mayor concentracién de cortisol en hembras que en machos y mayor concentracion
de cortisol en animales enteros (con presencia de gonadas) que en aquellos
gonadectomizados. Van Lier et al. (2003 y 2014) estudiaron las diferencias entre los
sexos en la secrecidn de cortisol por la corteza adrenal. Para ello, utilizaron carneros
y ovejas gonadectomizados que posteriormente fueron suplementados con
hormonas sexuales. Los resultados obtenidos por Van Lier et al., 2014 indicaron que
las ovejas presentaban mayores concentraciones de cortisol basal con respecto a
los carneros. Y a su vez, la concentracion de cortisol fue mayor en ovejas
suplementadas con benzoato de estradiol en comparacion con las ovejas
gonadectomizadas que no recibieron la hormona. Sin embargo, no se observaron
diferencias en las concentraciones de cortisol entre carneros suplementados con
cipionato de testosterona y machos no suplementados. Por lo tanto, esto sugiere
gue la secrecion de cortisol estaria modulada por los estrégenos pero no por la
testosterona. En este sentido, serian necesarios mas estudios en ovinos con el fin
de evaluar el tipo de respuesta obtenida ante la administracion IN de OT en
diferentes categorias y segun su condicién reproductiva; por ejemplo hembras
ciclando vs. hembras en anestro, y carneros (machos enteros) vs capones (machos
castrados). Ademas, tal como se describié anteriormente, la respuesta de estrés
diferia segun el estado fisiologico de la oveja y segun el estresor utilizado (Cook,
1997). Con este enfoque seria de interés estudiar como varia la de respuesta ante
diferentes estresores (sociales, fisicos, metabdlicos o combinaciones de estos), lo
qgue permitiria profundizar en el conocimiento de como regular la respuesta del eje

HPA y el impacto de la respuesta de estrés en los animales de produccion.
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7. CONCLUSION

La administracion de oxitocina intranasal aumenté la respuesta de estrés al
aislamiento social en las ovejas, lo cual se evidencié por un mayor aumento en la
concentracion de cortisol, tendencias a vocalizar mas y a presentar una menor

concentracion de globulinas en la sangre.
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