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RESUMEN

En la oveja, los fluidos fetales (FF) se vuelven fuertemente atractivos durante el parto,
promoviendo los cuidados maternales; mientras que, en otras etapas del ciclo
reproductivo, son altamente repulsivos. Sin embargo, si bien la hembra se enfrenta a
una mezcla de liquido amniodtico (LA) y alantoideo (ALA) hasta el momento se
desconoce la contribucion independiente de cada uno de ellos al caracter repulsivo-
atractivo de los FF. A su vez, tampoco se ha determinado el efecto de otros fluidos de
origen bioldgico, como orina y sangre, que presentan similitudes en su composicion
quimica con los FF pero que no estan relacionadas especificamente con el parto o el
feto. De esta forma, el Unico acercamiento al conocimiento de las claves
quimiosensoriales presentes en los FF consistio en ofrecer a ovejas fuera del parto
fracciones obtenidas a partir del LA empleando dos solventes organicos, hexano y
diclorometano (DCM), estudiandose unicamente el fendmeno de repulsion. En este
sentido, se desconoce si las fracciones obtenidas resultan atractivas para las ovejas
parturientas. Asi, los objetivos de este proyecto fueron determinar la contribucion
independiente del LA y el ALA al caracter repulsivo-atractivo de la mezcla de FF,
analizar si otros fluidos de origen biolégico no especificos del parto como sangre y
orina, resultan repulsivos para las hembras durante la gestacién tardia y atractivos
durante el parto, y establecer si las fracciones de diferente polaridad obtenidas a partir
de los FF inducen por separado efectos bioldgicos similares a los producidos por FF

fuera y dentro del periodo del parto.

Los fluidos empleados en las pruebas de preferencia fueron: LA y ALA extraidos de
sus respectivas vesiculas al parto (Experimento 1), orina y sangre proveniente de
ovejas no gestantes (Experimento 2) y tres fracciones quimicas (A1, A2 y DCM)
obtenidas a partir del fraccionamiento de un pool de FF mediante los solventes hexano
y diclorometano (Experimento 3). La repulsion se determind mediante pruebas de
preferencia empleando comida mientras que la atraccion se analizd mediante un

modelo de bolsas con agua tibia forradas con tela similar al pelaje del cordero.

ElI LA y el ALA provocaron un efecto bioldgico diferente en las ovejas, ya que mientras
el LA fue repulsivo durante la gestacion tardia, el ALA fue neutro, volviéndose atractivo
durante el parto pero en menor medida que el LA. Por otro lado, tanto la orina como la
sangre resultaron repulsivas para las hembras gestantes, pero Unicamente la sangre

despertd atraccion en las ovejas durante el parto. Con respecto a las fracciones



obtenidas a partir de FF, las ovejas rechazaron durante la gestacion tardia la fraccion
A1, mientras que las fracciones A2 y DCM, perdieron total o parcialmente el valor

repulsivo. Sin embargo, todas las fracciones resultaron atractivas durante el parto.

Considerando los tres experimentos podemos concluir que al menos algunos de los
compuestos responsables del fendmeno de repulsion fuera del parto son diferentes de
aquellos que despiertan atraccion en las hembras parturientas, los cuales podrian ser
componentes generales de la sangre, pero no de la orina. En el caso de la repulsién
fuera del parto, se ftrata compuestos de polaridad media y alta actuando
sinérgicamente, mientras que durante el parto compuestos de polaridad media y alta

evocan atraccion actuando de forma independiente.

Mas estudios seran necesarios para identificar con exactitud qué compuestos
participan en los fendmenos de repulsion y atraccion hacia los FF y qué otros fluidos
biolégicos no especificos del parto, ademas de la sangre, pueden estar relacionadas
con este fendmeno. En este sentido, herramientas de quimica analitica seran
fundamentales a fin de poder desentrafiar la compleja mezcla de sefiales quimicas

implicadas en estos procesos.

ABSTRACT

In sheep, the FF (FF) that cover the lamb become strongly attractive for ewes,
promoting maternal care whereas, during other stages of the reproductive cycle, these
fluids are highly repulsive. Nonetheless, until now it is unknown the independent
contribution of amniotic (AmF) and allantoids (AIF) to the repulsive-attractive character
of FF for the ewes. In addition, it has not been determined yet the effect on the ewes of
other biological fluids not related exclusively with parturition or the fetus, like urine or
blood. In this way, the only approach to the knowledge of the chemosensory cues
present in FF was to offer to non-parturient ewes fractions obtained from AmF
employing two organic solvents, hexane and dichloromethane, testing repulsion. For
this reason, it is unknown whether these fractions are attractive for the ewes during
parturition. Accordingly, the aims of this study were to determine the independent
contribution of AmF and AIF to the repulsive-attractive character of FF, analysis
whether biological fluids not restricted to parturition or the fetus, like urine and blood,

are repulsive during late pregnancy and attractive during parturition, and determine



whether the isolated fractions of different polarity obtained from the FF induce

biological effects similar to those produced by FF during late gestation and parturition.

The fluids employed in preference tests were: AmF and AIF extracted from their
respective vesicles (Experiment 1), urine and blood from non-pregnant females
(Experiment 2) and three fractions (A1, A2 and DCM) obtained as the result of a FF’s
pool fractioned using hexane and dichloromethane solvents (Experiment 3). Ewe’s
repulsion or attraction towards FF and other biological substances, were determined
using a two-choice test between the experimental fluid and a control substance, during
late gestation and parturition. In the first case food preference tests were performed,

whereas in the second one the fluids were placed on warm clothes.

AmF and AIF evoked different biological effect on the ewes, while AmF was repulsive
during late pregnancy, the AIF was neutral over this instance and it becomes attractive
during parturition, but in less extent that AmF. On the other side, both urine and blood
were repulsive during late pregnancy, but only blood was attractive to the ewes across
parturition. Concerning to the fractions, only A1 was repulsive to the ewes during late
pregnancy, while A2 and DCM fractions were neutral over this instance. On the

contrary, over parturition the three fractions were attractive to the ewes.

Considering the three experiments we can conclude that at least some of the
compounds responsible for the phenomenon of repulsion during late pregnancy are
different from those which arouse attraction in parturient females, and may be general
components of blood, but not urine. The repulsion during late gestation is the result of
compounds of medium and high polarity acting synergistically, whereas during
parturition compounds of medium and high polarity can evoke attraction independently.

More studies are needed to identify the compounds that participate in repulsion-
attraction phenomenon and other fluids not restricted to parturition, in addition to blood,
which could be related to this phenomenon. In this way, chemical analysis will be

crucial to clarify the complex mixture of chemical signs involved in these processes.



FUNDAMENTOS Y ANTECEDENTES

En mamiferos gregarios, como las ovejas, las crias son precoces al momento del
nacimiento y presentan gran movilidad, por lo que la probabilidad de que crias propias
se mezclen con neonatos no emparentados es alta. Por esta razdn, en esta especie, la
manifestacion inmediata del comportamiento maternal luego del nacimiento de la cria,
y el establecimiento de un vinculo selectivo entre ésta y la madre, resultan esenciales
para la supervivencia del neonato. Tanto la expresion de este comportamiento, como
el desarrollo del vinculo materno-filial selectivo ocurren durante un periodo de corta

duracion alrededor del parto.

En la oveja la accion sinérgica de dos factores internos permite la manifestacion del
comportamiento maternal en el momento del parto. Estos son el estradiol y la
estimulacion vagino-cervical causada por el nacimiento del cordero. La secrecion de
estradiol por parte de la placenta aumenta hacia el final de la gestacion, presentando
con un marcado pico en las Ultimas 24 horas antes del parto. Por otro lado, la
estimulacion vagino-cervical induce una secrecion periférica de oxitocina que refuerza
las contracciones y una liberacion central que estimula el comportamiento maternal. La
secrecion de estradiol en los dias cercanos al parto prepara el sistema nervioso para
responder de manera 6ptima a la estimulacién vagino-cervical provocando la sintesis

intracerebral de oxitocina y sus receptores (Poindron, 2005).

La accion sinérgica del estradiol y la estimulacion vagino-cervical, tornan a la oveja
receptiva a informacion sensorial proveniente del cordero. Esto cobra radical
importancia ya que, si bien el inicio de la expresion del comportamiento maternal
depende de la influencia de factores fisioloégicos de la oveja, su mantenimiento se basa
exclusivamente en la estimulacién sensorial provocada por el cordero y en la
experiencia que la madre obtiene en la interaccion motora con el mismo (Poindron &
Le Neindre, 1980). De esta forma, el control del comportamiento maternal cambia de
endocrino/neuroenddécrino a neurosensorial durante el periodo alrededor del parto
(Rosenbilatt et al., 1979).

Este control neurosensorial de la expresion del comportamiento maternal se asocia
con informacion olfativa presente en los fluidos fetales (FF-mezcla de liquido amniético
y alantoideo) (Lévy & Poindron, 1987). De esta forma, en la oveja al igual que en otras
especies de mamiferos, los FF y la placenta representan potentes claves
quimiosensoriales, jugando un rol crucial en la manifestacion del comportamiento

maternal durante el parto. Por esta razén, en esta especie existe una fuerte atraccién



hacia los FF durante esta instancia, la cual se manifiesta por el lamido del pelaje del
cordero y del suelo donde se encuentran derramados (Fig. 1a), asi como hacia otros
productos expulsados durante el parto, como la placenta (que se manifiesta por la
placentofagia) (Collias, 1956; Lévy et al., 1983, Poindron et al., 2007, 2010) (Fig. 1b).
Este fenomeno es temporario y extremadamente acotado, ya que fuera de este
periodo, las hembras presentan una fuerte repulsién hacia el olor de los mismos,

incluso pocos dias antes del parto (gestacion tardia) (Lévy et al., 1983).

Figura 1. a) Hembra lamiendo los fluidos fetales del vellon de su cordero inmediatamente luego del parto.
b) Hembra ingiriendo la placenta (placentofagia) antes de cumplida una hora postparto.

Esta atraccion temporaria durante el parto facilita el establecimiento del primer
contacto de la madre con su cria, mantiene a la oveja en el lugar del parto y estimula
los lamidos asi como los cuidados maternales y la aceptacion en general (Lévy et al.,
1983; Poindron et al., 1980). De esta forma, los FF no solo son atractivos para la
hembra sino que también refuerzan la manifestacion del comportamiento maternal. Por
esta razon, si se lavan los corderos, quitando los FF de su velldn, se inhibe el lamido y
la aceptacion maternal en ovejas postparturientas (Lévy & Poindron, 1987). Esta
deficiencia en la expresion del comportamiento maternal se ve mas marcada en
hembras primiparas (sin experiencia maternal previa), ya que debido a su
inexperiencia son mas propensas a presentar dificultades al momento de desplegar
correctamente la conducta maternal, mientras que las hembras multiparas (que
presentan experiencia maternal) pueden tener la capacidad de compensar la pérdida
de las claves olfativas presentes en los FF. En este sentido, la presencia de los FF es
mas critica aun en hembras primiparas (Lévy et al., 2004). El papel de los FF como

promotores de la respuesta maternal también se manifiesta en ovejas que fueron



separadas de sus corderos al nacimiento, ya que éstas aceptan mas rapidamente a un
cordero ajeno neonato mojado en FF que a su propio cordero de 12 horas ya seco
(Poindron et al., 1980; Lévy & Poindron, 1983).

Por otro lado, si bien las ovejas se enfrentan a una mezcla de liquido amniético (LA) y
alantoideo (ALA) al momento del parto, estos fluidos presentan algunas diferencias en
su composicion, tales como iones, proteinas totales, bilirrubina, creatinina, entre otros
(Morris & Barron, 1980; Ross et al., 1988; Williams et al., 1993). Sin embargo, las
sustancias de excrecion del feto son elementos constitutivos importantes en ambos
FF, por lo que éstos presentan similitudes en la concentracion de urea, sangre,
nitrogeno, albumina, estrogenos, algunos iones, y ambos derivan del plasma
sanguineo y la orina fetal (Johnson, 2007; Carnegie & Robertson, 1978; Wintour et al.,
1994).

A pesar de que el fendmeno de repulsion-atraccion hacia los FF ha sido documentado
hace varias décadas (Poindron et al., 1980), hasta el momento se desconoce la
naturaleza quimica de los compuestos presentes en los FF que provocan dicho
fendmeno. Un primer acercamiento al establecimiento de su naturaleza quimica fue
llevado a cabo por Lévy (1981). Con el fin de estudiar el fendmeno de repulsion hacia
los FF, el autor realizé un fraccionamiento del LA y prob¢ las fracciones resultantes en
ovejas fuera del periodo del parto. La primera extraccion con hexano (CgH14) permitio
establecer que los compuestos responsables de la repulsion de las hembras se
encontraban presentes unicamente en la fraccidon acuosa (acuosa 1-A1) que contenia
los compuestos mas polares, mientras que la que contenia moléculas apolares resultd
neutra. No obstante, luego de una segunda extraccion con el solvente diclorometano
(CH,CI,), ninguna de las cinco fracciones obtenidas resultd repulsiva para las
hembras en esta instancia (Lévy, 1981). Sin embargo, el comportamiento de las
ovejas frente a estas fracciones no fue evaluado durante el parto, por lo que se

desconoce su relacion con el caracter atractivo de los FF durante este periodo.

En la oveja los trastornos del vinculo materno-filial son un factor importante de
mortalidad neonatal. Particularmente en hembras primiparas tras partos distocicos
(partos complicados en los que es necesaria la realizacion de maniobras para el
nacimiento del cordero) o en el caso de nacimientos multiples. Un acercamiento al
tipo de compuestos presentes en los FF que resultan atractivos para la oveja durante
el parto podria contribuir a implementar procedimientos novedosos para facilitar la
adopcion de corderos abandonados, asi como para aumentar el comportamiento de
busqueda de abrigo de las ovejas en el momento del parto. Esto podria contribuir a



disminuir la mortalidad de corderos y a reducir las pérdidas econémicas que ella

ocasiona a los productores.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Si bien en la actualidad el fendmeno de repulsidén-atraccion hacia el LA en las ovejas
es bien conocido, el efecto biolégico del ALA sobre las mismas, fuera y durante el
parto, permanece incierto. Estudiar el comportamiento de las ovejas frente al ALA
durante estas dos etapas de su ciclo reproductivo, asi como comparar el
comportamiento frente a este fluido con el observado hacia el LA, podria permitir
determinar la contribucion independiente de cada uno de estos FF al fendmeno de

repulsion-atraccion de los mismos en la oveja.

Por otro lado, los FF son los unicos fluidos de origen bioldgico frente a las cuales se ha
valorado el comportamiento de las ovejas antes y durante el parto. Evaluar el
comportamiento de las mismas frente a otros fluidos de origen biolégico no especificos
del parto, pero relacionados quimicamente con los FF, como orina y sangre, podria
proporcionar informacion en relaciéon a la naturaleza quimica de los fenomenos de

repulsion y atraccion hacia los FF.

Finalmente, los Unicos resultados con que contamos hasta el momento para
acercarnos al conocimiento de las claves quimiosensoriales presentes en los FF son
los presentados por Lévy (1981). Sin embargo, estos resultados fueron obtenidos en
ovejas que se encontraban fuera del parto por lo que se estudid Unicamente el
fendmeno de repulsion. En este sentido, se desconoce si la fraccion acuosa obtenida
mediante extraccion con hexano (A1), o las obtenidas a través de la subsecuente
extraccién con DCM resultan atractivas para las ovejas parturientas. Por esta razén,
tampoco se ha podido determinar si los compuestos quimicos implicados en la
repulsion en ovejas fuera del parto son los responsables de la atracciéon en hembras
parturientas o si se trata de diferentes compuestos. La comparacion entre la presencia
0 ausencia de atraccion o repulsion en ovejas parturientas y no parturientas

respectivamente, proveera informacion valiosa para esclarecer esta interrogante.
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HIPOTESIS

1.

Dado que los FF que recubren al cordero resultan altamente repulsivos para
las ovejas no parturientas y fuertemente atractivos durante el periodo del parto,
postulamos que sus constituyentes, el LA y el ALA por separado induciran

repulsion fuera y atraccion dentro del periodo del parto.

En base a que la sangre y la orina son fluidos biologicos (FB) constituyentes de
los FF y al hecho de que las ovejas parturientas muestran una fuerte atraccion
a lamer e ingerir la placenta, se plantea la hipotesis de que estos fluidos
induciran el mismo efecto bioldgico que los FF en las ovejas fuera y durante el

parto.

Dado que la fraccion de LA que contiene los compuestos de polaridad media y
alta, resulta repulsiva fuera del parto, se postula que la fraccion A1 de los FF se
comportara en forma similar durante la gestacion tardia y sera atractiva para
las ovejas parturientas. De forma similar, se espera que la separacion de los
componentes de polaridad media y alta, elimine la repulsién y atraccion fuera y

dentro del parto respectivamente.

OBJETIVOS

Objetivos generales

1.

Determinar la contribucion independiente de los LA y ALA al caracter repulsivo-

atractivo de la mezcla de fluidos fetales durante la gestacion tardia y el parto.

2. Determinar si fluidos de origen biolégico no especificos del parto, como sangre

y orina, resultan repulsivos para las hembras durante la gestaciéon tardia y

atractivos en el momento del parto.

Determinar si las fracciones de diferente polaridad obtenidas a partir de los FF
inducen por separado efectos biologicos similares a los producidos por FF

fuera y dentro del periodo del parto.

11



Objetivos especificos

1.

Determinar el comportamiento de ovejas multiparas hacia el LA y el ALA puros
durante la gestacion tardia (dia 145 de gestacion) en el modelo de preferencia
por alimento y durante el parto (de tres horas antes del nacimiento del cordero

a diez minutos después del mismo) en el modelo de preferencia por bolsas.

Determinar el comportamiento de ovejas multiparas hacia orina y sangre
durante la gestacion tardia (dia 145 de gestacion) en el modelo de preferencia
por alimento y durante el parto (de tres horas antes del nacimiento del cordero

a diez minutos después del mismo) en el modelo de preferencia por bolsas.

Determinar el comportamiento de ovejas multiparas hacia las fracciones A1,
obtenida luego del fraccionamiento de los FF con hexano, y hacia A2 y DCM
producto del fraccionamiento de A1 con el solvente diclorometano, durante la
gestacion tardia (dia 145 de gestacion) en el modelo de preferencia por
alimento y durante el parto (de tres horas antes del nacimiento del cordero a

diez minutos después del mismo) en el modelo de preferencia por bolsas.

Validar el modelo de preferencia por bolsas para evaluar la atraccion por

diferentes sustancias durante el parto sin emplear alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de tesis se llevo a cabo en el marco del proyecto CSIC-Sector Productivo,

2008: “Procedimientos de adopcion de corderos y busqueda de refugio en ovejas (Ovis

aries) post-parturientas: uso de fracciones atractivas del liquido amniético y método de

estimulacién vagino-cervical”, responsable: Dra. Annabel Ferreira.

Areay periodo de estudio

Durante el afio 2009 el trabajo de campo se realizd en la estacién experimental del

Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La Estanzuela, ubicada en el
departamento de Colonia (34° 19' 57" S, 57° 40’ 6” W). A partir del afo 2010 y hasta la

12



finalizacion del proyecto, el trabajo de campo se llevd a cabo en el Campo
Experimental N° 2 de la Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica), ubicado
en el departamento de San José (34° 40’ 32” S, 56° 32" 14” W).

Animales

Se utilizaron ovejas (Ovis aries) multiparas de la raza Ideal (Estanzuela) y Corriedale
(Campo Experimental N°2) (se seleccionaron hembras multiparas a fin de estandarizar
la experiencia maternal de los individuos empleados). Las ovejas se identificaron
mediante numeracién pintada en el vellén y caravanas numeradas en las orejas. Los
celos se sincronizaron con esponjas de progesterona (Sintex®) seguido de inyeccion
de PMSG (250 Ul, im, Novormon®) al momento de retirar las esponjas. Luego se
realizd la monta natural con carneros seleccionados y marcados, registrandose la
fecha de la misma. La encarnerada (monta) se efectué en lotes escalonados de
manera de obtener partos durante un periodo extenso. Los partos se sincronizaron a
través de la administracion de 15 mg de dexametasona (2.0 mg/ml, im, Disperdex,
Dispert, Montevideo) en el dia 144 de gestacion. Este farmaco induce el parto a partir
de 36 horas luego de su administracion, sin afectar el establecimiento del
comportamiento maternal (Poindron & Le Neindre, 1980). Se contdé con la asistencia

de veterinarios en ambos establecimientos.

Los animales se encontraban a campo abierto con acceso a alfalfa y racién para
complementar su alimentacion. Una semana antes de la inyeccion de dexametasona
se comenzo a habituar a las hembras a los bretes en los cuales se llevarian a cabo las
pruebas. Con este fin se introdujo a las hembras individualmente en bretes de 2,0x2,0
m en los cuales se les ofrecid el alimento (pellet de maiz en este caso) ad libitum en
dos recipientes idénticos espaciados 10 cm uno del otro. Este procedimiento se realizé
durante tres horas diariamente hasta la inyeccion de dexametasona. A partir de este
momento, las hembras permanecieron en los bretes hasta finalizadas las pruebas.
Todas las ovejas pasaron por este procedimiento, si bien los datos analizados

corresponden a animales diferentes para la gestacion tardia y el parto.

Los procedimientos experimentales realizados con animales fueron aprobados por el

Comité de Etica de la Facultad de Ciencias.
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Pruebas comportamentales

Para evaluar la repulsion y atraccion de las ovejas se realizaron dos tipos de pruebas
de preferencia, ambas con dos estimulos, uno correspondiente a la sustancia
experimental y el otro a la sustancia control. Todas las pruebas tuvieron una duracién
de tres minutos vy el registro de los datos se efectué de forma continua mediante la
técnica de muestreo animal-focal (Martin & Bateson, 1991). Las hembras se

encontraban separadas individualmente en los bretes al momento de las pruebas.

1) Prueba de preferencia en gestacion tardia (comida)

Debido al caracter repulsivo de los FF para la oveja fuera del periodo critico alrededor
del parto, resultd necesario emplear un estimulo positivo que provocara el interés de
las hembras y su acercamiento a los recipientes conteniendo la sustancia experimental
a fin de evaluar su comportamiento frente a ésta. Por este motivo, se empled el
modelo con comida propuesto por Lévy y colaboradores en 1983. Este modelo permite
evaluar si una sustancia es repulsiva, ya que en caso de serlo los animales evitarian

alimentarse del recipiente que la contiene aun estando hambrientos (Lévy et al., 1983).

Las pruebas efectuadas fuera del parto se realizaron en el dia 145 de gestacion
(gestacion tardia). Dos horas antes de realizar la prueba se retir6 el agua y el alimento
a fin de estandarizar el estado fisiolégico de las hembras y aumentar su apetito,
incentivando su interés por el alimento ofrecido durante las pruebas, a cuya ingestion

estaban acostumbradas (racion).

La prueba consistiéo en exponer a las hembras a dos recipientes con racion separados
entre si por un espacio de 10 cm, uno humedecido con el fluido o fraccion a estudiar y
el otro con la sustancia control. Ambas sustancias se encontraban a una temperatura
similar a la corporal (39°C). La prueba comenzé cuando la hembra acercé el hocico a
menos de 5 cm de la comida contenida en alguno de los recipientes. Se registro el
tiempo de consumo y cantidad ingerida (masa en gramos) para cada recipiente
(calculada como la diferencia entre el alimento inicial ofrecido en gramos y el alimento
no consumido) (Fig. 2a). Luego de las pruebas los recipientes fueron cuidadosamente
lavados y secados, y fueron utilizados varias series de recipientes a fin de evitar la

contaminacién quimiosensorial entre diferentes sustancias.

Las variables empleadas para el analisis fueron latencia a comer de cada recipiente
(tiempo trascurrido desde el comienzo de la prueba hasta que comienza a
alimentarse), porcentaje de alimento ingerido para cada recipiente (alimento ingerido
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de un recipiente con respecto al total ingerido de ambos recipientes) y tiempo total de

ingesta de racién para cada recipiente.

2) Prueba de preferencia en el parto (bolsa de agua caliente)

Durante el parto se empleé el modelo de bolsas, el cual fue previamente validado (ver
Anexo ). El propésito del mismo fue evaluar la atraccion hacia las sustancias a probar
en si mismas sin la existencia de otro estimulo positivo reforzador como la comida,
que pudiera enmascarar la atraccion hacia estas sustancias, no permitiendo

establecer si ésta es atractiva o neutra.

Las pruebas al parto se realizaron una vez que se rompia el saco amnidtico, o se
visualizaban las pezufias del cordero en la vulva de la hembra o inmediatamente
después de la expulsion fetal. En este ultimo caso, el neonato se retiraba
inmediatamente después del parto impidiendo el contacto madre-cria antes de las
pruebas. Una vez concluidas las pruebas, los corderos fueron devueltos a sus
madres, procedimiento que no afectd el establecimiento del vinculo materno-filial.

Antes de efectuar las pruebas se colocé un recipiente con FF frente al hocico de la
oveja para evaluar la atraccion de las hembras hacia éstos mediante el lamido de los

mismos.

Figura 2. a) Pruebas realizadas durante la gestacion tardia para evaluar la preferencia de las ovejas por
comida humedecida con la fracciéon o fluido a estudiar o por control, b) Pruebas realizadas durante el
parto con bolsas de agua caliente forradas con tela similar al pelaje del cordero humedecidas con la
fraccion o fluido a estudiar o con la sustancia control, a fin de evaluar la preferencia de las hembras por
las mismas.

El modelo de bolsas consisti6 en ofrecer a la hembra dos bolsas de goma

conteniendo agua a una temperatura aproximada a la corporal del cordero (39°C
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aproximadamente) y forradas con tela similar al pelaje del mismo. Una de las bolsas
presentaba la tela humedecida con el fluido o fracciéon a estudiar y la otra con la
sustancia control, situadas a 10 cm de distancia entre si. La prueba comenzé cuando
la hembra acerco su hocico a menos de 5 cm de alguna de las bolsas (Fig. 2b). De
forma similar a las pruebas en gestacion tardia, las bolsas eran cuidadosamente
limpiadas, se cambiaba la tela que las recubria y fueron empleadas varias series de

bolsas a fin de evitar la contaminaciéon quimiosensorial entre diferentes sustancias.

Las variables empleadas para el analisis fueron latencia a lamer (tiempo transcurrido
desde el comienzo de la prueba hasta que lame la bolsa) y tiempo total de lamido

para cada bolsa.

Criterios de inclusién

En gestacion tardia fueron incluidas dentro del estudio unicamente aquellas pruebas
en las cuales las hembras se alimentaron durante mas de cinco segundos ingiriendo
mas del 5% del alimento ofrecido, en el caso de las pruebas en el parto el criterio de
inclusion fue que la hembra olfateara al menos una vez una de las bolsas que se le

presentaban.

Analisis de datos

Dado que los datos no cumplieron con los supuestos de la estadistica paramétrica
(normalidad y homogeneidad de varianza), se utilizaron pruebas no paramétricas para
su analisis. Se empleo la prueba U de Mann-Whitney para la comparacion de grupos
independientes y los test de Wilcoxon y Friedman para el caso de dos o mas de dos
grupos dependientes, respectivamente (Siegel, 1956; Sokal & Rolf, 1979). Los datos
se expresan en mediana (desvio de la mediana absoluta — MAD: mediana de las
diferencias absolutas entre cada dato y la mediana de los datos). Los analisis
estadisticos se realizaron con el programa Statistica 7.0 y el nivel de significacion
seleccionado fue del 5% (Sokal & Rolf, 1979).

Protocolo experimental
Experimento 1: Evaluacion de la preferencia por liquido amniético y alantoideo.

1) Recoleccion de liquido amniotico y alantoideo.
Con el fin de conocer la contribucion independiente del LA y el ALA al caracter
repulsivo-atractivo de los FF, se realizaron pruebas utilizando ambos FF puros y por

separado, cada uno contra un control. Como control se empled una solucion de
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carboximetilcelulosa (CMC) al 2%. Este compuesto fue empleado como control ya
que se ha observado que, en combinacion con el agua, es de olor y sabor neutro para
la oveja y de viscosidad similar a la de los FF.

Los FF se colectaron directamente de las vesiculas expulsadas por las hembras
durante el parto. La identificacion de las mismas fue sencilla, ya que la vesicula
alantoidea es generalmente la primera en ser expulsada y el ALA es de coloracion
marrén y baja viscosidad (Fig. 3) (Jainudeen et al., 2002). Por otro lado, el LA es de
coloracion amarillenta y alta viscosidad (Fig. 3).

Una vez que las vesiculas fueron visualizadas, se perforaron y su contenido se
recolectd directamente en recipientes de almacenamiento limpios, uno para cada FF.
De esta forma, se generd un pool a proveniente de varias hembras para cada uno de
los FF, lo que permiti6 estudiar el comportamiento de las ovejas en base a
compuestos caracteristicos de los FF eliminando posibles sefales individuales. Ambos
recipientes se mantuvieron refrigerados hasta la realizacion de las pruebas, momento
en el cual su contenido fue calentado hasta alcanzar la temperatura corporal del
cordero (39°C). Para calentarlos se sumergieron los recipientes que los contenian
dentro de otro con agua caliente, procedimiento que no afecta las caracteristicas
quimicas de los FF (Andrés Gonzalez, com. pers.).

Figura 3. Liquido alantoideo (ALA-izquierda) y liquido amniético (LA-derecha) obtenidos al momento del
parto a través de la puncién de las vesiculas alantoidea y amniética respectivamente. Cada uno de estos
FF fueron empleados en las pruebas de preferencia realizadas durante la gestacion tardia y el parto.
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2) Registro de datos

En cada individuo se probaron los dos FF contra un control, empledndose para ello un
disefio contrabalanceado. Las pruebas se realizaron con un intervalo de tres minutos
entre ellas. Durante la gestacion tardia y el parto se emplearon individuos diferentes.
En el primer caso se realizaron pruebas con comida (40 gramos de racion humedecida
con 20 ml de FF o control), mientras que en el segundo caso se emplearon bolsas
forradas con tela mojada (10 ml de FF o control).

Experimento 2: Evaluaciéon de la actividad de diferentes fluidos biolégicos no

especificos del parto.

1) Obtencion de los fluidos biolégicos

Para realizar otro acercamiento al tipo de compuestos presentes en los FF que
proporcionan el caracter repulsivo-atractivo de los mismos y considerando que ambos
derivan del plasma sanguineo y la orina fetal, se realizaron pruebas de preferencia
durante la gestacion tardia y el parto, empleando sangre y orina contra un control
(soluciéon de CMC). Ambos FB fueron extraidos de hembras adultas vacias (no
gestantes) por investigadores entrenados (Dr. Alejandro Benech y Dr. Luis Cal). Se
extrajo 20 ml de sangre por oveja mediante puncion yugular y se conservo con
heparina (0,5 ml por cada 20 ml de sangre), mientras que para la recoleccion de la
orina (20 ml por oveja) se utilizé el método de apnea, que consiste en tapar el hocico
del animal generando el reflejo de miccion. Se realizé la extraccion de ambos fluidos a
10 individuos, generandose un pool para cada uno de ellos, los cuales se mantuvieron
refrigerados hasta el momento de las pruebas, momento en el cual fueron entibiados a

una temperatura aproximada de 39°C.

2) Registro de datos

En este caso se empled un disefo independiente (diferentes hembras fueron probadas
para cada sustancia tanto en gestacion tardia como al momento del parto) ya que la
sangre podria resultar muy aversiva e interferir en el comportamiento de las hembras,
afectando el resultado de la siguiente prueba. En gestacion tardia se realizaron
pruebas con comida (40 gramos de racién mojada con 10 ml de sustancia), mientras
que durante el parto se emplearon bolsas forradas con tela humedecida (10 ml de

sustancia).
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Experimento 3: Evaluacién de la actividad de las fracciones quimicas obtenidas

a partir de fluidos fetales.

1) Recoleccion de fluidos fetales

El método de recoleccion fue similar al utilizado en el Experimento 1 con la diferencia
de que los dos fluidos fueron recolectados en el mismo recipiente. Se genero asi un
pool a partir de FF de varias hembras el cual fue sometido a un fraccionamiento
quimico. El fraccionamiento se realizd sobre una mezcla de ambos FF porque en la
naturaleza la hembra se enfrenta a una mezcla de FF en lugar de hacerlo a cada uno

de ellos puros y por separado.

2) Fraccionamiento quimico

El fraccionamiento se llevd a cabo en el Laboratorio de Ecologia Quimica del
Departamento de Quimica Organica, perteneciente a la Facultad de Quimica de la
Universidad de la Republica, a cargo del Dr. Andrés Gonzalez.

Se realizé un fraccionamiento empleando dos solventes organicos en el siguiente
orden: 1-hexano y 2-diclorometano (ambos altamente volatiles). EI hexano (CgH14) es
un solvente organico apolar, con densidad inferior a la del agua, que se emplea en la
extraccion de moléculas liposolubles, como grasas e hidrocarburos. Por otro lado, el
diclorometano (CH,CI,) es un solvente organico mas polar que el hexano, el cual
permite extraer moléculas de polaridad media, tales como los esteroides.

Primer fraccionamiento con hexano

El pool de FF obtenido (5,5 litros) se filtré a través de una gasa para eliminar las
impurezas gruesas (meconio, restos de tejidos, etc.) y posteriormente se centrifugé a
una temperatura de 4°C durante 20 minutos a 5000 rpm, a fin de separar sus
componentes celulares. El filtrado obtenido se colocé en una ampolla de decantacion
con hexano. El solvente se incorporé a razén de 0,5 litros por cada 2 litros de fluidos
fetales de manera gradual, empleandose en total 1,5 litros de solvente a fin de lograr la
separacion de fases. A partir de esta primera extraccion se obtuvieron dos fracciones:
una que contenia el solvente (fraccion hexano, con un volumen de 0,950 litros) y otra
acuosa (A1, con un volumen de 4 litros), y una emulsion que fue descartada tras ser
sometida a distintos métodos con el fin de separarla (centrifugado, calor y agregado de

sal) sin éxito.
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Fluidos
Fetales (FF)

Solvente Hexano

Fraccion Fraccion Evaporacion del solvente
Acuosal (Al) Hexano y retomado en agua/CMC

Solvente Diclorometano

Fraccion

Fraccion Evaporacion del solvente
Acuosa 2 (A2)

Diclometano (DCM)J y retomado en agua/CMC

Figura 4. Esquema del fraccionamiento quimico realizado a los fluidos fetales (FF) para la obtencién de

las fracciones bioldgicas empleadas en las pruebas comportamentales del Experimento 1.

La fraccion hexano obtenida fue colocada en un rotavapor (evaporador rotatorio) a fin
de producir la evaporacion del solvente, ya que este solvente presenta un olor
penetrante que podria interferir en las pruebas comportamentales. La masa solida
obtenida mediante este proceso fue muy escasa (0,6 gramos), por lo que no fue

empleada en este experimento.

La fraccion A1 se separo en dos partes iguales. A una de éstas (2 litros) se le agrego
CMC (por las propiedades de ésta anteriormente mencionadas). La otra mitad se uso6

para la realizacion de un segundo fraccionamiento empleando diclorometano (Fig. 4).

Segundo fraccionamiento con diclorometano

Parte de la fase acuosa obtenida en el paso anterior (2 litros) se fracciond con
diclorometano. El procedimiento de extraccién fue el mismo que el descripto en el
experimento anterior, obteniéndose una fraccién que contenia el solvente y su fraccién
acuosa (fraccion DCM y A2, respectivamente).

La fraccidon que contenia el solvente se secd mediante el mismo proceso que la
fraccion hexano del experimento anterior, y el residuo solido obtenido fue retomado en

agua hasta alcanzar el volumen que tenia la fraccion al ser introducida en el rotavapor
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(1 litro aproximadamente). Tanto a la fraccion DCM obtenida mediante este
procedimiento asi como a la fraccion A2 obtenida previamente (1 litro

aproximadamente) se le agregé CMC (Fig. 4).

A fin de ser utilizados como control ambos solventes (hexano y diclorometano) fueron
secados y retomados en agua hasta alcanzar el volumen aproximado de las fracciones
A1, A2 y DCM (1 litro) y se les agregd CMC. El control con hexano se empled para el
caso de la fraccion A1, mientras que el control con diclorometano se emple6 para las
fracciones A2 y DCM.

3) Registro de datos

Mediante un disefio contrabalanceado las tres fracciones obtenidas se testearon en
cada individuo. Las pruebas efectuadas en gestacion tardia se realizaron en individuos
diferentes a los del parto. Al igual que en los experimentos anteriores en gestacion
tardia se realizaron pruebas con comida (40 gramos de racion humedecida con 20 mi
de fraccion o control), mientras que durante el parto se emplearon bolsas forradas con

tela humedecida (10 ml de fraccion o control).

RESULTADOS

Experimento 1: Evaluacion de la preferencia por liquido amnidtico y alantoideo.
Gestacion tardia

De las once ovejas prefiadas que fueron probadas, tres fueron excluidas por no
mostrar interés en las pruebas, obteniéndose ocho hembras para el andlisis.

La latencia a comer racion humedecida con LA no difirié de la de su control (Tn=5=7,0,
p=0,12, Tabla 1). Sin embargo, las hembras comieron menos racion humedecida con
LA que con control (% de alimento ingerido: LA: 15,9 (15,9) vs control: 84,1 (15,9),
Tn=8=0,0, p=0,012, Fig. 5a), empleando para ello un tiempo menor al empleado en la
ingesta de racion con solucion de CMC (LA: 8,0 (8,0) vs control: 75,5 (36,0), Tn=5=0,0,
p=0,012, Fig. 5b).

En el caso del ALA, el comportamiento de las ovejas no mostré diferencias en cuanto
a la latencia a alimentarse del recipiente conteniendo racién humedecida con este

fluido o con control (Tn-5=10,0, p=0,26, Tabla1), como tampoco en la cantidad de
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alimento ingerido (ALA: 42,6 (23,1) vs control: 41,8 (34,2), Tn==16,0, p=0,78, Fig. 5a),
o en el tiempo de alimentaciéon (ALA: 39,5 (21,5) vs control: 81,5 (13,0), Tn=5=8.0,
p=0,31, Fig. 5b).

La latencia a comer no difiri6 entre ambos FF (Tabla 1), sin embargo, tanto el
porcentaje de alimento ingerido (Tn-5=4,0, p=0,05) (Fig. 5a), como el tiempo total de
alimentacion fueron significativamente menores para el LA que para el ALA (Tn=5=2,0,
p=0,025) (Fig. 5b).

Tabla 1. Latencia a comer racion humedecida con fluidos fetales (FF) o con control
durante la gestacion tardia.

Latencia (s) Control FF
LA 7,5(7,0) 55,0(31,5)
ALA 4,5(2,5) 61,0 (53,0)
T 11,0 15,0
P 0,61 0,67

Los datos se expresan en medianas (MAD), test de Wilcoxon para muestras pareadas.
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Figura 5. Pruebas de preferencia realizadas durante la gestacion tardia para evaluar repulsion empleando
comida humedecida con el fluido fetal (FF) a estudiar o con control. a) Porcentaje de consumo de racioén
humedecida con LA o ALA y sus controles con respecto al total de alimento ingerido en cada prueba, b)
Tiempo total de ingesta de racion humedecida con LA o ALA y sus controles. Los datos se muestran en
medianas (MAD). Se utiliz6 el test de Wilcoxon para muestras pareadas. * p<0,05 respecto a su control,
p<0,05 respecto a LA.
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Parto

Durante el parto, se emplearon once hembras que cumplieron el criterio de inclusion.
Para ambos FF las hembras demoraron menos tiempo en lamer las bolsas
humedecidas con los mismos, ignorando las de sus respectivos controles (LA: 4,0
(3,0) vs control: 180,0 (0,0), Tn=11y=0,0, p=0,003 y ALA: 3,0 (2,0) vs control: 180,0
(0,0), Tn=11=0,0, p=0,005), sin hallarse diferencias significativas entre ambos FF
(Tn=11y=16,0, p=0,78) (Fig. 6a).
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Figura 6. Pruebas de preferencia realizadas durante el parto para evaluar atraccion empleando bolsas de
agua caliente forradas con tela similar al pelaje del cordero humedecidas con el fluido fetal (FF) a estudiar
o con control. a) Latencia a lamer bolsa humedecida con LA o ALA y sus controles, b) Tiempo total de
lamido para cada bolsa humedecida con LA o ALA y sus controles. Los datos se muestran en medianas
(MAD). Se utilizd el test de Wilcoxon para muestras pareadas. ** p<0,01 respecto a control, T p<0,05
respecto a LA.

Asimismo, las ovejas lamieron la tela de las bolsas con FF durante mas tiempo que la
de sus respectivos controles (LA: 100,0 (13,0) vs control: 0,0 (0,0), T(n=11)=0,0, p=0,003
y ALA: 51,0 (24,0) vs control: 0,0 (0,0), Tn=11)=0,0, p=0,005). Sin embargo, el tiempo
de lamido del LA fue mayor al del ALA (Tn=11y=11,0, p=0,05) (Fig. 6b).

Experimento 2: Evaluaciéon de la actividad de diferentes fluidos biolégicos no
especificos del parto.

Gestacion tardia

Para evaluar el comportamiento de las hembras gestantes frente a orina se sometio a
doce hembras a la prueba de comida con orina, de las cuales dos fueron excluidas por
no mostrar interés en las pruebas, obteniéndose diez hembras para el analisis. Por

otro lado, para la prueba con sangre se emplearon once ovejas (diferentes a las

23



empleadas en la prueba con orina), de las cuales ocho cumplieron con el criterio de

inclusion y fueron consideradas en el andlisis.

Las hembras demoraron mas tiempo en comenzar a comer racion humedecida con
orina respecto a la sustancia control (Tn=10=0,0, p=0,005, Tabla 2). Por otro lado,
consumieron menos alimento (% alimento ingerido: orina: 0,0 (0,0) vs control: 100,0
(0,0), Tin=10=0,0, p=0,005, Fig. 7a), y se alimentaron menos tiempo de racion
humedecida con orina que con control (orina: 0,0 (0,0) vs control: 150,0 (49,0),
Tn=10=0,0, p=0,005, Fig. 7b).

Tabla 2. Latencia a comer racion humedecida con FB o con control durante la
gestacion tardia.

Latencia (s) Control FB
Orina 3,5(2,5) 180,0 (0,0)**
Sangre 8,0(4,0) 180,0 (0,0)*
U 39,0 24,0
P 0,93 0,051

Los datos se expresan en medianas (MAD), *p<0,05, **p<0,01 fluidos bioldgicos vs controles, tests de
Wilcoxon para muestras pareadas y Mann-Whitney para muestras independientes.
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Figura 7. Pruebas de preferencia realizadas durante la gestacion tardia para evaluar repulsion empleando
comida humedecida con el fluido bioldgico (FB) a estudiar o con control. a) Porcentaje de consumo de
racion humedecida con orina o sangre y sus controles con respecto al total de alimento ingerido para cada
prueba, b) Tiempo total de ingesta de racién mojada con orina o sangre y sus controles. Los datos se
muestran en medianas (MAD). Se utilizé el test de Wilcoxon para muestras pareadas y Mann-Whitney
para muestras independientes. No se hallaron diferencias significativas entre los dos FB. * p<0,05, **
p=0,01 respecto al control.
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En referencia a la sangre, las ovejas nunca se alimentaron de la racion que la
contenia. Por esta razoén, la latencia a comer racion humedecida con este fluido fue
mayor que para su control (Tn=5=0,0, p=0,012, Tabla 2). Asimismo, la cantidad de
racion humedecida con sangre ingerida por las ovejas (sangre: 0,0 (0,0) vs control:
100,0 (0,0), Tin=5=0,0, p=0,012, Fig. 7a), asi como el tiempo que emplearon en su
ingesta fueron inferiores al control (sangre: 0,0 (0,0) vs control: 105,5 (25,5), T(n=5=0,0,
p=0,012, Fig. 7b).

Sin embargo, si bien el tiempo total alimentandose no difirid significativamente entre
ambos FB (U=28,0, p=0,10, Fig. 7b), la latencia (Tabla 2) y el porcentaje de alimento
ingerido (U=24,0, p=0,051, Fig. 7a) mostraron una tendencia a diferir entre ambos
fluidos. Esto se debe a que si bien ninguna oveja se alimento de la racidon conteniendo

sangre, tres animales lo hicieron de la racion humedecida con orina.

Parto

Durante el parto se evaluo la atraccion hacia sangre y orina en diferentes ovejas. Para
ambos FB se emplearon ocho ovejas en el andlisis, tras descartarse unicamente una

hembra en la prueba con sangre por no cumplir el criterio de inclusién.

Las ovejas demoraron menos tiempo en comenzar a lamer las bolsas humedecidas
con sangre, ya que nunca lamieron las bolsas con control (sangre: 51,0 (49,5) vs
control: 180,0 (0,0), Tn-5=0,0, p=0,028), ni con orina (U=14,0, p=0,04). En este
sentido, la orina no mostré diferencias significativas con respecto a su control, pues las
hembras tampoco lamieron las bolsas humedecidas con esta sustancia (orina: 180,0
(0,0) vs control: 180,0 (0,0), Tn=6=0,0, p=0,11) (Fig. 8a).

Asimismo, el tiempo total que las ovejas emplearon en lamer la tela humedecida con
sangre fue mayor con respecto a su control (sangre: 31,5 (31,5) vs control: 0,0 (0,0),
Tn=6=0,0, p=0,028) y a la orina (U=12,5, p=0,029), la cual no difiri6 significativamente
de la sustancia control (orina: 0,0 (0,0) vs control: 0,0 (0,0), Tn=5=2.0, p=0,59) (Fig.
8b).
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Figura 8. Pruebas de preferencia realizadas durante el parto para evaluar atraccion empleando bolsas de
agua caliente forradas con tela similar al pelaje del cordero humedecidas con el fluido bioldgico (FB) a
estudiar o con control. a) Latencia a lamer bolsa humedecida con orina o sangre y sus controles, b)
Tiempo total de lamido para cada bolsa humedecida con orina o sangre y sus controles. Los datos se
muestran en medianas (MAD). Se utilizaron los test de Wilcoxon para muestras pareadas y Mann-Whitney
para muestras independientes. * p<0,05 respecto a control, T p<0,05 respecto a orina.

Experimento 3: Evaluacion de la actividad de las fracciones quimicas obtenidas

a partir de fluidos fetales.
Gestacion tardia

Trece de dieciocho ovejas cumplieron con el criterio de inclusion y fueron evaluadas

en las pruebas de preferencia.

Las ovejas gestantes mostraron una mayor latencia a comer alimento humedecido con
la fraccién A1 respecto al humedecido con control (Tn-13= 4,0, p=0,004; Tabla 3). Por
otro lado, tanto la cantidad de racién humedecida con dicha fraccién que consumieron
(% de alimento ingerido: A1: 6,3 (6,3) vs control: 93,8 (6,2), T(n-13=0,0, p=0,003, Fig.
9a), como el tiempo total en que se alimentaron de ésta, fueron significativamente
menores en relacion al control (A1: 2,0 (2,0) vs control: 66,0 (15,0), Tn=13=6,0,
p=0,006, Fig. 9b).

Por el contrario, el comportamiento de las hembras frente a la comida humedecida con
la fraccion A2 no difirid del observado frente al control con respecto a la latencia a
comer (Tn=13=38,0, p=0,6, Tabla 3), ni tampoco a la cantidad de alimento ingerido (%
alimento ingerido: DCM A2: 50,0 (0,8) vs control: 50,0 (0,8), Tn-13=16,5, p=0,48, Fig.
9a), o al tiempo en que se alimentaron (A2: 45,0 (17,1) vs control: 52,0 (13,0),
Tn=13=28,0, p=0,39, Fig. 9b).
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Con respecto a la fraccion DCM, las ovejas demoraron mas tiempo en comenzar a
alimentarse de la racion humedecida con dicha fraccion que con la sustancia control
(Tn=13= 14,5, p=0,03; Tabla 3). A su vez, las hembras mostraron una tendencia a
consumir menos racién humedecida con esta fraccién que con control (% alimento
ingerido: DCM: 34,5 (17,1) vs control: 65,5 (17,1), Tn=13=13,0, p=0,08, Fig. 9a). Sin
embargo, el tiempo en que se alimentaron de cada recipiente no difirié entre la fraccién
y su control (DCM: 16,7 (14,4) vs control: 25,6 (11,6), Tn=13=26,0, p=0,17, Fig. 9b).

Tabla 3. Latencia a comer racion humedecida con fraccidén o con control durante la
gestacion tardia.

Latencia (s) Control Fraccion
Al 3,0(2,0) 146,0 (34,0)%*
A2 10,0 (10,0) 34,0 (32,0)
pcM 3,0(2,0) 56,0 (25,0)*
F, 221 3,24
P 0,33 0,20

Los datos se expresan en medianas (MAD), *p<0,05, **p<0,01fracciones vs controles, test de Wilcoxon
para muestras pareadas.

Con respecto al analisis comparativo de las 3 fracciones, el comportamiento de las
ovejas no mostré diferencias entre éstas en relacion a la latencia a comer (Tabla 3).
Por el contrario, la cantidad de alimento ingerido por las ovejas difirid entre las 3
fracciones (Frn=1s, a-2=10,29, p=0,006, Fig. 9a). Estas prefirieron alimentarse de racion
humedecida con A2 (Tn-13=1,0, p=0,004) o con DCM (Tn=-13=4,0, p=0,028) que con
A1. No se hallaron diferencias con respecto al consumo entre A2 y DCM (Tn-13=13,0,
p=0,14). El tiempo que emplearon las ovejas en alimentarse también presento
diferencias entre las tres fracciones (Frn=1s, a=2=6,78, p=0,034, Fig. 9b), las cuales se
hallaron nuevamente entre la fraccion A1 y A2 (Tn=13=3,5, p=0,005), no halldndose
diferencias entre DCM vy las otras dos fracciones (Tn-=13=11,0, p=0,09, Tn=13=28,0,
p=0,38, A1y A2 respectivamente).
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Figura 9. Pruebas de preferencia realizadas durante la gestacion tardia para evaluar repulsion empleando
comida humedecida con la fraccién a estudiar o con control. a) Porcentaje de consumo de racion
humedecida con las fracciones A1, A2 o DCM y sus controles con respecto al total de alimento ingerido
para cada prueba, b) Tiempo total de ingesta de racién mojada las fracciones A1, A2 o DCM vy sus
controles. Los datos se muestran en medianas (MAD). Se utilizaron los tests de Friedman de Varianza por
Rangos y Wilcoxon para muestras pareadas. ** p<0,01 respecto a control de A1, T p<0,05, t1 p<0,01
respecto a A1.

Parto

Durante el parto se evalud la preferencia de las ovejas por las fracciones o por su
control en bolsas humedecidas con estas sustancias en trece hembras. Se excluyeron
dos animales por no cumplir el criterio de inclusion, empleandose once individuos para

el analisis.

Las ovejas lamieron las bolsas con tela humedecida con las fracciones e ignoraron las
mojadas con control. En este sentido, todas hembras demoraron menos en comenzar
a lamer las bolsas humedecidas con las fracciones que con control (A1: 10,0 (9,0) vs
control: 180,0 (0,0), Tn-11=0,0, p=0,012; A2: 7,0 (6,0) vs control 180,0 (0,0),
Tn=11=2,0, p=0,009; DCM: 10,0 (10,0) vs control: 180,0 (0,0), Tn=11=5,0, p=0,022), no

halldndose diferencias entre las tres fracciones (Frn=11, a=2)=0,19, p=0,91, Fig. 10a).

También pasaron mas tiempo lamiendo las bolsas humedecidas con fracciones que
con control (A1: 37,0 (37,0) vs control: 0,0 (0,0), Tn=11y=0,0, p=0,012; A2: 48,0 (26,0)
vs control: 0,0 (0,0), Tn=11)=0,0, p=0,005; DCM: 26,0 (22,0) vs control: 0,0 (0,0),
Tn=11=0,0, p=0,005), no difiriendo entre las fracciones (Frn=11, a=2y=1,16, p=0,56, Fig.
10Db).
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Figura 10. Pruebas de preferencia realizadas durante el parto para evaluar atraccion empleando bolsas
de agua caliente forradas con tela similar al pelaje del cordero humedecidas con la fraccién a estudiar o
con control. a) Latencia a lamer bolsa humedecida con las fracciones A1, A2 o DCM y sus controles, b)
Tiempo total de lamido de para bolsa humedecida con las fracciones A1, A2 o DCM y sus controles. Los
datos se muestran en medianas (MAD). Se utilizaron los tests Friedman de Varianza por Rangos y
Wilcoxon para muestras pareadas. No se encontraron diferencias significativas entre las fracciones.
*p<0.05, **p<0.01, respecto a control de cada fraccion.

DISCUSION

Repulsion-atraccion hacia ALAy LA

El LA resulté repulsivo para las ovejas durante la gestacién tardia y atractivo al parto,
en concordancia con los resultados obtenidos por Lévy y Poindron (1983, 1987). El
ALA sin embargo, resultd un estimulo neutro para las ovejas fuera del parto,
cambiando su efecto bioldgico durante el mismo, pasando a ser atractivo para las
hembras. Esta atraccion, sin embargo, fue inferior a la inducida por el LA puro. Estos
resultados rechazan parcialmente la hipétesis de que el LA y el ALA provocarian en
las ovejas el mismo efecto bioldgico fuera y dentro del periodo del parto, e indican que
al menos algunos de los compuestos responsables del fenédmeno de repulsion fuera

del parto son diferentes de los que resultan atractivos durante el parto.

Las diferencias en las respuestas de repulsion y atraccion provocadas en las ovejas
por el ALA y el LA, antes y después del parto, podrian deberse a diferencias en la
composicion de cada uno de estos FF (tipos de compuestos y concentraciones
relativas de los mismos), asi como a las propiedades fisicas emergentes de los

mismos como viscosidad, olor y color. En este sentido, mientras que el ALA se origina
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principalmente de la orina fetal y secreciones de las membranas alantoideas
(Jainudeen & Hafez, 2002), el LA deriva de la orina fetal pero también de la circulacion
materna y secreciones fetales de la cavidad oral, vias respiratorias y secreciones
anales (Jainudeen & Hafez, 2002). La diferencia en el origen de estos dos fluidos
determina sus respectivas composiciones, las cuales difieren en los principales
aminoacidos (Ross et al., 1988), asi como también en la concentracién de iones y
creatinina (Williams et al., 1993), entre otros. Asi, con base en las propiedades
bioquimicas del ALA y el LA, se ha sugerido que el ALA se asemeja a la orina,
principalmente por sus altos niveles de creatinina, gamma-glutamina transferasa y
fosforo, mientras que el LA se acerca a un transudado de plasma por sus altos valores

de sodio y cloruro (Alexander et al., 1958; Williams et al., 1993).

Repulsidn-atraccién hacia sangre y orina

Tanto la orina como la sangre resultaron repulsivas durante la gestacion tardia, sin
embargo, Unicamente la sangre despertd atraccion durante el parto. Esto sugiere que
los compuestos presentes en los FF que provocan atraccion durante el parto podrian
ser componentes constitutivos de fluidos biolégicos no relacionados especificamente
con el parto o el feto, como la sangre. En este sentido, nuestra hipotesis de que ambos
FB inducirian el mismo efecto biolégico que los FF en las ovejas fuera y durante el

parto solo se cumplio para el caso de la sangre.

A pesar de las similitudes que se mencionaron anteriormente entre orina 'y ALA, estos
dos fluidos provocaron efectos biologicos diferentes en las ovejas tanto en gestacion
tardia como al momento del parto: mientras que el ALA paso de neutro fuera del parto
a atractivo durante este periodo, la orina fue repulsiva antes del parto y se mantuvo
repulsiva o volvido neutra al momento del parto. Si bien ambos FF presentan altas
concentraciones de orina fetal, ésta difiere en su composicién con la de los individuos
adultos (Alexander et al., 1958), en parte porque derivan de las membranas
alantoideas (Jainudeen & Hafez, 2002; Morris & Barron, 1980) que modifican su
composicion mediante trasferencia activa de proteinas, entre otros procesos (Morris &
Barron, 1980). Esta diferencia en la composicion de la orina de individuos adultos y el

ALA podria dar cuenta de su diferente efecto biolégico en las ovejas.

Por otro lado, la respuesta de las ovejas hacia la sangre es similar a la desplegada
frente al LA, siendo ambos fluidos repulsivos fuera del parto y atractivos durante el

mismo. Esto sugiere que compuestos presentes en ambos podrian ser responsables
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de los fendmenos de repulsion y atraccion de los FF. Se ha reportado que el LA
presenta caracteristicas bioquimicas relacionadas con el plasma materno y fetal
(Alexander et al., 1958; Williams et al., 1993), aunque no se conoce qué compuestos
de estos dos fluidos son responsables de su efecto biolégico. Sin embargo,
caracteristicas generales de la sangre, mas que factores especificos asociados al
parto o al feto, estarian implicadas en este fendmeno de repulsidn-atraccion ya que la

sangre empleada en el presente experimento provenia de ovejas vacias.

Posiblemente, la atraccion hacia la sangre esta relacionada también con el
comportamiento “simil carnivoro” observado en la ovejas parturientas al momento de
ingerir la placenta. Existen diversas hipoétesis para explicar la placentofagia. Algunas
de ellas son: a) un cambio transitorio en las preferencias alimenticias de la madre, que
en herbivoros se asocia a la ingestién de carne (Hafez, 1987; Leherman, 1961; Melo &
Gonzalez-Mariscal, 2003), b) un aumento en la necesidad de ingerir nutrientes u
hormonas presentes en la placenta y/o FF (Richter & Barelare, 1938, Zarrrow et al.,
1972), c) reponer pérdidas nutricionales generadas por el ayuno previo al parto y el
parto en si mismo (Fraser, 1968; Gonzalez-Mariscal et al., 1994; Zarrrow et al., 1972).
A su vez, la placentofagia se encuentra asociada con el comienzo de la respuesta
maternal al momento del parto y la interaccion entre la madre y la cria, esencial para la
consolidacién del comportamiento maternal (Gonzalez-Mariscal & Poindron, 2002,
Kristal et al., 2012, Numan, 1994). Esto concordaria con la idea de que componentes
constitutivos de la sangre podrian estar relacionados con el efecto biolégico de los FF

en las ovejas.

Repulsidon-atraccion hacia componentes de FF de polaridad mediay alta

Durante la gestacion tardia las ovejas rechazaron la fracciéon A1 producto del primer
fraccionamiento con hexano, mientras que tras el segundo fraccionamiento con
diclorometano las fracciones resultantes, A2 y DCM, perdieron total o parcialmente el
valor repulsivo para las hembras. Sin embargo, todas las fracciones resultaron
atractivas durante el parto, no perdiendo el valor atractivo luego de los dos
fraccionamientos. En este sentido, la hipotesis que planteaba que la fraccion A1
conservaria el caracter repulsivo-atractivo de los FF, mientras que las fracciones A2 y
DCM habrian perdido dicha caracteristica, no se cumple en el caso del parto.

La pérdida de repulsion por parte de las fracciones A2 y DCM durante la gestacion

tardia puede explicarse de varias formas. En este sentido, la separacion de
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compuestos de polaridad alta y media entre las fracciones A2 y DCM, que actuarian
sinérgicamente en A1 para ejercer su actividad bioldgica. La necesidad de una accion
sinérgica entre varios compuestos quimiosensoriales ya se ha reportado en la
literatura, incluso en la oveja. Asi, la combinacion de dos fracciones generadas a partir
de un extracto de velldn del carnero induce en ovejas en anestro un pico de hormona
luteinizante y la consecuente ovulacion, de igual forma que el propio olor del carnero,
no generandose este efecto si se prueban las fracciones de forma independiente
(Cohen-Tannoud;ji et al., 1994). Recientemente, en bovinos se ha encontrado que los
machos despliegan comportamiento copulatorio frente a una mezcla de tres
compuestos volatiles presentes en las secreciones vaginales y en las heces de la
hembra, pero no despliegan este comportamiento frente a los compuestos aislados
(Sankar & Archunan, 2008, 2011; Rajanarayanan & Archunan, 2011).

Sin embargo, la latencia significativamente alta que muestran los animales para
alimentarse del recipiente conteniendo racion humedecida con fraccion DCM en
comparacion a su control podria sefialar que esta fraccion conserva parte del caracter
repulsivo de la fraccion A1. No obstante, esa repulsiéon podria requerir la presencia de
otro u otros componentes de alta polaridad que luego del fraccionamiento quedaron en
la fraccion A2 y que por si mismos no son repulsivos. Un mecanismo similar se ha
reportado para la aversion que las ovejas muestran hacia las heces caninas, la cual
depende de la presencia de varios compuestos. En este caso, la naturaleza repulsiva
de ciertos acidos grasos se ve aumentada por una pequeia proporcion de compuestos
neutros como aldehidos, alcoholes y metilcetonas (Arnould et al, 1998). Teniendo en
cuenta que los FF son productos de excrecién del feto, esos compuestos podrian tener
propiedades similares a las de los acidos grasos presentes en las heces de otros
mamiferos. Otros productos de excrecién mas polares como acidos de cadena corta o
alcoholes, que podrian aumentar el efecto repulsivo de los acidos grasos libres,
podrian haber permanecido en la A2 tras la extraccidn con diclorometano.

Por ultimo, no se puede descartar que la extraccion con diclorometano pudo haber
producido una desnaturalizacion, parcial o completa, de algunos compuestos que
resultan repulsivos para las ovejas en preparto, lo que pudo conducir a la pérdida de

repulsion de las fracciones A2 y DCM.

En cualquiera de los escenarios presentados anteriormente se necesitan varios
compuestos actuando sinérgicamente para producir la respuesta de repulsién en las
ovejas fuera del parto. En este sentido, ningin compuesto aislado puede dar cuenta
del caracter repulsivo de los FF.
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Por otro lado, durante el parto las tres fracciones resultaron atractivas, indicando que
varios compuestos despiertan atraccion durante el parto, ya que se encuentran en
todas las fracciones. Por esta razdn, se sugiere que compuestos de alta polaridad
como de polaridad media estarian implicados en la atraccion de la oveja hacia los FF

durante el parto, pero actuando independientemente.

El fraccionamiento utilizado en nuestro estudio no nos permite especular sobre qué
compuestos especificos, o0 qué clase de compuestos puede ser responsable del
caracter repulsivo-atractivo de los FF. Mientras que los compuestos altamente
lipofilicos, que se extrajeron con hexano, pueden ser excluidos, la diversidad de
compuestos fisioldgicamente activos de polaridad media y alta es demasiado vasta
como para especular sobre los posibles candidatos. Los compuestos de bajo peso
molecular tales como los esteroides, acidos grasos, oligosacaridos o fosfolipidos
deben ser considerados, pero incluso pueden ser importante pequefios péptidos o
proteinas solubles, ya sea como compuestos activos per se, 0 como portadores de las
moléculas activas. El acoplamiento de métodos de fraccionamiento mas finos, tales
como los cromatograficos, basados en la exclusion por tamafio o polaridad, permitirian

un acercamiento al conocimiento de los compuestos activos de los FF.

Las diferencias entre los fendmenos de repulsion y atraccion hacia diferentes
compuestos de los FF, se pueden interpretar como consecuencia de diferentes
mecanismos controlando estos procesos. Si bien sabemos que cambios en la relacion
estrogeno/progesterona, asi como en los niveles de oxitocina y opioides y la
estimulacion vagino-cervical, participan del fendmeno de atraccion hacia los FF
(Kendrick & Keverne, 1991; Keverne, et al., 1983; Lévy et al., 1983; Poindron & Lévy,
1980; Poindron et al., 1980, 1988), no se han caracterizado aun las areas del sistema
nervioso central que controlan los fendmenos de atraccion y repulsion. Por ejemplo, en
ratas la atraccién y repulsion hacia sustancias dulces y amargas estan controlados por
diferentes circuitos neurales y regiones del cerebro (Reynolds & Berridge, 2003;
Kadoisha & Wilson, 2006).

Aunque todas las fracciones y FF resultaron atractivos durante el parto sélo una
fraccion (A1) y un FF, el LA, resultaron repulsivos fuera del mismo. Sin embargo, la
atraccion durante el parto no parece implicar una desensibilizacion general hacia los
olores de sustancias de origen biolégico, ya que sélo algunas sustancias se vuelven
atractivas mientras que otras se mantienen neutras o repulsivas, como la orina y las
heces de perro (presente estudio y observaciones no publicadas). En este sentido,

este proceso parece ser selectivo y discriminativo.
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Finalmente, relacionando los resultados de los tres experimentos se puede decir que
la sangre parece ser mas repulsiva para las ovejas fuera del parto que el LA y que las
fracciones obtenidas a partir de la mezcla de FF. Esto podria relacionarse con el
hecho de que la oveja es un herbivoro estricto (fuera del parto). Por otro lado, la
fraccion A1 resulté mas repulsiva que el LA puro. Esto podria deberse a que los
compuestos que resultan repulsivos fuera del parto estan presentes en A1 en mayor
concentracién que en el LA, dado que se encuentran excluidos aquellos compuestos
que quedaron en la fraccion hexano que no despiertan repulsion en las ovejas, pero
que podrian contribuir a atenuar el efecto de los compuestos repulsivos al disminuir su
concentracion. Estos podrian estar atenuando el efecto bioldgico de los primeros en el
LA. Por otro lado, durante el parto, como era de esperar, el LA fue la sustancia

experimental mas atractiva para las ovejas.

CONCLUSIONES

1. Los diferentes efectos bioldgicos inducidos por ALA y LA en la gestacion tardia
indican que los compuestos responsables de la repulsion estarian presentes sélo en el
LA, mientras que la respuesta de atraccidén que provocaron ambos fluidos indica que al
menos algunos componentes que despiertan atraccion no son los mismos que

provocan repulsion.

2. Determinados componentes constitutivos de la sangre pero no de la orina
participarian del fendmeno repulsion-atraccion. Dada la similitud de los efectos
producidos por la sangre y el LA concluimos que los compuestos responsables de los
fendmenos de repulsion y atraccion podrian ser componentes generales de la sangre

que, pasando a los FF, podrian conferirles su caracter repulsivo-atractivo.

3. La propiedad repulsiva de los FF fuera del parto requiere de la actividad sinérgica
de las fracciones de polaridad media y alta, mientras que durante el parto estas
fracciones despiertan, de forma independiente, respuestas de atraccion, sugiriendo
que los compuestos implicados en la repulsidon son diferentes de los responsables de

la atraccion.
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PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos nos planteamos algunas perspectivas para

desarrollar en experimentos futuros:

1-Realizar pruebas que empleen otras sustancias de origen bioldgico relacionadas con
el parto y el postparto (como orina del cordero, albumina, calostro, leche materna) a fin
de acercarnos mas a la identificacion de qué tipo de compuestos estan implicados en
los fendmenos estudiados. A su vez seria interesante evaluar estas sustancias, asi
como también las evaluadas en el presente estudio, en corderos de diferentes edades
(al momento del parto, a las 6 horas, a las 12 horas, a las 24 horas, a las 48 horas,

una semana postparto).

2-Realizar pruebas con comida para el caso de aquellas sustancias que no despiertan
atraccion durante el periparto (como es el caso de la orina), con el propésito de
establecer si son neutras, se mantienen repulsivas, o se transforman en repulsivas

durante esta instancia.

3-Comparar la composicion de los FF de la oveja con los de aquellas especies en las
cuales los FF no son atractivos para las hembras durante el periparto (ejemplo: la

vaca).

4-Evaluar el efecto biolégico de compuestos como (mencionados en orden creciente
de polaridad): acidos grasos, esteroides tales como los estrogenos, y productos de
excrecion mas polares como acidos de cadena corta o alcoholes.

5-Emplear herramientas de quimica analitica para identificar con exactitud qué tipo de
compuestos participan en los fenédmenos de repulsion y atraccion hacia los FF a fin de
poder desentrafiar la compleja mezcla de sefales quimicas implicadas en estos

procesos.

6-Elaborar procedimientos para facilitar la adopcion de corderos abandonados y
fomentar el comportamiento de busqueda de abrigo de las ovejas al momento del
parto empleando los compuestos aislados que participan en el fendmeno de atraccion
hacia los FF durante el parto.
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Validaciéon del modelo de bolsas para evaluar atraccion durante el parto.

Hasta el momento el modelo empleado para evaluar el comportamiento de las ovejas
frente a sustancias de origen biolégico era el propuesto por Lévy en 1981. Este
consiste en ofrecer a las hembras dos recipientes con comida, humedecida con la
sustancia biologica a probar o con la sustancia control. Este modelo permite
establecer cuales sustancias resultan repulsivas para las ovejas. Sin embargo, no
permite determinar cuando una sustancia es atractiva, dado que la ingesta de la
misma podria implicar simplemente que la sustancia es neutra o no repulsiva, y no
que sea atractiva. Ademas, durante el parto, las ovejas presentan hiperfagia (aumento
en la ingesta de alimento) lo que podria implicar la ingesta de todo el alimento

ofrecido y el enmascaramiento de la atraccion hacia las sustancias a probar.

En este trabajo se propone un nuevo modelo que permite evaluar atraccion hacia una
sustancia en si misma, sin el empleo de un estimulo atrayente o reforzador como el
alimento. Este modelo consiste en emplear bolsas de goma conteniendo agua con
una temperatura aproximada a la temperatura corporal del cordero (39°C) y forradas

con una tela similar al pelaje del mismo.

A fin de evaluar la efectividad de este modelo para determinar atraccion durante el
periparto y poder validarlo, se someti6 a cada hembra a las dos pruebas de
preferencia durante este periodo, la clasica con comida y el nuevo modelo de bolsas.
Todas las pruebas tuvieron una duracién de tres minutos. Las pruebas con comida y
bolsa se realizaron de forma contrabalanceada en orden temporal y espacial. En
todos los casos la racién y bolsa experimental se contaminaron con 20 ml de fluidos
fetales (provenientes de un pool generado a partir de varias ovejas, que se conservo
refrigerado), mientras que la racion y bolsa control se humedecieron con el mismo

volumen de solucién de CMC.

Resultados

Se probaron catorce hembras, de las cuales se excluyd una de la prueba con comida y

cuatro de la prueba con bolsa por no cumplir con el criterio de inclusion.

Con respecto al tiempo total de ingesta de racion y lamido de bolsa, ambos fueron
significativamente mayores para la comida o bolsa con FF que para la que contenia
control (comida: 60,0 (25,0) vs control: 15,0 (15,0); Tn-13=8,5, p=0,017; bolsa: 142,0
(22,5) vs control: 0,0 (0,0); Tn=10=0,0, p=0,005) (Fig. I).
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Figura I. Pruebas de preferencia realizadas durante el parto para evaluar atraccion empleando el modelo
clasico de Lévy (1981) con racion y el de bolsas de agua caliente forradas con tela similar al pelaje del
cordero humedecidas con fluidos fetales (FF) o con control. a) Tiempo total de ingesta de racion
humedecida con fluidos fetales (FF) o su control. b) Tiempo total de lamido de bolsa mojada con FF o su
control. Los datos se muestran en medianas (MAD). Se utilizd el test de Wilcoxon para muestras
pareadas. * p<0,05, ** p<0,01, respecto a control.

En la Figura Il se encuentran representados el tiempo de ingesta de comida y de
lamido de bolsa para los fluidos fetales (FF) y su control para cada minuto de las
pruebas. Durante la prueba con comida (Fig. lla), el tiempo de ingesta de racion
humedecida con FF fue mayor que el tiempo de ingesta de comida humedecida con
control para el primer minuto (minuto 1: FF: 30,0 (20,0) vs control: 5,0 (5,0); Tn=13=6,0,
p=0,016), mientras que para los minutos 2 y 3 no se hallaron diferencias significativas
entre FF y control (minuto 2: FF: 30,0 (20,0) vs control: 0,0 (0,0); Tn=13=8,5, p=0,053;
minuto 3: FF: 55,0 (25,0) vs control: 5,0 (5,0); Tin=13=12,5, p=0,44). Al comparar los
tres minutos entre si se encontraron diferencias significativas (Fyn=13.0, d=2.0=8.34,
p=0,015), las cuales se presentaron entre el minuto 1 y los dos posteriores (minuto 1
vs minuto 2: Tn=13=14,0, p=0,05; vs minuto 3: Tn-13=6,5, p=0,011).

Por otro lado, el tiempo de lamido de bolsa con FF fue significativamente mayor a su
control para los tres minutos de duraciéon de la prueba (minuto 1: FF: 60,0 (0,0) vs
control: 0,0 (0,0); Tn=10=1,0, p=0,007; minuto 2: FF: 52,5 (7,5) vs control: 0,0 (0,0);
Tn=10=0,0, p=0,012; minuto 3: FF: 47,5 (12,5) vs control: 0,0 (0,0); T=10=0,0,
p=0,008). A su vez al compararse los tres minutos entre si se hallaron diferencias
entre ellos (Fyn=13, a=2=6,07 p=0,05). Sin embargo, al comparar los tres minutos entre
si de forma pareada no se hallaron diferencias significativas (minuto 1 vs minuto 2:
Tn=10=0,0, p=0,07; minuto 1 vs minuto 3: T(n=10=7,5, p=0,14; minuto 2 vs minuto 3:
Tn=10=19,0, p=0,068) (Fig. lIb).
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Figura Il. Tiempo de ingesta y lamido para cada minuto de las pruebas de preferencia realizadas durante
el parto para evaluar atraccion. Se emple6 el modelo clasico de Lévy (1981) y el de bolsas de agua
caliente forradas con tela similar al pelaje del cordero humedecida con fluidos fetales (FF) o con control.
a) Tiempo de ingesta de racién humedecida con FF y su control para los minutos 1, 2 y 3. b) Tiempo de
lamido de bolsa humedecida con FF y su control para los minutos 1, 2 y 3. Los datos se muestran en
medianas (MAD). Se utilizaron los tests de Friedman de Varianza por Rangos y Wilcoxon para muestras
pareadas. * p<0,05, ** p<0,01 respecto al control, 1p<0,05 respecto a minuto 1.

Conclusion

Los resultados permiten afirmar que el modelo de bolsas es efectivo para evaluar
atraccion durante el periparto, ya que si bien empleando el modelo clasico con comida
se observaron diferencias entre los FF y la solucién CMC, del analisis discriminado por
minuto se desprende que una vez que la comida se terminaba el interés de las
hembras desaparecia. Por otro lado, en las pruebas con bolsas el interés de las

hembras se mantenia a lo largo de toda la prueba.

Este modelo también tiene la ventaja de que el interés por las sustancias atractivas no
se ve enmascarado con otros estimulos positivos como la comida, ya que si bien la
tela empleada podria representar un estimulo positivo dada su similitud con el pelaje

del cordero, las hembras no se sienten atraidas por la bolsa humedecida con control.
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Poindron, G. Banchero y A. Ferreira. Repulsion y atraccion diferencial hacia distintos
fluidos fetales en la oveja (Ovis aries). XIll Jornadas de la Sociedad Uruguaya de
Biociencias. Mayo de 2010
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and their repulsiveness at late-gestation in the ewe.
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We have investigated whether the dvemical components of feral luds (Frs ) which alicit repusion inlae
EeSTating ewes, are also thise responsible for the artractiveness of fecal fluids at partuntion An aqueoss frac-
v of FFs [ A1), obtained after esvtraction with hexame, was tested for ne pul sion in late- pregnant ewes and for
ACDraction at partwntion We alio investigated if the repuliive and attractive Characte istics of this A1 fraction
were maintained after an additional extraction with didsl oremethane [0, CHaChL) that produced Dwa
mare fractions [aquesushigh polarity: A2 and dichloromethans/medium polanity; DOM] Thus late-

Lm-iﬁm pregnant ewes were tested for repulsion of aqueous extracts of FFs (A1, AZ and DCM fractions) in a twa-
Repulsjanjagtractian cholee test of food preference, wisereas parure nt ewes were tested for attracion towand these same frac-
Fetal fluids thons inoa twa-choloe test of licking warm spongy cloths. The A1 fraction was repuliive o Lybe-pre gnant
Hexame ewes and attractive to parmurient females. In contrast, neither the A2 nor the DOM fractions were repulsive
Diich laromethan e 1y late-pregnant ewes, whereas both fractions were attractive to parmurient ones The discordance betwesan
Ewes the repulsive and attractive properties of the A2 and DCM fractions suggests that the atractivensss of FFs
for parturient ewes and its repuldvenss for females outside the peripartum period depend on mixieres of
suhstances that are at least partially different. Some compounds with high and mediom polanty in the A2
amd DO fractions would act symergstically to generate the repuldveness of FFs, whereas both high and me-

dium polarity componds can evoke attraction nde pendently of eadh other.
€ 2002 Ekevier Inc. All rights reserved.
1. Introducton determined that after an extraction of this fAuid with hexane, repulsive

substances were contained only inthe agueous polar fraction and not

Birth Auids and placenta are potent chemosensony cues in many
mammalian species and play an important role in the behavior of
the mother and her young during the postpartum period | 1-8]. Partu-
rient ewes and poats lick their neonate very actively during the first
postpartum hours [4]; in sheep this has been shown to depend on
the attraction of the mother to birth fluids [9]. Indeed, the fetal Auids
[FF=) and afterbirth materials are strongy repulsive to ewes through
theirwhaole reproductive opce, but become highly attractive at partu-
riion [10,11]. The compounds responsible for this phenomenon of
repulsion-attraction have not been identified =0 far In an atempt to
characterize the chemical nature of the substances involed in the re-
pulsiveness of amniotic fluid [AF) in non-pregnant ewes, Lévy |12]

* Commponding author at: Ssain Fisiologia y Mutnicdn Foukad de Gencias,
Unrversidad de by Replblica, lzud 2225 pizo 10,ala sur, (0 1400, Morteviden, U ruguay.
Tl : 58 25 288018 x 7151 ; foc: + 500 2528 2617

Eomzil mddrese amna@oieneduuy (A Permeira).

0051-938458 = s== front mater © 2012 Flevier Inc_ All mghts neserved.
dot: L1016/ L ph s beh 200 205 (124

in the low polarone. In addition, after a second extraction of the aque-
ous fraction with dichloromethane, none of the five fracionsobtained
showed a significant repulsive actvity (see Fig. 1,]12]).

Howewer, to our knowledge, whether the agueous fadion ob-
tained by hexane extraction or the fractions obtained after extraction
by dichloromethane are attractive to parturient ewes has never been
investigated. Therefore, it is not clear whether the chemosensory
cues responsible for the attractiveness of AF o parturient ewes are
the same as those responsible for epulsiveness observed in non-
parturientones. A comparison of the reactions of non-parturient and
parturient ewes to these fracions should provide some indication
To assess this question, we studied 1) whether the agqueous fraction
[ A1) of Etal fluids [FFs) obtained after extraction with hexane was
not only repulsive to late-pregnant ewes but also attractive to parhs-
rient ewes, and 2} whether this was also the case after performing
an additional extraction on the Al fraction with dichloromethane
obtaining two momre fractions [aqueous: A2 and dichloromethane;
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Fig 1. Consumption of various fracions of ammiogc fluids in a two-choice ==t of food
preferenos hetwesn two rou ghs contamin ated or notcontamin ated with the ammotic
fluid extracts (dark and empty bars respectively). Fractions werechoinad first framan
extraction by heane | lefi-hand pat of the figune ), and then another extocton proce
dure was crried mnt an the first aqueous fraction with dich lorometh ane | DOV, divid

ing it inio fiwve mare fractions [rght-hand pat of the figure).

Adapeed fram lévy, unpublished Maer Theis, 1981, with permissi on of the authar.

DM ). Differing from Lévy's inital study [12], we used a mixture of
allantoic and ammniotc fluids, to emulate the natural conditions that
oorur when parturient evaes lick their neonates, which is when they
become attracted to a mix of these two fetal Auids.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

Different fractions of FFs were tested in double choice tests using
different ewes for repulsion and atraction tests. During late pregnan-
cy. we assessed the repulsion of the ewes to the experimental fractions
with a two-choice test between food mited with the faction to be
tested or with the contm] substance compound, according to the pro-
cedure described by Lévy [10]. On the other hand, at parturition, at-
traction was measured by a two-choice test between experimental
and control fractions placed on warm cloths, since it is not required
toincrease the ewes' interest with food at that tme.

2.2 Animals

We used multparmus ideal ewes fom the fadlities of the Mational
Agriculuml Research Institute [IMIA) “La Estanzuela®, Colonia, Uniguay.
Reproduction was synchronized at owilation with vaginal sponges
[Sintex®] and an injection of pregnant mare stimulating hormone
(250 LN, im, Movormon®) at sponge withd mwal, followed by controlled
miating with rams. Parturitions were induced by the administration of
150 mg of decamethasone (20 mgml, im, Disperdex, Dispert, Monte-
video), on day 144 of gestation [13] Deliveries ooourred withina 24h
perind, sarting in average 36h after the deamethasone injecton.
It has already been demonstrated that the endocrine events of parturi-
tion induced by dexamethasone are similar to those of spontaneocus

parturition and that this procedure does not interfere with the ol factory
preference of ewes [14 ], the establishment of matemal behavior, or the
length of the sensitive period |13.15].

Dring most of the mestation period, ewes were maintained out-
side on green pasture with access to alfalfa and maize. One week be-
fore the injection of dexamethasone, the swes were habituated daily
to stay indoors in individual pens of 20 <20m for 3 h. During this
period, tero identical troughs of maize were placed on a tray, 10cm
apart, in front of the ewes, to habituate the ewes to the food and
troughs in the individoual pens. Females remained permanently in in-
dividual pens Fom the ime when the dexamethasone injection was
applied untl the tests were performed duning late gestation and par-
turition. Different ewes were tested in both periods,

This study was approved by the Ethical Committes of the Facultad
de Ciendias of the Universidad de la Repablica, Uruguay.

23, Collection of FFs and solvent portiton of the wiriows fractions

FF= werecollected in a first wave of parturitions [n = 10) by punc-
turing the amnictic and allantoidal vesicles when they became acces-
sible at the beginning of the parturiton process. A ponl of FFs (about
half of each Auid} was fltered, aliquoted and stored at — 20°C until
subjected to purification procedures or testing. We verified in a pre-
liminary study that this pool of FFs was epulsive to non-parturient
ewes and attractive to parturient ones [results not shown, also,
below, seeValidation of bero-choice test procedure with warm cloths].

Before solvent extraction, the FFs were thawed, fltered through
gauze and centrifuged (5000 mm; 20 min; 4°C). The supernatant
was then fractionated by lquid-liquid partitioning, first with hexane
and then with dichloromethane. While hexane removes lipophilic
compounds, such as fats and hydrocarbons, dichloromethane extracs
medium-polarity compounds such as steroids. Solvent extractions
wiere performed sequentially in a 6 L separation funnel First, 5.5 L of
FFs was treated with three successive extractions by 0.5 L of hexane
each time, obtaining 40 L of an agueous fraction (A1), This fraction
was divided in teo hahees. One half (20 L) was mixed with carbo-
aymethyl cellulose [CMC) to mimic the viscosity of FFs, obtaining
the Al fractionused in the behavioral tests. The other half was further
treated with three sccessive extractions by 0.5 L of dichlormomethane
earh time, yielding a soond agqueous fraction that was added with
CMC to obtain fraction AZ. The remaining dichloromethane faction
was evaporated under vacuum and the solid resdue was re-suspended
in a slution of CMC in water to cbtain the DCM fraction

Az 3 prerequisite, we verified that the CMEC and the residues of the
soheents used for extraction did not influence the outcome of the tests,
Inaddition, we took into acoount the fact that the agueous fractions A1
and AZ had been zaturated with organic solvents during the extracting
process. Therefore the water to be used forthe control fractions inthe
behavioral tests was also saturated in the same way. First water was
saturated with hexane; the hexane was then extracted and half of
this water was mixed with CMC in the same proportion as the exper-
imental fractions, to produce a neutral fraction of CMC that served as
the contml for Al. The remaining half of water was satumated with
DM, which was then extracted and the water mixed with CMC; this
fraction was used as control for A2 and DCM. The aqueous CMC sub-
stance in itself was neither repulsive nor attractive to late-pregnant
and parturent ewes inthe preliminary observations in which the val-
idation of attraction for raw FFs was camied out [n= 10; results not
shown).

24 Behmdonal tests

241, Late-pregnancy: fod preference tests

Late-pregnancy tests were performed on day 145 of gestation, 12
to 24 h before parturition. Food and water were removed from the
pen 2 h before the tests, to standardize the physiological state of
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ewes and increase their hunger. The prindple of the test ested onthe
ahbility of the tested fraction to prevent the ewes from feeding on food
they were very ond of, maize pellets in this case [10]

Two plastic troughs were placed in front of the ewe on a tay,
10cm apart, both containing 40.0 g of maize pellets; in one case
they were damped with 200 mL of the experimental fraction, and
in the other with the same volume of the control fraction, both at
about 37 *C The test lasted 3 min, starting when the ewe appmached
its nose at less than 5 cm from any of the two troughs. During this
time, the latency to feed and the cumulative time spent feeding
from each trough were recorded with stopwatches by an ohserver.
At the end of the test, the emaining bod was weighed to caloulate
the amount consumed from each trough The troughs were carefully
cleaned with water and dried thomughly between tests. Different
sets of troughs were used for each tested material to avoid risks of
chemosensory contamination between the different fractions.

242, Partuntion: warm cloth preference test

Farturition tests were performed just when the amniotic sac was
brmoken, when the lamb's legs were visible, or immediately after the
expulsion of the lamb. In this last case, the lambs were removed im-
mediately at birth to prevent any contact with the mothers and were
returned to their maothers at the end of the test. Alllambs were accepted
by their dams when mtumed.

Before testing, food and water were removed from the pen to re-
duce possible distractions of the ewe to be tested, and her attraction
toward FFs was verified by placing a tmy with FFs in front of her
snout that elicted their licking behavior. All eves displayed attraction
toweard FFs.

The preference for the different fractions at parturition was assessed
with a new method not imvolving the presence of foed, as the presence
of attractive material was a sufficdient incentive for the mother to per-
form the test [=ee Validation of beo-choice test procedure with warm
cloths below). This test consisted of pladng two rubber bottles, 10cm
apart, in fromt of the ewe. These bottles were flled with hot water
[around &0 °C) and covered with a removable cotton cloth. Ten millili-
ters of the experimental fraction was applied with a syringe on one of
the cloths, and the same volume of the control fraction was applied
on the other coth [both fractions at about 37 °C). The prefernoe test
began when the ewe snified one of the cloths [ie. snout less than
5 o awray from the cloth }; then, the latencies to lick as well as the -
mulative time spent licking each cloth were reconded during 3 min

25, Inclusion critenia

To be included in the repulsion analysis a ewe had toeatduring at
least 5= and, in addition, consume more than 5% of the total food
placed in the troughs. For the attraction test the ewe had to sniff the
experimental warm wet cloth at least once.

2.6, Vahdation of the two-choice test with warm cloths

At parturition itis not required to increase the interest of the ewes
toward FFs; in addition, food is an attractive simulos per se, that may
mazk the reactions of the ewes toward the fractions of FFs. Therefore,
wie designed a new test in which the attraction of the ewes was
assessed by their licking of two water bags covered with a white cot-
ton doth, mimicking a lamb’s coat, one impregnated with an experi-
mental fraction and the other with the control fraction.

To aszsess whether this prmcedure was a valid method to detect
attraction, parturient ewes were tested by bwo methods. The Arst
method consisted of offering ewes [ n=13) the choice bebaesn beao
tmoughs containing food mixed either with 300 mL of FFs or with
the same volume of an aqueous solution of CMC as contml, acconding
to the procedure described by Levy et al. | 10]. In the second method
110 different ewes were offered a choice between baro wam doths,

one wet with 10.0 mL of FFs and the other with the same volume of
an aquesus sohtion of CMC as control As expected, at parturition,
the time spent feeding from the food contaminated with FFs was
significantly higher than the tme spent feeding from the control
trough | FRs: 6000 s [ 2500) ws. 15.0= [15.0), median [median absolute
deviation — MAD); Tyz =85, p=0.016]. This was also the case for
the test using a cloth wrapped around a hot water hag, in which
ewes licked the cloth with FFs for a significantly longer peried of
time than the control doth [1425 s (225) wvs. Q0= (0U0), median
[MAD}; Tio=0.0,p =0.005]. These results show that the teo-choice
testwith warm doths is a sensible and valid method to test attraction
to FFs. In addition, this method avoids any interference of a possible
attraction to food and has the advantage that it does not require the
ewes to be trained prior to testing.

2.7. Experimental procedure

The preference for the FF fractions was evaluated as followrs:

Late-pregnancy Each ewe [N = 18] was tested three imes for her
choice between food comtaminated with A1, A2 or
DM, or their respective controls. The tests were sepa-
rated by a perod of 3 min, and the order of the tests,
as well as the locations (left or right) of the troughs,
were counterbalanced. Mo differences were found be-
tween the three sucoessive tests in the total amount of
fopd eaten by the ewes in each test [results not
shown ). Thirteen of the 18 ewes tested were included
in the analy=sis as they Rulfilled the inclusion criteria
mentioned above.

Parturition Each ewe [N = 18] was tested three tmes for her prefer-
ence of warm cloths treated with A1, A2 or DOW, or their
respective controls. Each test was separated by a 3-min
interval The order of the tests and the location of the
hags were counterbalanced, as described in the afore-
mentioned procedure. Eleven of the 18 ewes tested for
preference were incdluded in the analysis as they met
the inclusion criteria.

2.8 Stotstical anafysis

Data are expressed as medians and their median absohite deviation
[ MAD). Food intake is expressed as a percentage of the food intale per
trough (food consumed (g)ina trough ftotal content of feod (g) in the
trough = 100).

As miost variables did not follow a normmal distribution [ Kolmogorow—
Smimoy test) nor had homogeneous varances [Cochran C test), the
data were analyzed by nonparametric tests. Comparisons bebwieen bwo
dependent groups were performed using the Wilcoon matched pair
test, and to compare more than beo dependent groups we used the
Friedman analysis of varance by ranks |22]. Significance was set at
e =005 and bilateral probabilities were used.

3. Results

3.1. Late pregmancy

The latency to feed from the Al 4mated food was higher than the
latency to feed Ffrom the control trough (Table 1) In additon, ewes
ate a kower percentage of food (Table 2) and spent less time feeding
from the food contaminated with Al than from the control fod
[Tz =60, p=0.005; see Fig. 24). In contrast, concerning the A2 frac-
tion, neither the latency to eat (Table 1), the percentage of food
ingested [Table 2 ), nor the ime spent feeding [T;;= 280, p=0.39;
Fig. 2A) differed significantly between the A2 and contml troughs.
In the case of the DCM fraction, the latency to eat food contaminated
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Table 1

Latencies [5) &ken by biepregnant ewes (upper partof @hle) to feed in a two-choice
test bhetwesn toughs con aminated with arbooymethy] cell ulese {oontrol) or with ane
of thres fractons of fel fluids [fradion) ar by peri-parturient =wes [lower pat of
tahle) i hick warm doths contaminated with carbooymethyl ellulose or with these
ST SN

Latencies (s ) Tested  Contnol Fraction T P
fracion

Repulsionm Lte pregrancy A1 30 (20 1860 (340 40 ob4
Az W0 (10l 340 [XRO) 0 20 450
DCM 30 (2 Sa0[250) 145 003
Fe n X4
P ik e} oz

Atiraction at parusison Al 180 (O0) 1L {5 [T T}
AZ T i )] g oo
DCM 1800 (Q0)  10wa {100) 50 002
Fe ik aka
P &S aa

Latencies ane expressed as median (s )and their median shsohute d eviabons [MAD LA
aquenus fraction resuling from extraction of fetal fluids with hexane, AZ: aqueous
fraction s lting from extraction of A1 with dichloromethane, DOW: DOM frachon. T
and pvalues that represent signifiant diferences ar signalived with hold font, while
nan significant differences in corshvee.

with this fraction was significantly higher than the latency to eat con-
tml food (Tahle 1). However, the time spent feeding from the trough
caontaining the DCM fraction did not differ from the time feeding in
the control trough [Tiz= 260, p=0.17, Fig. ZA), even though ewes
tended to ingest a lower percentage of food from the trough with
the DCM fraction than from the contmol trough (Table Z; p=0.08).

When comparing the A1, AZ and DM fractions, the latendes to
feed did not differ significantly among fractions (Table 1], whereas
the tme spent feeding actually did (Fygaz2, =678 p=00; Fg. A}
Thus, the feeding time from the trough with the Al Frachion was signif-
icantly lower than the feeding time from the trough with the A2
fraction [Ty3=40, p=0006). It also tended to be lower than the
timeoffeeding in the DCM trough (T3 =110, p =0.09). Finally, feed-
ing ime in the DCM trough did not differ from that in the A2 trough
(Tya= 280, p=039).

3.2, Partunition

Parturient ewes displayed significantly shorter latencies to lick any
of the three experimental fractions Al, A2 and DCM than to lick their
respective controls (Table 1) and they also licked them for a signifi-
cantly longer period of time than contml doths [Ty =00, p=0012;
Tii=0.0, p=0.005; T1; =00, p=0005 respectively; Ag. ZB).

O the other hand, the latency to lick (Table 1) and the tme spent
licking [Fg 11,2y =1.16, p =056, Fig. 2B did not differ significanthy be-
tween the Al, A2 and DCM fractions.

Table 2

Percentge of food cnsumed by Late-pregnamt ewes [fbod onsumed [g)/ oeal food
camtainsd in trough (g)x100) in a two-choice ==t betwesn toughs comtam naed
with @rboymethyl cellulose [control) or with ane of three fracions of feal fuds
[ fractiam)).

Percentage of food imtake Tested  Contraol Frartian T P
fractian
Al 000 [dy &7 [ET) G0 QDG
Az SPE (RS  &Fd (&)Y 20 AR
DM W00 [0y MWT(RTT 1R o
Fe ik Lil)
P [IE= oS

Data areexpresssd a5 mesdians and their median absohete desiation (MAD) A1 aqueous
foction resulting from edrarton of feal fluids with hexane, AZ: agqueous fracion
resulting from extmraction of A1 with dichlaromethane, DOM: DO fection. Tand pvalus
that spresent significant differences are signal imed with bold font, while non significnt
difleTences in cursive.

* pe000s, A1 vs AZ; Wilomon marhed pair st

* p=005 AT ve DOM; Wikoowm matched pair et

A 1o LATE GESTATION - :
Eﬂ W Fractian
=% =1 7 +
3L w
=]
'EE il

& T

A1 A2 =]

B - PARTURITION
a . -
Es
9 L
=
5 1
il .

g Al A I-‘I:ll.'.Pl

Fig- 2 Behawiaral preferenceof bas-pregnantand parturient ewes In 3 two-chaoie test
when given thechaicee between a contral substance {cathaoymethy] axllulose) —empy
bars and different fractions of fetal fluids = dark bam, obtained first by an ectraction
with hexane (A1) and then with dichloromethane (AZ and DOV L Pand A: Toml time
of food intke (s of lLae-pregrant swes_Panel B: Total Sme spent by partunient swes
lidkdng a warm doth. Dat are expresssd 25 median and their medimn absalue devia-
tians [MAD] *p- (LOS, “p <0 bewes fracton and anoaol, { p <00 bewesn Al and
AZ, Wikomoon matched pair best.

4. Discus sion

Chur results show that the aguenus fraction of FF: obtained after
hexane extraction was active, whereas the two fradions resulting
from DCM extraction had partially or completely lost their repulsve
characteristic These results are congruent with those obtained by
Léwy [12] for AF outside of the peripartum period (Fg. 1 ). In contrast
with the koss of repulsion, the DOM extraction did not lead to a loss of
attraction for parturient ewes, Thus, parturient females exhibited a
clear attraction for the A, A2 and DCM factions while showring no
interest toward the control coths. As a whole, the dissodation be-
tween the epulsive and atractive characters of the FF fractions stud-
ied indicates that the actual compounds responsible for epulsiveness
are different from those accounting for atractiveness,

There are several possible explanations for the lees of repulsiveness
of the A2 and DCM fractions. First, it could result from the sepaation of
compounds of high and medium polarity, which act synerzistically
within the A1 fraction to ecert their biokegical activity. The necessity
aof a synergic action by sverl chemosensory compounds has been
reported in other instances, including in sheep | 16-19]

Taking inbo account the significantly higher latency of late-
pregnant ewes to feed from the DCM fraction than from the control
one, it is aleo possible that the DCM fraction maintained part of the
repulsive character of the Al fracion, but the presence of other
high-polarity component(s) contained in the A2 fraction is nesded
to enhance the repulsiveness of some components present in DCM
fraction. A similar mechanism has been reported regarding the aver-
sion of sheep toward canine feces, which depends on the presence of
various compounds. In this case, the repulsive nature of some fatty
acds is enhanced by a small proportion of neutral compounds such
as aldetydes, alcohols and methyl-ketones [20]. In the present shady,
no attempts were made to chemically characterize the fractons, but
it would be worthwhile to imvestigate whether compounds such as
free fatty acids, that remained in the Al fraction after hexane extrac-
tion are the main compounds responsible for the fraction’s repulsive-
ness. Indeed, as FFs contain excreton products from the fetus, such
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compounds could have similar propertiesto the fatty acids in the feces
of other mammalian species. Other excretion products with higher
polarity such as short-chain acids or aloohols that could enhance the
repulsive eflects of free fatty acds may have remained in the aqueous
fraction AZ after the extraction with DCM. Finally, it cannot be exclud-
ed that the DCM extraction led to partia or complete denaturing of
some repulsive compound| =), thus contributing also to the decreased
repulsiveness of the AZ and DCM fractions.

Whatever the reason for the loss of epuldveness after DEM -
traction, no parallel impairing of altraction in parturient ewes was
observed for these fractions, thus supporting the hypothesis that at
least some of the compounds involved in repulsiveness differ from
those invoheed in attraction. Howrever, it could be arrued that the dif-
ferent activity of these fractions for attraction and repulsion was due
tothe Bot that different method s were used to test attraction at par-
turition and repulsion in late-pregnant females. When parturient
ewes were tested, they had the choice between the expermental
and the control cloth that presumably was of no interest to them,
whereas in late-pregnant ewes, the control trough contained food,
and thus presented at least some interest. Conseguently, the nature
of the test could have enhanced the conirast between control and ex-
perimenta fractions when testing for attraction. Monetheless, this is
not likely to be the case in the light of the results reported by Levy
et al. [10] in parturient ewes tested for atmaction toward AF, usinga
twio-Cchoice test with food. In their study, ewes consumed very little
from the control trough and spent more than 80 of their feeding
time in the trough containing food contaminated with AF | 10].

Az awhole, our results suggest that the repulsive characteristic of
the FFs is due to a mixture of high and medium polarity compounds
that need to act together to be active. On the other hand, attraction
may imply both high and medium polarity components that can be
partitioned in biologically active substances between the DOM and
A2 fractions. In addition, these high and medium polarnity compounds
appear o keep their attractive propertes even when separated. The
crude fractionation used in the present study prevents us from specu-
lating which specific compounds, or even classes of compounds, may
be responsible for the repulsion /atraction activities. Whereas highly
lipophilic compounds, which would be extracted by hexane, can be
excluded, the array of medium to highly polar physiologically active
compounds is too vast to speculate an which one could be responsible.
Low molecular weight compounds such as steroids, fatty adds, oligo-
saccharides or phospholipids are all possible candidates, but even
peptides or small soluble proteins may be important, either as active
compounds per se, or as carfers of the active molecules. The coupling
of afiner fractionation method, such as one based on size exclusionor
polarity-based chromatogmphy, with a simpler bicassay, would un-
doubtedly fadlitate a closer approcdmation to the active compounds.

The capacity of the parturient motherto be attracted towrard these
compounds does not depend on complete desensitization to any re-
pulsive compound, since some aversive substances such as feces |21]
or bovine AF stay repulsive even at parturition (Poindron, personal
ohservations; [14]). FAnally, looking for the diferences in composition
betveen sheep FRs and of other species whose FFs are not atractive to

parturient ewes [e.g.; cows amniotc fluid [14]) may be a promizsing
way to clarify what types of compounds are respaonsible for AFattac-
tionin sheep.
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