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RESUMEN

Los esteroides sexuales pueden modular el patron de variacion diaria (PVD) de algunas funciones fisioldgicas
y conductuales de los ovinos. El objetivo de ésta Tesis fue determinar si la fase del ciclo estral de la oveja, el
momento del afio, la administracion de eCG a carneros o testosterona a corderos castrados, modifican el PVD
de la concentracion de cortisol, metabolismo, temperatura corporal y comportamiento. Durante la fase folicular
de las ovejas, la concentracion de cortisol fue mayor (P < 0,01), y su acrofase se retrasé ~ 5 h (P < 0,05) en
comparacion con la fase luteal (Experimento 1). En el Experimento Il, con carneros, durante la estacion
reproductiva (verano) el mesor y la amplitud del PVD de la concentracion de cortisol fueron menores (P = 0,01,
para ambos) y su acrofase tendié (P = 0,07) a presentarse mas tarde que durante la estacion no reproductiva
(invierno). La temperatura superficial tuvo un mayor mesor, una menor amplitud y una acrofase mas tardia en
la estaciéon reproductiva que en la no reproductiva (P < 0,01). Ademas, la acrofase de la relacion
glucemia:insulina y del tiempo dedicado a dormir se produjeron antes durante la estacion reproductiva (P =
0,001) que en la no reproductiva. La administracién de eCG a los carneros durante el invierno (estacion no
reproductiva) adelant6 la acrofase de la concentracién de insulina (P = 0,04), del tiempo dedicado a comer (P
= 0,04) y del tiempo dedicado a dormir (P < 0,0001) (Experimento II1). No obstante, la administracion de
testosterona durante el verano (estacion reproductiva) en los corderos castrados al nacer solo retraso la acrofase
del tiempo dedicado a comer cuando la testosterona fue administrada en 3 dosis consecutivas, a intervalos de
7 d cada uno (P=0,03). Las ovejas son capaces de ajustar en forma rapida el PDV de la concentracion de cortisol
de acuerdo con los cambios en las concentraciones de los esteroides sexuales del ciclo estral. En los carneros,
los cambios en los PDV presentados parecen indicar que los mismos no son modulados directamente por la
testosterona, sino por otros mediadores asociados al momento del afio. En conclusion, los factores evaluados
indujeron pocos cambios en los PVD considerados, demostrando asi que algunos patrones evolutivos son

rigidos, limitando el efecto de los esteroides sexuales en su patron basal.
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ABSTRACT

Sex steroids can modulate the pattern of daily variation (PDV) of some physiological and behavioral
functions in sheep. The objective of this Thesis was to determine if the phase of the estrous cycle in the
ewes, the time of the year, and the administration of eCG to rams or administration of testosterone to
castrated lambs, modify the PVD of cortisol concentration, metabolism, body temperature, and
behavior. During the follicular phase of ewes, the cortisol concentration was greater (P < 0.01), and its’
acrophase was delayed ~ 5 h (P < 0.05) compared to the luteal phase of the estrous cycle (Experiment
1). Experiment Il was performed with rams during the breeding season (summer), the mesor and the
amplitude of the PVD of the cortisol concentration were lower (P = 0.01, for both), and its acrophase
tended (P = 0.07) to present later than during the non-breeding season (winter). In addition, the surface
temperature had a greater mesor, a lower amplitude, and a delayed acrophase during the breeding than
the non-breeding season (P < 0.01). Moreover, the acrophase of the glycemia:insulin ratio and the time
spent sleeping were observed earlier during the breeding than in the non-reproductive season (P =
0.001). The administration of eCG to rams during winter (non-breeding season) advanced the acrophase
of the insulin concentration (P = 0.04), the time spent eating (P = 0.04), and the time spent sleeping (P
< 0.0001) (Experiment I11). Nevertheless, the administration of testosterone during summer (breeding
season) to castrated lambs at birth only delayed the acrophase of the time spent eating when the
testosterone was administered for 3 doses consecutively, with intervals of 7 d each (P = 0.03). Ewes can
quickly adjust the PDV of the cortisol concentration according to the changes of the steroids sexual of
the estrous cycle. In rams, the changes presented in the PDV could indicate that testosterone does not
modulate them directly, and probably other mediators associated with the moment of the year have
greater influence. In conclusion, the evaluated factors induced little changes in the PDV considered,
showing that some evolutive patterns are rigid, limiting the sex steroids’ sexual effects in their basal

pattern.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Diversos procesos fisioldgicos y de comportamiento de los seres vivos se presentan en forma
ritmica, variando en forma regular en relacion al tiempo. La adaptacion a la alternancia de dia'y noche,
originado por la rotacion de la tierra, es una de las estrategias mas conservadas en muchas especies,
incluidos los animales de produccion, a lo largo de la evolucion (Wright et al., 2013). Esto ha
permitido la coordinacion de las funciones fisiolégicas y de comportamiento de los seres vivos con el
ambiente local, asegurando que los procesos corporales se produzcan en el momento Optimo

utilizando el ciclo luz/oscuridad como referencia sincronizadora.

1.1. Clasificacion de los ritmos biolégicos. Definicidn, caracteristicas y algunas propiedades de los

ritmos circadianos

Los ritmos bioldgicos pueden clasificarse segun su periodicidad en infradianos (> 24 h; p.e.
ciclo estral, ciclos estacionales y/o circanuales), circadianos (~ cada 24 h; del latin, circa (alrededor)
y dies (dias); p.e. secreciones hormonales, temperatura corporal) y ultradianos (< 24 h; p.e. ritmo
cardiaco y respiratorio, secreciones neuroendocrinas, motilidad gastrointestinal) (Refinetti, 2016). Sin
embargo, para que un ritmo bioldgico sea considerado circadiano, aparte de su periodicidad, debe ser
generado endogenamente (reloj interno, el que genera un tiempo también interno) y modificarse de
acuerdo con los ciclos ambientales (tiempo ambiental) (Aschoff, 1979).

En los experimentos para determinar el ritmo circadiano, los datos obtenidos, productos de la
observacion y/o muestreos seriados, por tratarse de variables ritmicas pueden analizarse ajustandolos
a una funcién cosenoidal. EI método estadistico Cosinor permite caracterizar a un ritmo bioldgico
mediante un ajuste por cuadrados minimos a una funcién cosenoidal. Las caracteristicas de la funcidn
cosenoidal y que permiten definir el ritmo circadiano son de acuerdo a Refinetti (2016):

- Mesor (acronimo de “midline estimating statistic of rhythm): Valor medio basado en la
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distribucion de valores obtenidos en un periodo completo.

- Amplitud: Es una medida del grado de variacion dentro de un ciclo definida como la distancia
entre el mesor y el valor maximo y/o minimo, asumiendo que estos son equidistantes. De
esta forma, la amplitud se considera como la mitad del rango de oscilacién de los datos.

- Fase y acrofase: La fase es el valor instantaneo de una variable biol6gica en un momento
dado. Cuando los datos son ajustados a una curva cosenoidal, el pico o valor maximo de los
datos se suaviza y se obtiene un valor maximo de los datos ajustados. La hora del dia en que
la variable estudiada alcanza su valor méximo es la acrofase.

- Periodo del ritmo: Definida como la longitud del ciclo (~ 24 h; en el caso de los ritmos diarios
y los ritmos circadianos). El tiempo entre dos acrofases consecutivas permite establecer el
periodo del ritmo.

Ademas, se puede caracterizar el ritmo en base a su robustez. En el procedimiento de cosinor,
la robustez puede calcularse facilmente como el cociente de la varianza asociada con la funcién coseno
y la varianza total (y luego multiplicarse por 100 para expresarse como porcentaje de la ritmicidad
méaxima). Aungue la robustez realmente estaria expresando que tanto se ajustan los datos a la funcion
cosenoidal, en algunos casos se ha usado para expresar la fuerza (estacionariedad) y la regularidad del
ritmo (Refinetti, 2016).

Las propiedades mas importantes de los ritmos circadianos son: a) su periodo en condiciones
de curso libre (“free-running” en inglés) y b) la respuesta del ritmo a los impulsos luminosos que
pueden arrastrarlo (curva de respuesta de fase) (Gorman y Lee, 2002). En el primer caso, en ausencia
de sincronizadores (p.e. oscuridad o iluminacién cronica), los ritmos biolégicos expresan su
componente enddgeno, que corresponde al periodo especifico del reloj interno (Golombek, 2007).
Para conocer la duracion del periodo de un ritmo es necesario identificar algin marcador de fase
caracteristico de ese ritmo, p.e., el comienzo o el final de la marcha nocturna en roedores, o el
momento en que se presenta la temperatura corporal minima y/o méaxima. El periodo del ritmo es el
tiempo que transcurre entre los mismos marcadores de fase en dias sucesivos (Gorman y Lee, 2002)
y gque, como se menciénd, en condiciones ambientales constantes, son ligeramente diferentes a las 24
h (Refinetti, 2016). Cuando la naturaleza enddgena de un ritmo no ha sido comprobada, es preferible
usar los términos ritmos diarios y/o patron de variacion diario para describir la ritmicidad de una
variable a lo largo del dia (incluida el dia — fase luminica y la noche — fase oscura) (Refinetti, 2016).

Muchos estimulos pueden “arrastrar” un ritmo circadiano. Siendo que la luz es la sefial mas
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destacada en la sincronizacion circadiana, tal como se vera méas adelante, los pulsos de luz se han
utilizado para generar curvas de respuesta de fase. No obstante, la magnitud del cambio de fase
(“arrastre”) depende del momento en que se presenta la sefial durante el ciclo. Asi, en humanos, por
ejemplo, bajo condiciones controladas de laboratorio, la luz que se recibe a partir de los 2/3 del periodo
de suefio, o tras el despertar (es decir, al final del periodo de reposo), adelanta el reloj interno e influye
en el horario de dormir y despertar del proximo ciclo. Por el contrario, la luz que se percibe cerca del
momento de ir a dormir o hasta los 2/3 del suefio (es decir, al final del periodo de vigilia), retrasa el
reloj circadiano y el horario de domir y despertar (revision: Burgess et al., 2002). Dado que el periodo
rara vez es exactamente igual a las 24 h, cada dia se produce un ligero desajuste entre el organismo y
el entorno. El reloj circadiano se sincroniza con el ciclo externo mediante desplazamientos de fase
diarios en los que el desplazamiento es igual a la diferencia entre las 24 h y el periodo real (Refinetti,
2016).

1.2.  Sistema circadiano. Componentes. Aferencias y eferencias del nicleo supraquiasmatico

El sistema circadiano esta constituido por los siguientes componentes y sus relaciones: a) los
que generan los ritmos: compuestos por un oscilador o reloj central y los relojes periféricos; b) los
que sincronizan los ritmos, tanto con el ambiente externo como a nivel interno (tiempo ambiental):
compuesto por sincronizadores féticos y no féticos (denominadas “zeitgeber” en aleman o “cues” en
inglés) y sus respectivas vias de entrada (aferencias) y, c) las vias de salida (eferencias) de informacion
desde los relojes a los sistemas efectores (mecanismo de acoplamiento) (Figura 1). En los mamiferos,
el reloj central es el nucleo supraquiasmatico (NSQ), una estructura bilateral, compuesta por ~10.000
neuronas (en roedores) y células de la glia, localizada en la region anterior del hipotdlamo, a cada lado
del tercer ventriculo, directamente sobre el quiasma optico (Figura 2; revision: Silver y Rainbow
(2013). Ademas del NSQ, todos los tejidos y Organos poseen su propio oscilador circadiano
(osciladores periféricos; Figura 1). Bajo una vision jerarquica, el rol del NSQ como reloj principal del
sistema circadiano es la sincronizacion de otros relojes, tanto a nivel central como a nivel del cuerpo
(Silver y Rainbow, 2013). Sin embargo, bajo ciertas condiciones, los osciladores periféricos pueden
desacoplarse del NSQ y comportarse como osciladores autbnomos, generando sus propios ritmos
circadianos (Silver y Rainbow, 2013). Esta caracteristica apoya la teoria de que el sistema circadiano

se comporta como una red resonante y no tanto como un sistema jerarquico, es decir, que los tejidos

14



periféricos tienen sus propios relojes circadianos autbnomos, que median las respuestas metabdlicas
y se comunican constantemente con el NSQ (Cribbet et al., 2016).

El principal sincronizador del ritmo circadiano es de tipo fotico. La percepcion del ciclo luz-
oscuridad permite a muchos animales modular sus actividades a lo largo del dia (Refinetti, 2016). La
principal via de aferencia para la informacion fética es el tracto retinohipotaldmico, que lleva la
informacion luminica directamente al NSQ, y que es sincronizado por el ciclo luz:oscuridad. Los
estimulos no féticos, como la temperatura ambiental, la disponibilidad de alimentos, presencia de
predadores, actividad fisica (ejercicio) y el contacto social (incluyendo la presencia/ausencia de
parejas sexuales), también sincronizan el reloj central (Refinetti, 2016). Estos estimulos constituyen
informacion “especial” (estado de alerta, aumento de la actividad, mecanismos endocrinos - incluidas
hormonas con accion metabdlica y/o metabolitos - y neurotransmisores) que permite ajustar la
fisiologia circadiana (Webb et al., 2014; Buijs et al., 2019; Méndez-Hernandez et al., 2020) (Figura
1), favoreciendo la adaptacion de los animales a su entorno. Algunos sincronizadores no foticos
pueden ser salida y entrada del sistema circadiano (“zeitnehmers” en aleman). En este contexto, en
mamiferos, los principales esteroides sexuales, estradiol, progesteronay testosterona, podrian modular
algunos ritmos circadianos, pues como se vera mas adelante, ademas de su rol reproductivo presentan
también un rol metabolico. La presencia de receptores de estrogenos y testosterona en el NSQ es
consistente con la accion aferente de los esteroides sexuales en el funcionamiento del sistema
circadiano (Yan y Silver, 2016). La Figura 3 muestra informacion mas detallada relacionada con las

aferencias del NSQ (entradas féticas y no foticas).
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Figura 1. Principales componentes y relaciones del sistema circadiano. Modificado de Golombek
(2007) y Refinetti (2016).

Se muestra el mecanismo de sincronizacion entre los sincronizadores ambientales y el reloj central — nlcleo
supraquiasmatico (y sus principales aferencias) y, el mecanismo de acoplamiento entre los relojes biolégicos y
los ritmos que controlan. El modelo, aunque bastante simplificado, se complica por la presencia de relaciones
directas entre los sincronizadores y los ritmos (enmascaramiento), sin pasar por el ajuste del reloj, y por los
mecanismos de retroalimentacion entre los ritmos circadianos y los relojes (Golombek, 2007), esto ultimo
significa que algunos ritmos podrian también modular las entradas sincronizadoras, lo que ha permitido
definirlos como salidas y entradas al sistema circadiano (zeitnehmers, del aleman “tomador del tiempo™). EStos
mecanismos de retroalimentacion mantienen la integridad y la coordinacion temporal entre los diversos
componentes del sistema del reloj circadiano (revision: Cagampang y Bruce, 2012).
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Tercer
ventriculo

Quiasma dptico

Figura 2. Corte sagital del cerebro de un roedor mostrando la region aproximada de ubicacion del
nacleo supraquiasmatico (NSQ) en el hipotalamo anterior. Modificado de Silver y Rainbow (2013).

Se muestra un esquema ampliado del NSQ donde se puede apreciar la region ventrolateral (core) y la region
dorsomedial del nucleo (shell). Las regiones ventrolateral y dorsomedial del nicleo pueden distinguirse por el
contenido neuroquimico de sus células, principalmente polipéptido intestinal vasoactivo (VIP por sus siglas en
inglés: vasoactive intestinal peptide) y péptido liberador de gastrina (GRP por sus siglas en inglés: gastrin-
realising peptide) en el primero, y arginina vasopresina (AVP por sus siglas en inglés: arginine vasopressin),
en el segundo. Todos estos péptidos colocalizan con el acido gamma aminobutirico (GABA). Las neuronas
ventrolaterales responden a la luz y transmiten el mensaje fético a la porcion dorsal de los nicleos (Golombek
y Rosenstein, 2010; Silver y Rainbow, 2013; Varadarajan et al., 2018).

Las eferencias del NSQ pueden observarse en la Figura 4. Las eferencias incluyen vias
difusibles, humorales (glucocorticoides y melatonina, ambas bien caracterizadas) y neurales. EI NSQ
secreta vasopresina (AVP), factor de crecimiento transformante (TGFa), procinetina-2 (PK2), entre
otros, directamente al liquido cefalorraquideo y forman parte de las vias difusibles. La AVP ha sido
implicada en la ritmicidad de la temperatura corporal (Schwartz y Reppert, 1985; Cheng et al., 2002)
y la procinetina-2, con el ciclo suefio/vigilia (PK2) (Cheng et al., 2002). Gilbert y Davis (2009)
propusieron que el TGFa funciona como una sefial circadiana de salida para la regulacién de los ritmos
de actividad locomotora en roedores nocturnos, ya que cuando se infunde en el tercer ventriculo inhibe
reversiblemente la actividad locomotora y altera el ciclo suefio-vigilia (Kramer et al., 2001). Las vias
neurales incluyen proyecciones del NSQ al diencéfalo (hipotdlamo y tadlamo), cuyos principales

neurotransmisores son el GABA y el glutamato. Fuera del cerebro, el sistema nervioso autbnomo —
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SNA (tanto simpatico como parasimpético) tiene un importante rol en la comunicacion entre el NSQ,
a través de conexiones multisinapticas, y los relojes celulares periféricos, incluidos los adipocitos, el
corazon, el higado, la glandula adrenal (Kalsbeek et al., 2000; la Fleur et al., 2000; Buijs et al., 2001).
Finalmente, los relojes periféricos también reciben sefiales indirectas de los NSQ, en este caso,
mediante la modulacién de otros ritmos (zeitnehmers; como también se puede observar en la Figura
1). Por ejemplo, esto incluye la modulacion del ciclo de alimentacion:ayuno por parte del ciclo

actividad:reposo (revisién: Cagampang y Bruce, 2012).

Longitud del dia/ Actividad/
Arousal

Ejercicio

Nicleos
del
Rafe

ke Regulacion del suefio-vigilia
Informacién motora

Glutamato/

PACAP
Luz

RHT

Retina

Entradas foticas

== Entradas no foticas

Figura 3. Aferencias del nucleo supraquiasmatico (NSQ). Modificado de Silver y Rainbow, 2013.

Las sefiales sincronizadoras féticas viajan desde las células ganglionares de la retina hasta la regién
ventrolateral (core) del NSQ via las fibras del tracto retinohipotalamico (RHT). Adicionalmente, el RTH
proyecta hasta el fasciculo intergeniculado (IGL) y el IGL, a su vez, proyecta hacia el NSQ via el tracto
geniculohipotalamico (GTH). De esta forma, el NSQ recibe informacion de las sefiales féticas por dos vias
diferentes, una directa, a partir del RHT y una via indirecta, por GTH. Los neurotransmisores involucrados en
estas vias son glutamato y PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) (RHT) vy el
neuropeptido Y (NPY) y el &cido gamma aminobutirico (GABA) (GTH). Finalmente, el NSQ recibe entradas
no féticas de las neuronas serotonergicas (5-HT) provenientes de los nucleos del Rafé (nucleo dorsal y nicleo
medial), los nucleos colinérgicos del tronco cerebral, nlcleo arcuato (ARC), cerebro anterior basal, corteza
cerebral, hipocampo, areas noradrenérgicas medulares, éstos Ultimas no mostradas en el esquema. Algunos
neutrotransmisores involucrados en las Ultimas vias mencionadas incluyen también al NPY, GABA y
kisspeptina (KISS) (Silver y Rainbow, 2013; Buijs et al., 2017; 2019; Padilla et al., 2019).
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Via neural: GABA-Glutamato ———»
Sefales difusibles: AVP, TGFa, PK2

Niicleos
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‘ Sefiales indirectas |
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Temperatura | Ciclo actividadreposo |
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‘ Sistema nervioso auténomao H Sefiales humorales*

| Ciclo alimentacion-ayuno ‘
hJ

h
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con la alimentacion
RELOIJES PERIFERICOS *Principalmente g lucocorticoidesy melatonina

Figura 4. Eferencias del nacleo supraquiasmatico (NSQ) (modificado de Silver y Rainbow, 2013).

Areas y nicleos hipotalamicos. MPOA: &rea preoptica medial; ARC: ndcleo arcuato; NPV: nlcleo
paraventricular del hipotalamo; DMH: nlcleo dorsol medial del hipotalamo.

IGL.: Fasciculo intergeniculado.

GABA: acido gamma aminobutirico; AVP: vasopresina; TGFa: factor de crecimiento transformante; PK2:
procinetina-2.

1.3. Patron diario de las actividades basicas en los rumiantes

Las actividades efectuadas por los animales pueden clasificarse en aquellas que son basicas
para la supervivencia, sexuales o reproductivas y maternas. Dentro de las basicas se incluyen: comer,
beber, rumiar, estar de pie y/o caminar, estar echados y/o en descanso, orinar, defecar y dormir. En
general, los rumiantes son animales de actividad diurna. Durante las horas de luz, la actividad que

insume mayor tiempo es el pastoreo, actividad que es alternada con periodos de rumia y descanso
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(Pinto-Santini et al., 2018; Solérzano-Montilla et al., 2018). Los rumiantes pastorean entre 4 a 14 h
del dia; el tiempo total es determinado principalmente por la calidad y disponibilidad de alimentos y
también por el estado fisiologico del animal, que determinan los requerimientos de nutrientes (Parsons
et al., 1994; Penning et al., 1995). EIl pastoreo se produce principalmente al amanecer, por la tarde y
al atardecer (revision: Nikkhah, 2013). En ovinos, en condiciones de clima célido, Orténcio et al.
(2008) y Pinto-Santini et al. (2018) reportaron un mayor consumo de pasto durante las horas méas
frescas del dia. La seleccion de la pastura consumida por los ovinos tampoco es uniforme a lo largo
del dia. En tal sentido, Encinozo-Gonzalez et al. (2017) reportaron, en ovejas, una mayor preferencia
por partes de plantas y/o especies vegetales con mayor contenido de proteina en las horas de la mafiana
que en la tarde. Resultados similares fueron reportados por Pérez-Ruchel et al. (2017) en borregos en
pastoreo, los cuales, ingirieron forrajes menos fibrosos y con mayor contenido de proteina bruta (hojas
tiernas) que los borregos estabulados. En vacunos, la velocidad de consumo de las vacas es mayor en
las horas de la tarde-noche que en la mafiana (Chilibroste, 2002; Rottman et al., 2014). En condiciones
de estabulacion, la hora de suministro del alimento condiciona su consumo, llegando a observarse
durante las mismas a casi la totalidad de las ovejas comiendo (Kieltyka-Kurc et al., 2013). El
suministro de alimento en forma restringida durante la fase oscura del dia cambia el patron de
actividad de los ovinos, de habito diurno, demostrando que la conducta de los ovinos puede estar
condicionada por el momento en que reciben la alimentacion (Piccione et al., 2007). De este modo,
se observé que las ovejas alimentadas en la noche reducen su actividad diurna y presentan
comportamientos anticipatorios, con un pico de actividad previo a la hora de suministro del alimento.

Los rumiantes requieren rumiar entre 6 y 8 h al dia para una adecuada salud ruminal y mejor
utilizacion de la fibra (Dillon y Grigera, 2011; revision: Nikkhah, 2013). La rumia se efectia
principalmente en posicion echada y durante las horas nocturnas (entre las 22:00 h y las 06:00 h)
(Gordon y McAllister, 1970; Keskin et al., 2005). Relling y Mattioli (2003) reportaron que el reposo
psicosensorial, defininido como los periodos de descanso y oscuridad, generan un impacto positivo
en larumia de los animales. De acuerdo con Broom y Fraser (2015), las ovejas estan despiertas durante
aproximadamente 16 h del dia. Se presentan siete periodos cortos de suefio; el suefio de ondas lentas
ocupa 3,5 h/dia y el suefio paradéjico o REM (rapid eye movement) ~ 40 min.

Recientemente se ha reportado el ritmo circadiano de algunas actividades en rumiantes usando
dispositivos electrénicos para el registro del desplazamiento o acelerébmetros. Este tipo de
metodologia no permite distinguir que actividad esta efectuando el animal, pero permite distinguir al
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menos cuando esta estatico o cuando esta desplazandose. Con base en ello, Giannetto et al. (2018)
reportaron que la acrofase del ritmo circadiano de las actividades efectuadas por ovejas estabuladas
se presenta ~ 13:00 h del dia, pero la robustez de este ritmo fue baja (< 20%). En vacunos, se han
detectado cambios en el patrén de variacion de la conducta, medida con sensores de actividad, previo
al parto, del estro y a la presentacion de sintomatologia de problemas podales y mastitis (Wagner et
al., 2021). Lo anterior abre un mundo de posibilidades en el tema de la ganaderia de precisién donde
el seguimiento en tiempo real de las conductas de los animales permite efectuar manejos mas
individualizados que, posiblemente, favorezcan el bienestar de los animales. Si bien parece haber
abundante informacion sobre el patrén de variacion diario de las actividades bésicas de los rumiantes,
la vision integrada de estas actividades, asociandolas a variables metabdlicas y de variacion térmica

son, al menos en ovinos, escasas.

1.4. Ritmo circadiano de la concentracion de cortisol

La secrecidn de cortisol es regulada por el eje hipotdlamo-hipéfiso-corteza adrenal. La sintesis
de cortisol en la corteza suprarrenal es estimulada por la hormona adrenocorticotréfica (ACTH)
procedente del I6bulo anterior de la hipofisis, que a su vez es estimulada por la hormona liberadora
de corticotrofina (CRH) liberada por el NPV del hipotdlamo (Greco, 2002). Las concentraciones de
cortisol alcanzan sus valores méaximos durante las ultimas horas de oscuridad y las primeras horas de
luz (vacunos: Thun et al., 1981; Lefcourt et al., 1993; ovinos: McMillen et al., 1987; Parraguez et al.,
1989), como preparacion para la fase activa. Este patron de variacion diario es regulado por el sistema
circadiano, ya sea por el control directo ejercido por el NSQ via nicleo NPV (revisién: Cagampang y
Bruce, 2012) o a través de la mediacion ejercida por ARC, cuya sensibilidad a las concentraciones de
cortisol depende de la hora del dia, modulacion que también es ejercida por el NSQ (Leon-Mercado
et al., 2017). En tal sentido, la comunicacion constante del ARC con el NPV permite que este pueda
ajustar los niveles de cortisol (Méndez-Hernandez et al., 2020). La secrecion de cortisol permite a su
vez la sincronizacion de otros relojes periféricos (revision: Silver y Rainbow, 2013).

A parte del mecanismo fisiolégico diario de regulacion de los patrones de variacion diario de
la concentracion de cortisol, la liberacion hipotalamica de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) por el NPV es desencadenada por diversos estimulos (p.e. agentes estresantes). En este sentido,

las mayores concentraciones de cortisol se asocian con situaciones de estrés agudo, siendo un
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biomarcador del mismo (Blache y Maloney, 2017). La relacion entre el estrés y la reproduccién es
bastante clara. En general, incrementos de cortisol debido a situaciones estresantes inhibe la secrecion
de la hormona liberadora de gonadotrofinas y de las hormonas foliculo estimulante y luteinizante
(Ehnert y Moberg, 1991; Tilbrook et al., 1999), afectando, tanto en hembras como en macho, la
reproduccion. Sin embargo, el cortisol puede jugar un rol importante en la salud reproductiva. El
incremento de la secrecion de cortisol en el proestro se asocia con la conducta receptiva de la hembra,
estimula la secrecion de gonadotropinas, facilita la ovulaciéon y reduce los dafios causados por la
inflamacidn en roedores y humanos (revision: Brann y Mahesh, 1991).

Varios factores, como la edad y el peso (cerdos: Hillman et al., 2008), la estacion del afio
(ciervos: Ingram et al., 1999) y la hora de alimentacion (terneros: Gardy-Godillot et al., 1989)
modifican el patrén circadiano basico de la secrecion de cortisol. Ademas, en algunas especies la fase
del ciclo ovulatorio afecta a la percepcion de los estresores (roedores: Cavigelli et al., 2005; humanos:
Lovick, 2012) y, por tanto, puede interactuar con el patron circadiano bésico del cortisol. En este
sentido, debido al aislamiento social, las ovejas al final de la fase luteal presentan una mayor
concentracion de cortisol que las ovejas en anestro (Freitas-de-Melo et al., 2016). La concentracion
de cortisol también se ve modificada por la concentracion de progesterona, ya que se observan niveles
maximos durante la fase folicular en las ovejas (Sosa et al., 2013) y en elefantes hembras (Fanson et
al., 2014). En las mujeres, se presenta un retraso en la hora pico del ritmo de cortisol en la fase luteal
del ciclo menstrual, en comparacion con la fase folicular (Parry et al., 2000). Respecto a los machos,
la asociacion entre el estatus reproductivo (concentracion de testosterona) y los niveles de cortisol no
es del todo clara. En general, hasta donde puede conocerse, no hay reportes sobre la modulacién que
podrian ejercer los esteroides sexuales en el patron de variacién diario de la concentracion de cortisol

en los ovinos (hembras y machos).

1.5.  Ritmo circadiano del metabolismo energético en rumiantes

La hora del dia y el metabolismo son variables estrechamente vinculadas. La mayoria de las
variables metabdlicas de los animales se caracterizan por presentar variaciones a lo largo del dia, entre
ellas, la concentracion de insulina (Rietema et al., 2015; Niu et al., 2017), cortisol (Selmaoui y
Touitou, 2003; Refinetti, 2016) y triyodotironina (Bitman et al., 1990), asi como la concentracion en

sangre de glucosa (Buijs et al., 1993), nitrégeno ureico (Bitman et al., 1990) y acidos grasos libres
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(Alila-Johansson et al., 2006). A continuacion, brevemente, se detallard lo que se sabe sobre la
ritmicidad circadiana de la glucemia y de la concentracidn de insulina, por ser las principales variables

del metabolismo energético consideradas en esta Tesis.

Glucemia

La glucosa es un metabolito esencial para el funcionamiento celular. Su concentracion en
sangre es regulada por mecanismos homeostaticos que incluyen a las hormonas insulina y el glucagén.
Sin embargo, en situaciones de tension y/o alerta, la secrecion de catecolaminas (accién nerviosa) o
cortisol (accion endocrina) actian como potentes hiperglucemiantes, participando en la homeostasis
reactiva de la glucemia (Kuo et al., 2015). La disponibilidad de glucosa condiciona procesos
fisioldgicos vitales y productivos, tales como la reproduccion, la produccién de leche y el crecimiento.
En rumiantes, la absorcion intestinal de glucosa es baja debido a que la mayoria de los carbohidratos
fermentan hasta acidos grasos volatiles (AGV) en el rumen, lo que implica adaptaciones metabdlicas
y una mayor eficiencia de utilizacion en comparacién con especies no rumiantes (Bondi, 1989;
revision: Huntington et al., 2006). La principal fuente de glucosa en rumiantes es la gluconeogénesis
hepatica, siendo su sustrato principal el &cido propionico, que constituye alrededor del 20-35% de los
AGV producidos en el rumen (Rottman et al., 2014). En menor medida, los rumiantes recurren a
aminoacidos (alanina, glutamina), lactato y glicerol para cubrir las demandas de glucosa (Danfar et
al. 1995). En pastoreo continuo, la maxima concentracion de AGV y el menor pH del rumen se
presenta alrededor de la media noche (vacas lactantes: Taweel et al. 2004). Estos resultados sugieren
que la fermentacion ruminal es mayor durante las horas nocturnas, rasgo evolutivo que es congruente
con el momento del dia en que los rumiantes presentan una mayor dedicacion a la rumia (Nikkhah,
2013). No obstante, Zhang et al. (2022), reportaron que cuando el alimento es suministrado durante
la fase diurna (06:00 h — 18:00 h), la actividad ruminal de las enzimas amilasas, lipasas y celulasas en
ovejas es mayor, acompafiada de una mayor digestibilidad ruminal de la materia seca, proteina cruda
y extracto etéreo que cuando el mismo es suministrado durante la noctura (18:00 h — 06:00 h). En
vacas lecheras se produce un incremento en las concentraciones de AGV entre 4-12 h luego del
consumo, independientemente de la hora del dia (Nikkhah, 2011). Al inicio de la lactancia, el
suministro de dietas con altos contenidos amilaceos se asocia con un incremento de la glucemia ~ 2,5
h posconsumo (Eicher et al., 1999).

Si bien el consumo de alimentos, el tipo de dieta (amilacea o fibrosa), la frecuencia de

23



alimentacion y tasa de fermentacion ruminal, entre otras, condicionan la absorcion de &cido
propionico por las paredes ruminales y, por lo tanto, su flujo hepético, probablemente la variacion
circadiana de la glucemia pueda, como en el caso de otras especies, ser regulada directamente por el
NSQ (Méndez-Hernandez et al., 2020). En roedores, al inicio de la fase de actividad, el NSQ envia
proyecciones al NPV y al SNA (simpético), para incrementar la produccién de glucosa hepética (Buijs
etal., 1993; Kalsbeek et al., 2004). Ademas, el nucleo arcuato (ARC), cuya sensibilidad a la glucemia
depende de la hora del dia (bajo control del NSQ), informa, por un mecanismo de retroalimentacion,
sobre la concentracion de glucosa disponible al NSQ (Méndez-Hernandez et al., 2020). El incremento
de la glucemia al amanecer, descrita principalmente en humanos sanos, también podria relacionarse
con la accion hiperglucémica del pico de cortisol matutino y con el aumento nocturno de la
concentracion de la hormona de crecimiento (Bolli et al., 1984). La condicion de ayuno en rumiantes,
debido a su fisiologia digestiva y a su metabolismo intermediario, pareceria no ser compatible con la
expresion de un patron de variacion diario de la glucemia. Lo anterior, no descarta que la capacidad
de produccion de glucosa hepética pueda ser, también en estas especies, modulada por el NSQ.
Ademas, como ya fue mencionado, en los rumiantes, la acrofase de la concentracién de cortisol
también se presenta a primeras horas del dia, por lo que también podria generar incrementos de la
glucemia debido a la accidn hiperglucemiante del cortisol. Ademas, los efectos antagonicos entre el
cortisol y la insulina [ovejas: Bassett et al., 1966; Bassett y Wallace, 1967; humanos: Kamba et al.,
2016) podrian promover cambios en la utilizacion de la glucosa disponible a lo largo del dia, incluso
en rumiantes. Ajustar los horarios de alimentacion acorde con los ritmos enddgenos, tratando de
sincronizar el oscilador central y los osciladores periféricos, podria ser de interés para mejorar la

eficiencia productiva y el bienestar de los rumiantes.

Insulina

La insulina es una hormona proteica que es producida en las células beta de los islotes
pancreaticos. En general, esta hormona tiene una funcion hipoglucemiante, facilitando la captacion
de glucosa de multiples tejidos dependientes de insulina. La insulina promueve la lipogénesis y la
glucogenogénesis e inhibe la glucogenolisis. A nivel hepatico, reduce la gluconeogénesis (revision:
Chan et al., 2022).

El principal estimulo fisiologico para la secrecion de insulina en humanos y animales es la

ingesta de alimentos, pero la magnitud de la respuesta de la insulina tras la ingesta de alimentos
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depende de la hora del dia (ratas: Kalsbeek y Strubbe, 1998). En ovejas “calmas” la concentracion de
insulinay su amplitud fueron mayores que en las “nerviosas”, sin diferencias en la acrofase, que ocurre
~15:00 h (Rietema et al., 2015). En vacas lecheras, la concentracion de insulina también presenta un
claro patron circadiano, con valores maximos al atardecer (~ 18:00 h) (Lefcourt et al., 1999; Niu et
al., 2017). En ambos reportes, la acrofase de la concentracion de insulina no se asocio con la frecuencia
de alimentacion de las vacas ya que las mismas tuvieron una ingesta relativamente constante de
nutrientes a lo largo del dia, lo que se traduce en tasas de fermentacion y absorcion de nutrientes
relativamente constantes. En tal sentido, ambos grupos de investigacion sefialan que la acrofase de
insulina podria estar relacionada con demandas metabolicas auxiliares u otros mecanismos
circadianos como el comportamiento (p.e. el menor consumo de alimentos nocturno; Lefcourt et al.,
1999; Niu etal., 2017). Contrariamente, la menor secrecion de insulina al final del periodo de descanso
podria estar asociada a mecanismos inhibidores del NSQ que operan sobre la entrada parasimpatica
del estbmago, intestino, pancreas e higado y que impiden el aumento de insulina en esa fase del dia,
como ha sido reportado en otras especies (Kalsbeek y Strubbe, 1998).

La utilizacion de la glucosa sanguinea también estd condicionada por la captacion de los
tejidos, como se habia mencionado previamente, ya sea que este se efectué a través de transportadores
de glucosa dependiente o no de insulina (Komatsu et al., 2005). Lo anterior también se relaciona con
los cambios en la sensibilidad a la insulina durante el dia. En humanos, la sensibilidad a la insulina
alcanza su maximo (acrofase) hacia el mediodia, siendo un 54% mayor que durante la medianoche
(Carrasco-Benso et al., 2016). Este mecanismo evolutivo se asocia con la necesidad de almacenar
energia para los periodos de descanso nocturnos (ayuno durante el suefio) y también con los mayores
requerimientos de glucosa durante las fases activas del dia.

A pesar de que se considera a los rumiantes como menos sensibles a la insulina que los no
rumiantes (Janes et al., 1985), la concentracion de insulina también es de gran importancia para la
homeostasis de la glucosa y para la distribucion de nutrientes a los diferentes tejidos. Un ejemplo de
ello es el inicio de la lactancia de la vaca, momento en el que la menor sensibilidad a la insulina facilita
la absorcion de glucosa por la glandula mamaria la cual es independiente de la insulina (Sano et al.,
1993). Aunque la mayor sensibilidad a la insulina durante el dia posiblemente se asocie con su
acrofase, hasta donde pudo conocerse, no hay reportes sobre su patron de variacion diario en ovinos.
La relacion glucemia:insulina, de relativa facil medicion, podria ser un buen estimador del patron de

variacion diario de la sensibilidad a la insulina en los ovinos. En tal sentido, el momento en que se
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presenta la mayor relacion glucemia:insulina podria asociarse con el momento de menor sensibilidad

a la insulina.

1.6.  Temperatura corporal. Patrén circadiano. Formas de medir la temperatura corporal en

rumiantes

La regulacion homeostatica de la temperatura es fundamental en el equilibrio interno de los
animales endotermos. La termorregulacion abarca la integracion de diversos sistemas bioldgicos
(respiratorio, digestivo, cardiovascular, motor; Piccione y Refinetti, 2003). Ademas, desde el punto
de vista metabolico, la termogénesis adaptativa conlleva un gasto energético a considerar en
condiciones extremas, fuera de la zona de bienestar térmico (revision: Roland et al., 2016).
Adicionalmente, la temperatura corporal presenta ritmicidad circadiana, siendo una de las variables
fisioldgicas ritmicas mas estudiadas tanto en humanos (Aschoff et al., 1967; Krauchi, 2002), como
animales de laboratorio (Castillo et al., 2005) y de produccién [ovejas (Recabarren et al., 1987; Lowe
etal., 2001; Piccione et al., 2002a; Maloney et al., 2013), cabras (Jessen y Kuhnen, 1996; Kalyesubula
et al., 2021), vacas (Lefcourt et al., 1999; Piccione y Refinetti, 2003; Kendall et al., 2008), y caballos
(Piccione et al., 2002b)]. El control circadiano de la temperatura depende tanto del NSQ (Refinetti et
al., 1994) como del ARC (Méndez-Hernandez et al., 2020), los cuales proyectan al area predptica,
responsable de la termorregulacion. En animales endotermos, la regulacion homeostéatica y el patron
circadiano de la temperatura corporal parecieran estar en conflicto constante, el primero evitando la
oscilacion diaria y el segundo promoviéndola. Al respecto, Refinetti (2020) propone que, en el patron
de variacion diario de la temperatura corporal, el sistema circadiano estaria modulando el punto de
ajuste termorregulatorio de acuerdo a la hora del dia pero que, la amplitud del ritmo podria tener
control homeostético.

En general, las variaciones circadianas de la temperatura corporal de los animales de
produccion, como el resto de los animales de actividad diurna, se corresponden con los ciclos de luz:
oscuridad, con valores méximos al final de la tarde y valores minimos antes del amanecer (Piccione
et al., 2019). En ovejas ovariectomizadas, Maloney et al. (2013) reportaron amplitudes del patron de
variacion diario de la temperatura corporal entre 0,1 y 0,8 °C, de acuerdo al consumo de energia
(mayor amplitud y mayor robustez del ritmo cuando el consumo energeético fue menor), sugiriendo

que la modulacion del ritmo circadiano de la temperatura podria ser una respuesta adaptativa de los
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animales a los desbalances energéticos (Maloney et al., 2013).

Recientemente se ha reportado la relacion entre heterotermia y éxito reproductivo en
mamiferos endotérmicos. En roedores silvestres (Tamias striatus), la mayor superviviencia y éxito
reproductivo se asocian con una menor amplitud en el ritmo diario de la temperatura corporal
(Dammhahn et al., 2017). En conejos silvestres (Oryctolagus cuniculus) se reportaron resultados
similares (Maloney et al., 2017). Adicionalmente, en las hembras, la etapa del ciclo estral modifica
aspectos fisioldgicos y de conducta, incluyendo el ritmo circadiano de la temperatura. Por ejemplo,
en la vaca hay un aumento de la temperatura corporal alrededor del estro (Piccione y Refinetti, 2003).
Similares resultados fueron reportados en ovejas, donde la temperatura rectal y la superficial se
incrementa durante el estro y ovulacién (Barros de Freitas et al., 2018).

La medicion de la temperatura corporal como indicador bioldgico en ovinos, a pesar de su
relativa facilidad de medicion, ha sido cuestionada debido a la necesidad de capturar y sujetar a los
animales para su determinacion, la cual puede provocar su rapido incremento (Maloney et al., 2017).
La utilizacién de camaras infrarrojas podria mitigar este efecto, siendo necesaria la determinacion de
la temperatura superficial con esta herramienta a lo largo del dia, asi como su variacién espacial
(heterotermia superficial) en el animal. En ovinos, por la gran variedad de tipos de capas presentes
(color, densidad y longitud del pelo y/o fibra lana), la determinacién de la temperatura del ojo (cérnea)
pudiera ser mas precisa que otras zonas de la superficie corporal (McManus et al., 2016).
Adicionalmente, George et al. (2014) demostraron que la temperatura superficial del ojo esta
relacionada con la temperatura central del cuerpo, tanto en vacunos como ovinos. Por otra parte, los
ritmos superficiales de temperatura que imitan el ritmo de la temperatura corporal pueden mantener
ritmos en los osciladores periféricos y pueden desplazar la fase de los relojes periféricos,
independientemente del NSQ (revision: Silver y Rainbow, 2013).

1.7.  Influencia de los esteroides sexuales en el sistema circadiano en las hembras y en los machos

Como parte de su caracter adaptativo, el sistema circadiano es sexualmente dimorfico
(Gormany Lee, 2002). Las diferencias sexuales del sistema circadiano se han evidenciado a diferentes
niveles, desde lo morfoldgico, incluyendo la ubicacion y expresion de los receptores de andrdgenos y
estrogenos (aferencias; Figura 5), vias de accion (eferencias) del NSQ hacia el eje hipotalamo-

hipofisis-gonadas (incluidos cambios en la expresion ritmica de genes a nivel gonadal) e hipotalamo-
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hipofisis-adrenales (revision: Yan y Silver, 2016). También existen entre los machos y las hembras
diferencias comportamentales, metabolicas y de temperatura corporal que pueden influir en el

funcionamiento del sistema circadiano. A continuacién, se describiran brevemente alguno de los

mecanismos involucrados en los diferentes niveles mencionados.
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Figura 5. Representacion esquematica de las aferencias estrogenicas y androgenicas del NSQ vy la
localizacion de sus receptores (modificado de: Yan y Silver, 2016).

Se muestra la localizacién y la abundancia de los receptores de estrégeno (RE; rosado: mas intenso, mas
abundancia) y de los receptores de andrégenos (RA; azul: mas intenso, mas abundancia). Se han detectado
receptores de los esteroides sexuales en la retina, fasciculo intergeniculado (IGL) y nlcleos del Rafé (dorsal —
RD y medial - RM). La via aferente del nicleo del RD hasta el NSQ incluye la proyeccién desde el nicleo del
RM. La expresion de los REP es mayor que la de los Rea, independientemente del sexo (Vida et al., 2008). Se
observa una mayor expresion de los RA en los machos intactos que en las hembras y machos gonactomizados
(no mostrado), indicando que la concentracion de androgenos tiene un rol activador en la expresion de sus

propios receptores.

Eferencias del NSQ con el eje hipotalamo-hipofisis-gonadas

ElI NSQ envia proyecciones directas al area predptica medial (neuronas GnRH), al hipotalamo
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dorsomedial (neuronas GnlH) y al nlcleo anteroventral paraventricular (neuronas de kisspeptina —
Kissl). En roedores hembras, se ha reportado que el pico preovulatorio de LH ocurre en una ventana
temporal bastante precisa (Kennaway, 2005), que ha sido vinculada con el tiempo en el que se expresa
una mayor abundancia de Kissl a nivel central (Kauffman et al., 2007). También, se han reportado
proyecciones multisindpticas del SNA directamente al ovario (Yan y Silver, 2016). A nivel gonadal,
trabajos efectuados en roedores, reportan la presencia y la ritmicidad de los genes de reloj en las
células foliculares y luteales del ovario (Gotlieb et al., 2018), epididimo, vasos deferentes, vesicula

seminal (roedores: Bebas et al., 2009) y testiculos (roedores: Gotlieb et al., 2018).

Eferencias del NSQ con el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales.

Las diferencias sexuales en la funcion del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenales (HHA) se deben
en parte a las diferencias en las hormonas esteroideas gonadales circulantes. En general, la testosterona
actlia inhibiendo la funcion HHA, mientras que el estrogeno estimula la funcién HHA (Yany Silver,
2016). Las diferencias sexuales en la activacion del eje HHA en estudios con roedores han sido bien
establecidas y las hembras, en general, son mas reactivas que los machos (revision: Kudielka y
Kirschbaum, 2005). En general, se asume que la progesterona reduce la respuesta de estrés,
induciendo estados de calma y relajacion (revision: Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2022). Algunos
metabolitos neuroactivos derivados de la progesterona, como la alopregnanolona y la pregnanolona,
disminuyen la excitabilidad neuronal en el sistema nervioso central (Barbaccia et al., 2001; Mackenzie
y Maguire, 2014). En los roedores, la progesterona o sus metabolitos pueden tener efectos ansioliticos,
sedantes y analgésicos que pueden explicarse por su alta afinidad de union al receptor del acido vy-
aminobutirico, y por un efecto antagonista de los receptores serotoninérgicos (Valera et al., 1992;
Barbaccia et al., 2001). En animales de produccién, la administracion de progesterona exégena reduce
la respuesta de estrés de las ovejas al destete (Freitas-de-Melo et al., 2013). Tambien, se ha reportado
concentraciones de cortisol posesquila mas elevadas en las ovejas vacias que en las gestantes
(Ungerfeld y Freitas-de-Melo, 2019). Al mismo tiempo, las mayores concentraciones de cortisol
observadas durante la fase folicular en ovejas (Sosa et al., 2013) y en ratones hembras (Gong et al.,
2015) podrian aumentar la percepcion a diversos estresores. Ademas, en mujeres, se ha reportado una
coincidencia entre el pico de LH y el pico de cortisol. De un total de 15 mujeres que iniciaron el pico
de LH a las 08:00 h, 12 presentaron el maximo valor de cortisol a la misma hora, mientras que las

restantes tuvieron el pico de cortisol a las 04:00 h (Kerdelhue et al., 2002). La mayor concentracion
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de cortisol durante la fase folicular puede modificar el metabolismo energético, promoviendo la
movilizacién de las reservas de carbohidratos (glucogenolisis y gluconeogénesis) (Katsu y lguchi,
2015).

Respecto a los machos, en general, parece existir un antagonismo entre la secrecion de cortisol
y la secrecién de testosterona, el cual puede explicarse por el efecto inhibitorio que ejerce el cortisol
sobre la secrecién de GnRH/LH (Tilbrook et al., 2000). En toros (Welsh y Johnson, 1981), chivos
(Ungerfeld et al., 2021) y humanos (Sherman et al. 2016), el estrés puede inducir alteraciones en la
secrecion de testosterona, disminuyendo su secrecion o inhibiendo su efecto. No obstante, los efectos
de la testosterona en la secrecion de cortisol siguen siendo controvertidos. Mientras que el reemplazo
de testosterona no afecta la respuesta de cortisol a un desafio de ACTH en carneros castrados (van
Lieretal., 2014), la respuesta de cortisol a la hipoglucemia inducida por insulina es mayor en carneros

que en las ovejas (Turner et al., 2002).

Diferencias de comportamiento entre las hembras y los machos

A nivel del comportamiento, los cambios dimorficos en los patrones de actividad son diversos.
Por ejemplo, en humanos se ha reportado diferencias en el patron de suefio entre hombres y mujeres
(revision: Mong y Cuscano, 2015). Aunque la fase del suefio cambia a lo largo de la vida, entre los 20
y 50 afios de edad, las mujeres tienden a dormir mas temprano que los hombres. Este patrén de suefio
es consistente con el menor periodo circadiano que ha sido observado en las mujeres (Duffy et al.,
2011). Otro ejemplo de los efectos del sexo en la ritmicidad circadiana es el cambio en el inicio del
ciclo de actividad de correr en la rueda (wheel-running activity) que se produce durante el estro en
roedores de laboratorio. Asi, en la noche del pro-estro, las hembras comienzan su actividad circadiana
en la rueda antes que en otros dias del ciclo estral (Albers, 1981; Wollnik y Turek, 1988). En animales
de produccion, Lépez-Gatius et al. (2005) reportaron una estrecha relacion entre el aumento del
tiempo dedicado a caminar y la fertilidad en vacas. En tal sentido, en sistemas intensivos que usan
inseminacién artificial, el uso de podémetros podria ser una herramienta Gtil para detectar el celo y
predecir la ovulacion de las vacas (Roelofs et al., 2005). En general, los cambios en los patrones de
variacion diario de la conducta de las hembras durante el proestro-estro podrian ser provocados por
los elevados niveles de estrogenos de esa fase, 1o que es consistente con la presencia de receptores de
estrogenos en el NSQ (revision: Yan y Silver, 2016). Al respecto, en roedores, la magnitud (mesor)
de la actividad locomotora podria ser mediada por el receptor de estrégenos-o (Ogawa et al., 2003)
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mientras que, su distribucion temporal (acrofase) podria ser mediada por el receptor de estrégenos-3
(Hatcher et al., 2020).

La concentracion de testosterona también puede influir sobre el patron de actividad de los
carneros. En este sentido, los aumentos en la concentracion de testosterona estimulan la agresividad
(Lincolny Davidson, 1977) y la exhibicion de comportamientos sexuales (Ungerfeld et al., 2018), por
lo que los aumentos en la concentracion de testosterona podrian modificar el presupuesto de
actividades de los carneros, como sucede en ovinos cimarrones (Ovis canadensis) (Wang et al., 2018).
En ese mismo sentido, Argot et al. (1999) reportaron que los Carneros Soay consumen menos energia
metabolizable, probablemente por que dedican menos tiempo a comer, durante la estacion
reproductiva que, en la no reproductiva. No obstante, hasta donde pudo conocerse, no hay reportes
relacionados con los cambios en los patrones de variacion diario de la conducta asociados a las

concentraciones de esteroides sexuales en la especie.

Diferencias en la temperatura corporal entre las hembras y los machos

Las concentraciones de esteroides pueden modificar la temperatura corporal en las hembras,
ya que, por ejemplo, en algunas especies se produce un aumento de la temperatura corporal durante
la fase folicular (Mingoas y Ngayam, 2009; Scolari et al., 2011). Ademas, la ingesta y la digestion de
alimentos producen calor, por lo que se podria modificar el comportamiento alimentario durante la
fase folicular del ciclo estral. De hecho, el consumo de alimentos disminuye durante el periodo
periovulatorio en mujeres, lo que estd asociado con las altas concentraciones de cortisol (Fessler,
2003). Durante la fase folicular, la pérdida de calor podria controlarse a través de modificaciones del
comportamiento, incluyendo un mayor consumo y excrecién de agua, 0 permanecer mas tiempo del
dia de pie. Ademas, cuando se modifica la produccion de calor, se modifica el flujo sanguineo en
diferentes oOrganos y partes del cuerpo de los animales por vasoconstriccion superficial o
vasodilatacion.

En roedores se demostrd que tanto los estrégenos como la progesterona activan las vias
termogeénicas en los adipocitos marrones aislados y aumentan los marcadores de biogénesis
mitocondrial in vitro, mientras que la testosterona ejerce el efecto contrario (Rodriguez-Cuenca et al.,
2007). Clarke et al. (2012) reportaron que la testosterona reduce el gasto energético en los machos,
por lo que estos presentan una menor temperatura a nivel muscular (musculo esquelético) que las

hembras. Debido a que la testosterona afecta la secrecion de insulina, como se vera mas adelante, v,
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por tanto, la absorcion de glucosa mediada por la insulina (Harada et al., 2018), es probable que la
menor temperatura observada en machos pueda deberse a factores metabolicos. Ademas, la
testosterona también podria modificar la temperatura basal a través de sus efectos vasodilatadores
(Jones et al., 2003; Yildiz y Seyrek, 2007), lo que promueve la pérdida de calor. Finalmente, se
desconoce si los esteroides sexuales, tanto en la hembra como en el macho, podrian modificar el patron

de variacion diario de la temperatura corporal.

Testosterona. Efectos metabdlicos y ritmo circadiano

La testosterona, principal esteroide reproductivo masculino, es también una hormona
anabdlica. Su efecto sobre el metabolismo energético y salud en el macho podria ser mediado por la
insulina. De acuerdo a estudios efectuados en roedores (Harada et al., 2018), la testosterona favorece
la secrecion de insulina de las células beta de los islotes pancreéaticos. De esta forma, los ratones
castrados mantienen por mas tiempo la glucemia elevada que los ratones enteros cuando son
sometidos a un desafio con glucosa. Similarmente, en humanos, la menor concentracion de
testosterona se asocia con mayores concentraciones de glucosa en ayuno (Harada, 2018), resistencia
a lainsulina y pre-diabetes (Srikanthan y Karlamangla, 2011). Ademas, la testosterona esta implicada
en el aumento de la sensibilidad a la insulina en el hipotdlamo y en los tejidos hepéaticos y musculares;
por tanto, tiene un papel crucial en el metabolismo energético y proteico en los machos (Kelly y Jones,
2013). De esta forma, las deficiencias de testosterona incrementan el riesgo de desarrollo de sindrome
metabolico, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares en el hombre (Kelly y Jones, 2013).

La secrecion de testosterona no tiene un patrén ciclico, como sucede con los esteroides
sexuales en la hembra. Su patron de secrecion es pulsatil, aunque también presenta un ritmo
circadiano. En los carneros, las concentraciones de testosterona siguen un patron circadiano, con
aumentos durante las primeras horas de la noche - cuando los carneros son menos activos - y
concentraciones mas bajas entre las 09:00 y las 12:00 h, en el pico de actividad (Lincoln et al., 1977;
1982). En humanos, las mayores concentraciones de testosterona se presentan a primeras horas de la
mafiana (Miyatake et al., 1980; Tenover et al., 1988). EI mecanismo exacto de control de este patron
circadiano no ha sido, hasta donde fue posible conocer, totalmente dilucisado. Sin embargo,
seguramente involucra alguna eferencia del NSQ directamente al hipotalamo, como se mencioné
anteriormente. También, a nivel testicular, se ha reportado ritmicidad en la expresion de genes de

reloj, pudiendo ser otra via de modulacion de la secrecion de testosterona. Como ya se menciono, el
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NSQ presenta receptores de andrégenos a nivel de la region ventrolateral (core) (Yan y Silver, 2016).
Esto, al igual que pasaria con los receptores de estrogenos, implicaria que la testosterona, ademas de
ser eferente, es un aferente del sistema circadiano. Por tanto, surge la pregunta sobre si el reloj
bioldgico puede “percibir” los cambios en la secrecion de testosterona y sincronizar su “tiempo” con
base a estos. Las modificaciones metabdlicas provocadas por cambios en las concentraciones de
testosterona podrian modular al reloj bioldgico, modificando los ritmos circadianos del metabolismo
energético, incluida la secrecion de cortisol y la sensibilidad a la insulina. Por ejemplo, en humanos,
la vejez conlleva a una reduccién de la secrecion de testosterona la cual se asocia con desordenes

metabdlicos y alteraciones en el ritmo de suefio/vigilia (Tenover et al., 1988).

1.8. Cambios estacionales de los ovinos

Estacionalidad reproductiva

Los ovinos son especies con un patron reproductivo estacional. Su actividad reproductiva se
presenta durante los meses de fotoperiodo decreciente (finales del verano a inicios de otofio;
Chemineau et al., 2008), aunque con importantes variaciones de acuerdo a la raza y el lugar. En
Uruguay, la estacionalidad reproductiva de las hembras ha sido reportada, principalmente en hembras
Corriedale y Merilin y en menor grado, en términos de la longitud de la fase de anestro profundo, en
hembras Merino e Ideal (Fernandez-Abella et al., 1994). En los machos (carneros), las fluctuaciones
estacionales en la actividad reproductiva incluyen cambios en la conducta sexual (Lincolny Davidson,
1977), secrecion de testosterona (Pérez-Clariget et al., 1998), espermatogénesis, peso y volumen
testicular (Ortavant et al., 1985). En concordancia con la mayor actividad reproductiva de los machos
en el otofio (fotoperiodo decreciente), y el tiempo imprescindible para la espermatogénesis, la
concentracion de testosterona en carneros Corriedale y Merino en Uruguay es maxima desde la mitad
del verano hasta inicios del otofio (entre enero y abril) y minima en invierno y primavera (entre junio
y noviembre) (Pérez-Clariget et al., 1998).

Las variaciones estacionales de la actividad reproductiva estan determinadas por cambios
estacionales de la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal, las cuales son reguladas por la
melatonina, principal sefial endocrina del ciclo luz:oscuridad. La melatonina se secreta y alcanza su
maxima concentracion durante la fase oscura, por lo que a medida que se acorta el fotoperiodo y

aumentan las horas de oscuridad, aumenta la cantidad de horas en las que la concentracion de
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melatonina es alta (Goldman et al., 1981). El aumento en la cantidad de las horas en que se secreta
melatonina modifica la actividad de las neuronas secretoras de Kisspeptina, aumentando la secrecion
de dicha hormona, y conduciendo a un patron de secrecion de GnRH tipico de la estacion reproductiva
(Chalivoix et al., 2010).

Cambios metabdlicos, de conducta y de adaptacion térmica asociados a la estacionalidad

Los cambios estacionales en la reproduccién se acompafian con modificaciones en la oferta de
recursos alimenticios, consumo voluntario, estado metabdlico y reservas corporales. Al menos en las
regiones templadas, los ovinos aumentan su consumo de alimentos durante la primavera y el verano,
aumentando sus concentraciones de glucosa, insulina y acetato en sangre (Chilliard y Bocquier, 2000).
Por otro lado, el consumo voluntario disminuye en invierno (lason et al., 1994), por lo que se produce
un aumento de la movilizacién del tejido adiposo, reflejado en una mayor concentracion de acidos
graso no esterificados (Larsen et al. 1985; Bocquier et al., 1998). Las ovejas expuestas a dias cortos
presentan menores concentraciones de leptina y prolactina que las que fueron expuestas a dias largos.
Estos resultados, que fueron independientes de la ingesta de alimentos, condicion corporal o actividad
gonadal de las ovejas, reflejan una mayor sensibilidad de las ovejas a la privacion de alimentos durante
la estacién reproductiva, cuando el fotoperiodo es descendiente, lo que seguramente afecta su
capacidad reproductiva (Bocquier et al., 1998). Contrariamente a lo que ocurre en el invierno, luego
de un periodo de privacion, la realimentacion durante los dias largos aumenta la actividad lipogénica
de las ovejas. Lo anterior es congruente con la mayor reposicion de grasa que ocurre naturalmente en
dias largos, cuando la oferta de alimento es abundante (Bocquier et al., 1998). Ball et al. (1996)
reportaron resultados similares en ovejas, pero no en carneros. La mayor deposicion de grasa de los
carneros se presenta en el verano, similar a lo que ocurre en las hembras, pero la deposicion de
masculo estaria ocurriendo mas tarde, durante el invierno.

Como se mencion0 previamente, practicamente no hay informacion sobre el patron de
variacion diario de la sensibilidad a la insulina en ovinos. La falta de informacion incluye, ademas del
posible rol modulador de los esteroides sexuales en la misma, las variaciones estacionales que
pudieran presentarse, tanto en la sensibilidad general como en su patrén de variacion diario. No
obstante, se ha reportado que, en hombres de edad avanzada, la sensibilidad a la insulina es menor en
el invierno que en el verano, lo que se asocia con la temperatura ambiental exterior (Berglund et al.,

2012). Con relacion a otros metabolitos evaluados en la presente Tesis, Piccione et al. (2011) reportan
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que las concentraciones de proteinas séricas totales y de albimina también varian a lo largo del afio,
coNn mayores concentraciones en primavera y verano.

La estacionalidad podria asociarse con modificaciones en el patron de actividades diarias y
con adaptaciones térmicas, ya que, durante los momentos de mayor temperatura ambiental, los
rumiantes invierten mas tiempo en buscar sombra, consumen y rumian menos y dedican menos tiempo
a descansar echados (Silanikove 1987; Vizzotto et al. 2015). En condiciones extensivas, Sarout et al.
(2018) reportaron que, durante los meses de primavera y verano, las ovejas se presentan activas
durante las horas de luz y practicamente estan inactivas durante las horas de oscuridad, pero durante
el otofio e invierno, las actividades diurnas presentan varios picos y, durante la oscuridad, los periodos
de descanso también se alternan con breves momentos de actividad, aunque de baja intensidad.

Por otro lado, dado que los carneros presentan un patrén estacional en las concentraciones de
testosterona, estimular la secrecion de testosterona durante la estacion en la que ésta se encuentra en
menores concentraciones puede constituir un modelo para determinar los efectos de la testosterona en
el patron metabdlico y de comportamiento diario. Una alternativa para ello es administrar

gonadotrofina coridnica equina (eCG) a los carneros (Ungerfeld et al., 2018).
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2. FUNDAMENTACION DEL TRABAJO DE TESIS

La importancia y posibles impactos de la cronobiologia — la ciencia que estudia los ritmos y
relojes bioldgicos — han cobrado auge, tanto en la vida cotidiana en general como a nivel de la salud.
De hecho, en 2017 el premio Nobel en Medicina fue otorgado a los doctores Jeffrey Hall, Michael
Young y Michael Rosbash, pioneros en el descubrimiento del mecanismo de control molecular del
reloj bioldgico de los seres vivos.

De acuerdo a Refinetti (2016), mas de la mitad de los estudios reportados en la literatura sobre
circadianidad han sido realizados en humanos y los que han sido efectuados en animales fueron
principalmente en ratas (43%) y ratones (12%), y solamente el 5% fueron en animales de interés
productivo. Incorporar informacion sobre ritmos circadianos en las practicas productivas es un
enfogque novedoso que pudiera mejorar los resultados productivos, reproductivos y la calidad de los
productos (Li et al., 2021), asi como aspectos de bienestar en los sistemas de produccion con animales.
Por ejemplo, ¢se podria mejorar la eficiencia de uso de un alimento concentrado solo con variar su
hora de suministro? La hora de ordefio, de los traslados y agrupaciones, ¢se corresponden con el ritmo
circadiano de los animales? En la reproduccion asistida, ¢el momento del dia modifica los resultados
de la colecta de semen, de la inseminacién y/o trasplante de embriones? ¢La hora de administracion
de farmacos y/o tratamientos mejora su accién/respuesta? ¢La sensibilidad al dolor, la respuesta a la
sedaccion y anestesia es similar a lo largo del dia? Para responder estas preguntas hay que comprender
como operan estos ritmos en los animales de produccion y los factores que los modulan. También,
desde el punto de vista experimental, cotidianamente se efectlan diversas evaluaciones fisioldgicas,
metabolicas y de conducta en las investigaciones con ovinos. Los resultados de los experimentos
pueden verse alterados si dentro del enfoque experimental no se considera el efecto del ritmo
circadiano cuando se realizan muestreos, registros, grabaciones u otros. Lo anterior también se aplica
al estado reproductivo (concentracion de esteroides sexuales; estado fisiologico), ya que tanto el
metabolismo como la conducta de los animales puede variar en funcién de este, incluido, su
modulacion circadiana.

A pesar de la reduccion del stock ovino, la produccion ovina continua siendo un rubro de interés
econdmico y social en Uruguay y forma parte del complejo agro-exportador. Las exportaciones de

lanay de carne ovina fueron valoradas en ~ 300 millones de délares americanos durante el 2021 (SUL,
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2022). Considerando la relacion mano de obra familiar/mano de obra asalariada, la produccién ovina
tiene, desde el punto de vista social, una fuerte orientacion familiar y una tradicion importante para el
pais. Adicionalmente, la incorporacion de pequefios productores intensivos en la zona sur del pais,
principalmente para la produccion de corderos, demanda el desarrollo de nuevas tecnologias y una
mayor innovacion. Uruguay, ademas, enfrenta el desafio de producir en forma sostenible, eficiente y
con altos estandares de calidad, incluido el tema de bienestar de los animales, por lo que el estudio de
los ritmos circadianos puede contribuir con el logro de estos desafios.

La funcion fundamental del sistema circadiano es proveer la organizacion temporal de los
procesos fisiologicos y de conducta de los animales para permitir su maxima adaptacion. A pesar de
que se ha considerado que este sistema opera de forma jerarquica, es decir que el reloj principal (NSQ)
percibe la informacion del “tiempo” y luego la trasmite a los relojes periféricos, cada dia hay mas
evidencias de que su funcionamiento no es autbnomo y que también precisa de sefiales de
retroalimentacion. Esta Tesis indaga en la modulacion que podria ser ejercida por los esteroides
sexuales sobre el sistema circadiano (sefial no fética interna). En tal sentido, como puede derivarse de
los antecedentes, en el NSQ existen receptores de estrégenos y de testosterona, por lo que ambos
esteroides pueden ejercer efectos moduladores de los ritmos bioldgicos, permitiendo ajustar el patron
de variacion diario de aquellas funciones que favorezcan la reproduccion. Sin embargo, dichos efectos
no han sido dilucidados en especies rumiantes de interés productivo. En los ovinos, la estacionalidad
reproductiva, que implica cambios en las concentraciones de esteroides, asi como cambios en el
fotoperiodo y temperatura ambiente, podrian influir en los patrones de variacion diario del
metabolismo y la conducta, modificandolos de acuerdo a la estacion. La hembra ciclica podria ajustar
su ritmo circadiano de acuerdo con la fase del ciclo reproductivo, para facilitar esta funcion, p.e.
cambios conductuales, que favorezcan la proceptividad y la receptividad al macho durante el celo.
También, pueden presentar estados de alerta, con o sin modificacion de la secrecién de cortisol,
cambios metabdlicos, p.e. en la sensibilidad a la insulina, para garantizar la disponibilidad de
nutrientes para la ovulacion, fecundacion o, estados de reposo-tranquilidad durante la gestacién. En
los machos, en los que en general la informacion en el tema es mas escasa, los cambios en la
concentracion de testosterona constituyen un modelo experimental menos complejo para dilucidar
algunos aspectos generales relacionados con la modulacién que ejercen los esteroides sexuales en el

sistema circadiano.
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3.

HIPOTESIS

Hipdtesis general

La fase del ciclo estral, el momento del afio y la administracion de eCG y testosterona modifican los

patrones de variacion diaria de la concentracion de cortisol, el metabolismo, la temperatura y el

comportamiento de los ovinos.

Hipotesis especificas

la fase del ciclo estral (folicular vs luteal) influye en los patrones de variacion diario de la

concentracion de cortisol, metabolismo glucidico, temperatura corporal y comportamiento.

los patrones de variacion diario de la concentracion de cortisol, metabolismo glucidico,
temperatura corporal y comportamiento durante la estacion reproductiva (mayor
concentracion de testosterona) difieren de los de la estacidbn no reproductiva (menor

concentracion de testosterona).

en la estacion no reproductiva, el incremento en la concentracion de testosterona inducida por
la administracion de eCG se asocia con cambios en los patrones de variacién diario de la

concentracion de cortisol, metabolismo glucidico, temperatura corporal y comportamiento.

la administracion de testosterona éxogena modula el patron de variacion diario del
metabolismo glucidico, la temperatura corporal y del comportamiento en corderos castrados

en desarrollo.
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4. OBJETIVOS

Obijetivo general

Determinar si la fase del ciclo estral de la oveja, el momento del afio, la administracién de eCG a
carneros o testosterona a corderos castrados, modifican el patron de variacion diario de la

concentracion de cortisol, metabolismo, temperatura corporal y comportamiento.

Objetivos especificos

- Comparar el patrén de variacion diario de las concentraciones de cortisol e insulina, glucemia,
relacion glucemia:insulina, temperatura corporal (rectal, vaginal y superficial) y comportamiento en

ovejas en fase folicular y fase luteal del ciclo estral.

- Comparar el patron de variacion diario de las concentraciones de testosterona, cortisol,
insulina, glucemia, relacién glucemia:insulina, concentracion de proteina total y alblmina,
temperatura superficial y comportamiento en carneros en los meses de agosto (estacion no

reproductiva) y de febrero (estacion reproductiva).

- Comparar el patrén de variacion diario de las concentraciones de cortisol e insulina, glucemia,
relacién glucemia:insulina, temperatura superficial y comportamiento en carneros con y sin

administracion de eCG durante la estacion no-reproductiva.

- Comparar el patrén de variacion diario de la temperatura corporal (superficial y rectal) y del

comportamiento en corderos castrados al nacer, con o sin reemplazo de testosterona, durante el verano.
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5. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Tal como fue mencionado previamente, hay pocos estudios sobre los ritmos circadianos en los
animales de produccion animal. Esto se ha debido, probablemente, a la dificultad de someter a las
especies productivas a condiciones de “curso libre”, bajo condiciones experimentales muy
controladas. Sin embargo, entender como operan los ritmos bioldgicos ante desafios ambientales y
enddgenos podria ser de interés tanto fisioldgico como productivo. Como aproximacién experimental,
en esta Tesis de doctorado se planted estudiar el efecto bioldgico de los esteroides sexuales y el
momento del afio, que también afectan la concentracion de éstos esteroides, sobre el patron de
variacion diario del metabolismo energético y del comportamiento en ovinos.

Se realizaron cuatro experimentos. En el Experimento | se sincronizé la fase del ciclo estral
de las ovejas con la aplicacion de un anélogo de prostaglandina-F2-alfa de modo de obtener hembras
en fase folicular (nivel de progesterona bajo; relacion estradiol/progesterona alta) y fase luteal del
ciclo estral (nivel de progesterona alto; relacién estradiol/progesterona baja). Este experimento fue
realizado en Venezuela con ovejas West African (raza de pelo), que presentan pocos cambios
reproductivos estacionales (de Combellas, 1993), constituyendo un excelente modelo para desafiar la
hipétesis general sin el efecto de los cambios en el fotoperiodo presente en las hembras de otras razas
y otras latitudes. Ademas, el experimento fue realizado en la época fresca del afio, garantizando la
disponibilidad de alimentos, causa fundamental del anestro de estas ovejas (Gonzalez-Stagnaro, 1984;
de Combellas, 1993).

En contraposicion, la estacién reproductiva de los carneros Corriedale en Uruguay,
consecuencia de los cambios de fotoperiodo, se caracteriza por un aumento sostenido en la
concentracion de testosterona. Ademas, desde el punto de vista climatico, la estacion reproductiva
coincide con el momento del afio en que las temperaturas ambientales son superiores. Por ello, se
plante6 comparar las diferencias en los patrones de variacion diarios del metabolismo y del
comportamiento de acuerdo con el momento del afio [verano (febrero): estacion reproductiva vs.
invierno (agosto): estacion no-reproductiva] (Experimento Il). En este caso, tanto el fotoperiodo
(sincronizador fético), como la temperatura ambiente (sincronizador no fético externo), asi como la
concentracion de testosterona (sincronizador no fético interno), estuvieron modulando al sistema
circadiano.

Los Experimentos Il y IV, tratanto de uniformizar los efectos ambientales externos, se
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efectuaron en la estacion no reproductiva y reproductiva, respectivamente. Durante la estacién no-
reproductiva, los carneros de la raza Corriedale presentan concentraciones de testosterona bajas. La
administracion de eCG, independientemente de la estacion del afio, causa un incremento de las
concentraciones de testosterona en los carneros. Lo anterior permitié contar en simultaneo con
carneros con bajas concentraciones de testosterona, debido al momento del afio, y carneros con altas
concentraciones de testosterona, debido a la administracion de eCG (Experimento I11). Finalmente,
en el Experimento IV, la utilizacion de corderos castrados al nacer, es decir, no expuestos a
testosterona desde el nacimiento, y el posterior reemplazo de testosterona, tanto en forma aguda como
cronica, permitio poder dilucidar en forma més precisa si este esteroide podria estar involucrado en la
modulacion del sistema circadiano de los machos. Para este Gltimo experimento, solo se presentan
resultados parciales.

En todos los experimentos los animales fueron manejados en condiciones ambientales
naturales, en corrales individuales a cielo abierto en los experimentos con machos y bajo techo en el
experimento con las hembras, con registro in situ de la temperatura ambiental y humedad relativa y
de las horas de luz imperantes (momentos de la salida y puesta del sol). Ademas, los animales fueron
alimentados dos veces al dia, siempre a las mismas horas (AM: entre las 07:30 y 08:30 h; PM: entre
las 15:30 y 16:30 h), tratando de minimizar la sincronizacion que la hora de alimentacion ejerce sobre
el sistema circadiano. Respecto a las variables evaluadas, la concentracién de cortisol, que también es
una hormona metabolica, tiene un rol central en las respuestas de estrés por lo que es de interés poder
evaluar como se modula su patron de variacion diario en la especie de acuerdo a los factores
considerados. Adicionalmente, considerando que tanto el cortisol como la temperatura corporal
pueden ser marcadores de fase del ritmo circadiano en los mamiferos (Gooley, 2016), su incorporacion
como variables en estudios relacionados con el funcionamiento del sistema circadiano es mas que
relevante. Con relacion a las variables hormonales y metabdlicas, si bien se determind glucemia,
concentracion de insulina y se calculd la relacion glucemia:insulina (indicador de la sensibilidad a la
insulina), es decir, principalmente el metabolismo glucidico, también se determind la concentracion
sérica de proteinas totales y albumina y, los cambios en la temperatura corporal, todas relacionadas
con el metabolismo energético. También se evallo el patron de actividad:descanso de los animales y
por ultimo, la temperatura superficial medida a nivel del ojo y otras zonas rostrales. Estas regiones
constituyen ventanas térmicas que permiten interpretar los flujos sanguineos y las respuestas

termorregulatorias asociadas en animales no esquilados.
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6. EXPERIMENTOS

6.1. Experimento I. Efecto de la fase del ciclo estral sobre el patron de variacion diario del

metabolismo energético y comportamiento en ovejas. (Articulo 1).

Obijetivos

- Comparar, en ovejas en fase folicular y fase luteal del ciclo estral:

o el patron de variacion diario de las concentraciones séricas de cortisol, insulina,
glucemia y relacion glucemia:insulina.

o el patrén de variacion diario de la temperatura corporal (rectal, vaginal y superficial) y
de la frecuencia respiratoria.

o la frecuencia en que las ovejas son observadas efectuando las actividades comiendo,
rumiando, paradas, echadas, orinando, defecando, tomando agua y en posicion bipeda,

durante el dia.

Materiales y métodos

El experimento se realizo en el Laboratorio-Seccién de Ovinos de la Facultad de Agronomia
de la Universidad Central de Venezuela (10°16’ N; 67°35" O), durante los meses de febrero y marzo
(época fresca en la region; Anexo 1) y tuvo una duracion de 32 d. Se utilizaron 8 ovejas West African
adultas pertenecientes al rebafio experimental (48,3 + 2,7 kg), con actividad ovarica verificada
mediante observacion del tracto reproductivo con ultrasonido. Debido a que las ovejas eran
rutinariamente manejadas en condiciones de semi-estabulacion, con pastoreo diurno (desde las 8:00 a
16:00 h) y confinamiento el resto del dia, fueron sometidas a un periodo de acostumbramiento de 21
d a las condiciones experimentales. Durante ese periodo, las ovejas fueron alojadas en corrales
individuales, tuvieron contacto con humanos cada dia y fueron alimentadas en dos momentos: mafiana
(entre las 07:30 y 08:30 h) y tarde (entre las 15:30 y 16:30 h). La dieta, de mantenimiento, estuvo
compuesta por heno de pasto estrella [Cynodon nlemfuensis; 1,7 kg animal *day*; ~90% de materia
seca (MS) y ~18% de proteina cruda (PC)], alimento concentrado comercial (400 g animal ‘day *;
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~88% MS, ~14% PC), cascara de naranja fresca (600 g animal™® day*; ~30% MS; ~6% PC),
suplemento mineral (50 g animal™?) y libre acceso a agua ad libitum. Para minimizar la reaccion
negativa durante las determinaciones de temperatura corporal y muestreos sanguineos, los cuales
incluyen captura y sujecion de los animales, las ovejas recibieron estimulacién tactil (Chaumont et
al., 2021). Brevemente, cada oveja fue cepillada por 5 min dia™ en la region dorsal, en sentido craneo-
caudal, usando un cepillo de cerdas semi-duras de pléstico.

Tratamientos experimentales

Las ovejas fueron asignadas a uno de los siguientes tratamientos: a) fase folicular; b) fase
luteal. Para ello, el ciclo estral fue sincronizado con cloprostenol, un analogo de prostaglandina-F2-
alfa (75 ug mL ™ de cloprostenol IM). Las ovejas fueron divididas al azar en dos grupos de modo que,
en el primer periodo de muestreo, la mitad de las ovejas se encontraran en fase folicular y la otra mitad
en fase luteal, invirtiéndose ésto en el segundo periodo de muestreo, el que se efectlio 10 dias después.

La fase del ciclo estral fue confirmada de acuerdo con las concentraciones de progesterona (se
consideré que concentraciones > 1 ng mL™ de progesterona son compatibles con la presencia de un
cuerpo luteo funcional). Cada periodo de muestreo tuvo una duracion de 50 h, e incluy0 registros de
comportamiento (durante las primeras 48 h), de variables fisiologicas (s6lo durante las primeras 24 h)
y muestreos de sangre para las determinaciones metabdlicas y endocrinas (sélo durante las Gltimas 26
h). El dia anterior a cada periodo de muestreo, se insertd un catéter en la vena yugular de cada oveja

utilizando anestesia local (1 a 2,5 mL animal™ de lidocaina al 1%).

Condiciones ambientales

Durante todo el experimento, la temperatura ambiente y la humedad relativa se registraron
cada hora con una estacion meteoroldgica portatil colocada in situ. El indice de temperatura-humedad
(ITH) se calculé segun Valtorta y Gallardo (1996). La temperatura ambiental y el ITH durante el dia
variaron de forma similar, con valores maximos entre 29-31 °C y 76-78 unidades, para temperatura
ambiente e ITH, los cuales se presentaron entre de 13:00 h a 15:00 h. La variacion diaria entre las
temperaturas minima y maxima fue de ~10 °C. La humedad relativa media diaria super6 el 60%. La

hora de la salida y puesta del sol fue a las 06:30 h y a las 19:00 h, respectivamente.
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Registros de comportamiento

Las actividades realizadas por las ovejas fueron determinadas mediante paneo visual cada 2 h,
desde las 09:00 h del primer dia hasta las 09:00 h del segundo dia de evaluacion. En cada paneo se
registrd el nimero de ovejas observadas comiendo, rumiando, paradas, echadas, orinando, defecando
y tomando agua y en posicidn bipeda (con las patas delanteras apoyadas en la pared del corral y/o
comedero). Estas observaciones se efectuaron evitando que las ovejas registraran la presencia del

observador.

Temperatura corporal y frecuencia respiratoria

La frecuencia respiratoria, temperatura rectal, temperatura vaginal y temperatura superficial
fueron determinadas con la misma frecuencia que los registros de conducta, pero solo durante el
primer dia de cada periodo de muestreo y, siempre después de realizar el paneo visual. La frecuencia
respiratoria se determin6é mediante el contaje de los movimientos del flanco del animal durante 15 sy
luego extrapolando este valor a mov.min™. Posteriormente, se midié la temperatura vaginal y
temperatura rectal, usando un termometro digital.

La temperatura de la superficie corporal se midié sobre el pelo (piel con pelo) de los animales
en diez puntos del cuerpo segin Montanholi et al. (2008): 1) regién del lomo, 2) grupa, 3) fosa
paralumbar, 4) vena nasal 5) vena ocular, 6) frente, 7) regién craneal, 8) cuello, 9) miembro anterior

y 10) miembro posterior. Las mediciones de temperatura se registraron con un termoémetro infrarrojo.

Muestreo de sangre y determinaciones

Las muestras de sangre se empezaron a colectar al final de la medicion de las variables
fisiolégicas, comenzando a las 09:00 h del segundo dia del periodo de muestreo, y terminando a las
11:00 h del dia siguiente. Las muestras se colectaron cada hora de las 06:00 a las 18:00 h, y cada 2 h
de las 18:00 a las 06:00 h. La sangre se recogio en tubos sin aditivos y se centrifugé (1500 g durante
10 min), se separo el suero y se almacen6 inmediatamente a -20 °C.

Las determinaciones hormonales se realizaron con kits comerciales de ELISA (detalles en el
Anexo I). La concentracién de progesterona se determinind en la muestra colectada a las 09:00 h. Las
concentraciones de cortisol se determinaron en todas las muestras mientras que, las de insulina se
determinaron solo en las muestras colectadas a las 02:00, 06:00, 09:00, 13:00, 15:00 y 22:00 h. La

glucemia se determind a través de métodos enzimaticos-espectrofotométricos, usando un kit comercial
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en los mismos tiempos en que se determind el cortisol. Finalmente, se calculd la relacion

glucemia:insulina en las horas en las que se determind la concentracion de insulina.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se presenta, para los 4 experimentos, al final de esta seccion.

Resultados

A continuacion, se presentan los resultados més relevantes de este experimento.

Las concentraciones séricas de cortisol promedio fueron superiores durante la fase folicular
que durante la fase luteal (30,9 + 2,1 ng.mL? vs 24,1 + 2,1 ng.mL?; P < 0,01). Ademas, se observo
un atraso en el momento del dia en que se produce el valor maximo de la concentracion de cortisol;
mientras que la acrofase de la concentracion de cortisol durante la fase luteal se observo las 05:07,

durante la fase folicular se produjo a las 10:00 + 0:49 h (P < 0,05) (Figura 5; Figura 6).
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Figura 5. Patron de variacion diario de la concentracion de cortisol en ovejas en fase folicular (rojo)

y luteal (azul) del ciclo estral.

Las areas grises indican el momento de suministro de alimento. Las barras blancas y negras indican los periodos
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de luz-oscuridad. Las lineas punteadas representan el acrofasograma para cada fase del ciclo estral. *P < 0.05;
**P < 0.01 indica diferencias entre las fases del ciclo estral en ese momento del dia.

No hubo diferencias en el patron de variacion diario de la glucemia y concentracion sérica de
insulina. En ambas fases, la acrofase ocurrié ~14:00 h y entre las 17:00h y 18:00 h, respectivamente
(Figura 6). La relacion glucemia:insulina no presentd ritmicidad, pero tanto la glucemia como la
relacion glucemia:insulina fueron mayores durante la fase folicular que durante la luteal [(glucemia:
699+ 1,1mgdL'vs 63,9 +1,1mgdL?(P<0,01); relacion glucemia:insulina: 2,2 + 0,2 vs 1,8 +
0,2 (P = 0,04), respectivamente]. La fase del ciclo estral no afectd la concentracion de insulina sérica
(folicular: 43,3 + 6,6 pg.mL™ vs luteal: 44,9 + 6,6 pg.mL™).

La fase del ciclo estral no modifico el patron diario de la temperatura superficial media ni la
rectal. En ambas fases, la acrofase se present6 ~14:30 h y ~17:00 h, respectivamente (Figura 6). Sin
embargo, tanto la temperatura rectal como la vaginal, asi como las temperaturas superficiales tomadas
anivel de la vena nasal, frente y tabla del cuello fueron superiores durante la fase folicular que durante

la fase luteal (P < 0,05). No se detectd ritmicidad para la temperatura vaginal.
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Figura 6. Patrones de variacion diario de ovejas en fase folicuar y fase luteal del ciclo estral.

Se presentan las horas del dia en que se observaron los valores maximos (acrofases) de las variables
consideradas. Diferentes colores para una misma variable indican que la acrofase fue diferente de acuerdo a la
fase del ciclo estral. Las areas gris y blanca representan las horas de oscuridad y luz durante la evaluacion.

Durante la fase folicular se observé a las ovejas orinando mas veces que durante la fase luteal
(7,3 +1,5% vs 1,7 £ 1,5%, respectivamente, P < 0,05). También, durante la fase folicular se observé
mas veces a las ovejas paradas, bebiendo agua y en posicion bipeda, que durante la fase lutal (P =
0,07; P=0,08y P = 0,07, respectivamente).
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6.2. Experimento Il. Efecto del momento del afio sobre los patrones de variacion diario de la

concentracion de testosterona, cortisol y metabolismo energético en carneros. (Articulo I1).

Obijetivos

- Comparar en carneros, durante la estacion reproductiva (verano) y la estacion no reproductiva

(invierno), el patrén de variacion de:

o las concentraciones sanguineas de testosterona, cortisol, insulina, proteina total y

albimina, glucemia y relacion glucemia:insulina.
o latemperatura superficial medida a nivel rostral y del ojo.

o el porcentaje del tiempo que los animales dedican a comer, rumiar, estar parados, estar

echados y dormir.

Materiales y métodos

El estudio se realizd en la Facultad de Veterinaria de la Universidad de la Republica
(Montevideo, Uruguay; 56°11’ O, 34°54’ S). Se utilizaron 10 carneros Corriedale adultos [peso
corporal: 69,0 + 4,5 kg; condicion corporal: 3,5 £ 0,5 (media £ DE); edad: 3-4 afios], los cuales fueron

evaluados durante los siguientes momentos del afio:

a) la estacién reproductiva (verano: enero-febrero): fotoperiodo decreciente, mayores temperaturas
ambientales, mayor concentracion de testosterona en carneros Corriedale (Pérez- Clariget et al. 1998;
Ungerfeld, 2012).

b) la estacion no reproductiva (invierno: agosto-septiembre): fotoperiodo creciente, menores

temperaturas ambientales, menores concentracion de testosterona en carneros Corriedale.

Los mismos carneros fueron acostumbrados por 21 dias, en ambas estaciones, a las
condiciones experimentales. Los carneros fueron esquilados 6 meses antes de cada evaluacion para
asegurar un crecimiento de la lana de 5 a 7 cm de longitud, mantenidos bajo fotoperiodo y temperatura
ambiente naturales, y sin presencia de hembras. Durante el dia (de 07:00 h a 17:00 h), los carneros

fueron alojados en corrales individuales (2,0 m x 1,0 m, situados al aire libre) y, durante la noche (de
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17:00 h a 07:00 h), alojados dos corrales colectivos techados con piso de concreto. La alimentacion
consistié en el suministro de heno de alfalfa (Medicago sativa) (1,0 kg.animal™.dial; ~85 % de
materia seca [MS], ~18 % de proteina cruda [PC]) y alimento concentrado comercial (250
g.animal’.dia’; ~88 % de MS, ~14 % de PC), segin sus requerimientos de mantenimiento (NRC
2007), ofrecido en dos momentos del dia (en la mafana, entre las 07:30 h - 08:30 h y por la tarde,
entre las 15:30 h - 16:30 h), ademas, tuvieron libre acceso al agua durante todo el dia. Como fue

descrito en el Experimento I, los carneros recibieron diariamente estimulacion tactil.

Condiciones ambientales

En ambas estaciones se registraron la temperatura ambiente y la humedad relativa cada hora,
in situ, con una estacion meteoroldgica portatil automatizada (altura: 1,2 m). El ITH fue calculado
como fue descrito en el Experimento I. En la estacion reproductiva, la temperatura ambiente oscilo
entre 18 °C y 24 °C, la humedad relativa y el ITH se mantuvieron constantes durante el dia, con
valores entre 40-60 % y entre 60-72 unidades, respectivamente. La hora del amanecer fue a las 06:13
hy la del atardecer a las 19:43 h. En la estacidn no reproductiva, la temperatura ambiental oscil6 entre
8,0 °Cy 23 °C, la humedad relativa media superé el 80% la mayor parte del dia, y el ITH oscil6 entre
48 unidades y 68 unidades (entre las 12:00 h y las 14:00 h). La hora de la salida y la puesta del sol
fueron 07:01 hy 18:27 h.

Registros de comportamiento

La actividad de cada animal (comiendo, rumiando, de pie, echado o durmiendo) se registro
cada hora antes de registrar cualquier otro dato. La misma fue reportada como porcentaje del tiempo
en las que cada carnero realiz6 cada actividad, en los siguientes intervalos: de 09:00 a 12:00, de 13:00
a 16:00, de 17:00 a 20:00, de 21:00 a 24:00, de 01:00 a 04:00, 05:00 a 08:00, y 09:00 a 11:00 del dia

siguiente.

Temperatura superficial

La temperatura superficial, tomada a nivel rostral, se registro cada hora, siempre antes de la
colecta de las muestras de sangre. Las imagenes térmicas fueron obtenidas con una camara digital
infrarroja a 1 my, fueron analizadas utilizando el software FLIR Tools. Las areas delineadas fueron

el ojo (coérnea), fosas lagrimales externas (proximal y distal), base de la oreja y nariz. Se reportan los
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registros de la temperatura méaxima determinada en las &reas mencionadas.

Muestreo de sangre y determinaciones

Las muestras de sangre se tomaron desde las 09:00 h del primer dia de evaluacion, hasta las
11:00 h del dia siguiente (total del periodo de muestreo: 26 h; total de muestras por carnero 27). La
sangre se colect6 cada 1 h, siguiendo siempre el mismo orden entre los animales. Cada muestra de
sangre (~ 5 mL) se dividid en dos tubos, uno sin aditivos y otro con fluoruro de potasio (para la
determinacion de la glucemia), y se centrifug6 (1500 g durante 20 min) para separar el suero y el
plasma, respectivamente. Tanto el suero como el plasma se almacenaron inmediatamente a -20 °C.

Las concentraciones de testosterona y cortisol fueron determinadas por radioinmunoanélisis
en fase sélida (RIA; Anexo Il). La concentracion de testosterona se midio en las muestras colectadas
a las 09:00, 10:00, 12:00, 15:00, 18:00, 21:00, 22:00, 24:00, 03:00, 06:00, 09:00 y 11:00 h. La
concentracion de cortisol se midio en todas las muestras colectadas. La concentracion de insulina se
midié por un ensayo inmunoradiométrico comercial (IRMA; Anexo Il) en las muestras colectadas a
las 09:00, 10:00, 12:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00, 21:00, 22:00, 24:00, 03:00, 06:00, 09:00 y 11:00
h. La glucemia, la concentracion de proteinas totales de la sangre y de albumina se midieron por
colorimetria en todas las muestras colectadas. Se calculd la relacion glucemia:insulina. En todos los

casos se utilizaron kits comerciales.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se presenta, para los 4 experimentos, al final de esta seccion.

Resultados

A continuacion, se presentan los resultados més relevantes de este experimento.
El mesor y la amplitud del patrén de variacion diario de la concentracion de cortisol fueron
menores durante la estacion reproductiva (P = 0,01 para ambos). No obstante, la acrofase tendié a

presentarse mas temprano durante la estacion no reproductiva (de ~ 2 h; P = 0,07) (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Cambios estacionales en el patron de variacion diario de cortisol en carneros Corriedale.
Naranja: estacion reproductiva; azul: estacion no reproductiva. Las lineas punteadas representan el
acrofasograma para cada estacion. Las &reas grises indican los periodos de oscuridad en cada estacion. Las
barras verticales indican los momentos de suministro de alimento. Diferencias entre horas (momento del dia):
avshb: P<0.05).

La concentracion sérica de testosterona y la glucemia fueron mayores (P < 0,001) y la de
insulina tendié a serlo (P = 0,06) durante la estacion reproductiva que en la no reproductiva. Sin
embargo, los patrones de variacion diarios de las tres variables no fueron diferentes entre estaciones
(Figura 8). No obstante, la acrofase de la relacion glucemia:insulina (Figuras 8 y 9), asi como la del
tiempo dedicado a dormir (Figura 8 y 10) se produjeron antes durante la estacion reproductiva
comparado con la no reproductiva (P = 0,001). Adicionalmente, durante la estacion reproductiva los
carneros distribuyeron mas uniformemente (menor amplitud) el tiempo dedicado a comer, a estar
parados y a estar echados. Las concentraciones de proteina total y aloumina fueron mayores en la
estacion reproductiva que en la no reproductiva (P < 0,001; para ambas), pero ninguna presenté un

patrén de variacion diario claro.
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Figura 8. Patrones de variacion diario de carneros Corriedale durante la estacion reproductiva 'y la no

reproductiva.

Se presentan las horas del dia en que se observaron los valores maximos (acrofases) de las variables
consideradas. Diferentes colores para una misma variable indican que la acrofase fue diferente de acuerdo a la
estacion. Las areas gris y blanca representan las horas de oscuridad y luz durante la evaluacién. fAcrofase

tiende a ser diferente de acuerdo a la estacion.
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Figura 9. Cambios estacionales en el patrén de variacion diario de la relacion glucemia:insulina en
carneros Corriedale.

Naranja: estacion reproductiva; azul: estacion no reproductiva. Las lineas punteadas representan el
acrofasograma para cada estacion. Las areas grises indican los periodos de oscuridad en cada estacion. Las
barras verticales indican los momentos de suministro de alimento. Diferencias entre horas (momento del dia):
avsbvsc: P<0.05). ** P <0,01 indica diferencias entre las estaciones en ese momento del dia.
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Figura 10. Cambios estacionales en el patron de variacion diario del tiempo dedicado a dormir en
carneros Corriedale.

Naranja: estacion reproductiva; azul: estacion no reproductiva. Las lineas punteadas representan el
acrofasograma para cada estacion. Diferencias entre horas (momento del dia): a vs b; P < 0,01). ** P < 0,01
indica diferencias entre las estaciones en ese momento del dia.

El patron de variacion diario de la temperatura superficial fue diferente entre estaciones.
Durante la estacion reproductiva hubo un mayor mesor (fosa lagrimal proximal y distal externa, base
de la oreja), una menor amplitud (ojo completo, fosa lagrimal proximal y distal externa, base de la
oreja) y una acrofase mas tardia (ojo completo y nariz) que en la estacion no reproductiva (P < 0,01

en todos los casos) (Figura 8 y 11).
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Figura 11. Cambios estacionales en el patron de variacion diario de la temperatura superficial medida
a nivel del ojo en carneros Corriedale.

Naranja: estacion reproductiva; azul: estacion no reproductiva. Las lineas punteadas representan el
acrofasograma para cada estacion. Las areas grises indican los periodos de oscuridad en cada estacion. Las
barras verticales indican los momentos de suministro de alimento. Diferencias entre horas (momento del dia):
avs b: P<0.05). ** P <0,01 indica diferencias entre las estaciones en ese momento del dia.
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6.3. Experimento Ill. Efecto de la administracion de eCG sobre el patron de variacion diario de la
concentracion de cortisol, metabolismo energético y comportamiento en carneros enteros durante la

estacion no-reproductiva. (Articulo I11).

Obijetivos

- Comparar el efecto de la administracién de eCG en carneros enteros durante la estacion no

reproductiva sobre el patron de variacion diario de:
o las concentraciones de cortisol e insulina, glucemia y la relacion glucemia:insulina.
o latemperatura superficial medida a nivel rostral y del ojo.

o el porcentaje del tiempo que los animales dedican a comer, rumiar, estar parados, estar

echados y dormir.

Materiales y métodos

El experimento se llevd a cabo en la Facultad de Veterinaria, Udelar (34°54" S; 56°11 O)
durante agosto y septiembre (finales de invierno y principios de primavera), utilizando 20 carneros
adultos Corriedale (PV: 63,4 + 7,3 kg; CC: 3,5 £ 0,5; media + DE; edad: 2-3 afios). Tanto el periodo

de acostumbramiento como el manejo general fue igual al descrito en el Experimento2.

Tratamientos experimentales

Los carneros fueron asignados al azar a los siguientes tratamientos: (a) Tratados:
administracion individual de una dosis Unica intramuscular de 1000 Ul de eCG (Novormon, Syntex,
Montevideo, Uruguay) 24 h antes de comenzar la toma de muestras de sa.ngre (n=10); (b) Control:
sin administracion de la eCG (n=10). Para asegurar que todos los registros se hicieran lo mas cercano
a la hora de medicion, el estudio tuvo 2 repeticiones (A 'y B), separadas por una semana, con 5 animales

por tratamiento en cada una (total, 10 animales en cada repeticion o muestreo).
Condiciones ambientales

Los registros de temperatura ambiente y la humedad relativa, asi como el célculo del ITH,

fueron similares a lo descrito para el Experimento 2. La temperatura ambiental minima y maxima se
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presentaron a las 06:00 h (8,8 + 2,4°C) y al mediodia (22,6 + 2,4°C), respectivamente. Las medias de
humedad relativa superaron el 70 %, con valores maximos (100 %) durante la noche. La variacion
diaria entre el ITH minimo y el maximo fue de ~20 unidades para ambas repeticiones, con valores
minimos a las 06:00 h (47,9 + 3,0 unidades) y valores maximos a las 12:00 h (67,4 £ 3,0 unidades).

La salida del sol ocurri6 a las 07:01 y la puesta del sol a las 18:27.

Registros de comportamiento
Las actividades efectuadas por los carneros fueron determinadas como se describio en el

Experimento 2.

Temperatura superficial
Las temperaturas superficiales del rostro y el ojo (cérnea) fueron determinadas como se

describid en el Experimento 2.

Muestreo de sangre y determinaciones
El muestreo de sangre y su frecuencia es igual al descrito en el Experimento 2. Las

concentraciones séricas de testosterona y cortisol se midieron utilizando un kit comercial de RIA. La
concentracion de testosterona se determiné en doce muestras/animal: 09:00, 10:00, 12:00, 15:00,
18:00, 21:00; 22:00; 24:00, 03:00, 06:00; 09:00 y 11:00 h. La concentracién de cortisol se midi6 en
todas las muestras (27 muestras por animal). Respecto a la concentracién de insulina, se midi6é con un
kit de IRMA en las mismas muestras utilizadas para la testosterona. La glucemia se midié por
colorimetria utilizando un kit comercial en todas las muestras. Finalmente, se calculd la relacion

glucemia: insulina, como se describi6 en los Experimentos 1y 2.

Analisis estadistico

El anélisis estadistico se presenta, para los 4 experimentos, al final de esta seccion.

Resultados

Las caracteristicas del patron de variacion diario de la concentracion de cortisol, glucemia,
relacién glucemia:insulina y temperatura superficial de los carneros no fueron afectadas por la

administracion de eCG, presentandose las acrofases a las ~06:00 h, ~18:00 h, ~08:00 hy ~11:00 h,
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respectivamente (Figura 12). Pese a ello, en los carneros tratados, las concentraciones medias tanto
de testosterona como de cortisol fueron superiores a las de los carneros control (testosterona: 32,7 +
0,7 nmol/L vs. 5,8 £ 0,7 nmol/L, P <0,0001; cortisol: 11,3 = 0,6 nmol/L vs. a 9,9 £ 0,6 nmol/L, P
=0,02, respectivamente). Contrariamente, la temperatura superficial fue inferior (~ 0,9 °C) en los

carneros tratados que en los carneros control (P =0,004).

Maxima temperatura superficial Maxima coneen tracién insu lina Maxima temperatura superficial
Mayor tiempo parados Mayor tiempo parados
Mayor tiempo comiendg,

Mayor tiempo comiendo
Menor sensibilidad
a lainsulina

Menor sensibilidad
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Figura 12. Patrones de variacion diario de carneros Corriedale tratados o no con eCG. Se presentan
las horas del dia en que se observaron los valores maximos (acrofases) de las variables consideradas.
Diferentes colores para una misma variable indican que la acrofase fue diferente de acuerdo a la

estacion. Las areas gris y blanca representan las horas de oscuridad y luz durante la evaluacion.

La acrofase de la concentracion de insulina se adelanté en los carneros tratados en
comparacion con los carneros control (13:02 + 0:56 vs. 15:47 + 0:53; P =0,04) (Figura 13).
Adicionalmente, el momento en que se presentaron las acrofases del tiempo dedicado a comer y del
tiempo dedicado a dormir se adelant6 en los carneros tratados (comer: 09:48 + 00:16 frente a 10:20 +
00:16, P =0,04, Figura 14a; dormir: 21:39 + 00:57 frente 02:02 £+ 01:06, P < 0,0001, Figura 14b). No

obstante, los carneros tratados durmieron menos tiempo que los carneros control (P =0,04).
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Figura 13. Cambios en el patron de variacion diario de la concentracion de insulina en carneros a los
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Figura 14. Cambios en el patron de variacion diario del tiempo dedicado a comer y a dormir en
carneros a los que se les administro eCG (verde) y al grupo control (azul).

Las lineas punteadas representan el acrofasograma para cada estacion. Diferencias entre horas (momento del
dia): avs b vsc; P<0,01).
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6.4. Experimento IV. Efecto de la administracion aguda o cronica de testosterona sobre el patron de
variacion diario del metabolismo glucidico, temperatura corporal y comportamiento de corderos

castrados al nacer. (Datos preliminares, aun no publicado).

Objetivos

- Comparar el efecto de la administracion aguda o crénica de testosterona en corderos castrados

al nacer sobre el patron de variacion diario de:

o el porcentaje del tiempo que los animales dedican a comer, rumiar, estar parados, estar

echados y dormir.

o latemperatura rectal y la temperatura superficial medida a nivel rostral y del ojo.

Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el Campo Experimental N° 1 de Migues (Facultad de
Veterinaria, Udelar (34°29' S; 55°37' O) durante febrero y marzo (finales del verano), utilizando 15
corderos cruza de Corriedale x Pool Dorset y 15 corderos cruza de Merilin x Finish (PV: 38,4 + 3,7
kg; media = DE; edad: 8-9 meses), todos castrados al nacer. Las madres, pertenecientes al Campo,
fueron manejadas en condiciones extensivas, como una majada Unica, a pastoreo a cielo abierto en
campo natural. Los corderos fueron destetados a los 4 meses de edad y posteriormente a eso,
manejados en condiciones extensivas, tal como fue descrito para sus madres. El tipo de parto y/o
nacimiento no fue considerado para la seleccion del grupo experimental.

Tanto el periodo de acostumbramiento como el manejo general fueron similares a lo descrito
en los experimentos anteriores, es decir, los corderos fueron estabulados en corrales individuales, con
sombra artificial, al aire libre, durante las 07:00 h a 15:00 h. El resto del tiempo permanecieron en
corrales, también a cielo abierto, de acuerdo al grupo de muestreo, como se describira méas adelante.
En este caso, el periodo de acostumbramiento fue de 14 dias. Los corderos fueron alimentados,
siguiendo las recomendaciones de la NRC (2007) de acuerdo con el peso y procurando ganancias de
100 g/d, con heno de alfalfa y alimento concentrado comercial (250 g/ animal/d), suministrados en

dos momentos (08:00 y 15:00 h) y acceso a agua ad libitum.
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Tratamientos experimentales

Los corderos fueron asignados, balanceados segun raza y peso corporal, a los siguientes
tratamientos, con 10 animales por grupo: a) Control: sin administracion de testosterona; b) 1DT:
administracion de una dosis Unica de testosterona (100 mg de ciclopentilpropionato) 48 h antes de
iniciar las mediciones; ¢) 3DT: administracion de una dosis semanal de testosterona (100 mg de
ciclopentilpropionato), por 3 semanas consecutivas. En este caso, la Gltima dosis de testosterona se
administro 48 h antes de inciar las mediciones. Para asegurar que las mediciones se efectuaran en el
tiempo y forma previsto, los tratamientos y muestreos se efectuaron en dos repeticiones de 5 animales

por grupo en una semana, y los otros 5 la siguiente.

Condiciones ambientales

Los registros de temperatura ambiente y humedad relativa, asi como el célculo del ITH, fueron
similares a los descritos en los otros experimentos. La temperatura ambiental minima y méxima se
presentaron durante la madrugada (entre las 01:00 h y las 08:00 h: 12,4 + 0,6 °C) y primeras horas de
la tarde (entre las 14:00 h y las 17:00 h: 26,2 + 1,4 °C), respectivamente. Los valores mas bajos de
humedad relativa se presentan al final de la tarde (entre las 15:00 h y las 18:00 h; ~ 50 %) y los valores
maximos durante la fase nocturna (entre las 21:00 h y las 07:00 h; ~ 90 %). La variacion diaria entre
el ITH minimo y el maximo fue de ~20 unidades, con valores minimos a las 05:00 h (53,0 + 3,0
unidades) y valores maximos a las 16:00 h (76,4 + 2,0 unidades). La salida del sol ocurri6 a las 06:40
y la puesta del sol a las 19:00 (Figura 15).
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Figura 15. Temperatura ambiente (a), humedad relativa (b) e indice de temperatura-humedad (ITH)
(c) durante los muestreos efectuados. En gris: horas de oscuridad. Linea punteada indica que umbral

de ITH > 72 unidades (valor considerado como alerta de estrés térmico o estrés térmico moderado).
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Registros de comportamiento

Las actividades efectuadas por los corderos fueron registradas igual que en los otros
experimentos. En cada grupo de evaluacion las actividades fueron registradas cada hora, durante 48 h
continuas Los registros de comportamiento y el resto de las mediciones, fueron efectuadas por dos
grupos de personas entrenadas (siempre los mismos), que rotaban cada 6 h. Cada grupo estaba
conformado por 3 personas.

Temperatura rectal y superficial

Las temperaturas superficiales del rostro y el ojo (cérnea) fueron determinadas como se
describio en los Experimento 11 y 111. Posteriormente a los registros termogréaficos, se determind la
temperatura rectal (termémetro digital). En cada grupo de evaluacion las temperaturas fueron

determinadas cada hora, por 48 h continuas.

Resultados

Patrdn de variacion del tiempo dedicado a efectuar las actividades

En las Tablas 1y 2 se presentan los efectos del tratamiento, hora del dia y su interaccion, sobre
el porcentaje del tiempo en que se observé a los corderos efectuando cada actividad evaluada y las
caracteristicas del patron de viariacion diario de cada una de ellas, respectivamente. No se observaron
efectos de la administracion, aguda (1DT) o cronica (3DT), de testosterona ni de la interaccion de los
tratamientos con el tiempo en ninguna variable. Las actividades efectuadas por los corderos cambiaron
solo con la hora del dia (P <0,0001, para todas). EI mayor tiempo dedicado a comer se registrd durante
las horas de luz (entre las 09:00 h y las 16:00 h), se redujo al atardecer (de 17:00 h a 20:00 h) y fue
practicamente nulo durante las horas nocturnas (de 21:00 h a 04:00 h) (P <0,0001). Se observé un
retraso de ~ 1 h en el tiempo dedicado a comer de los corderos a los que se les administro 3DT respecto
a los corderos del grupo control y a los que se les administro 1DT (P = 0,03; Tabla 2).
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Tabla 1. Medias de minimos cuadrados * EE (error estandar de la media) y principales efectos de la
administracion aguda (1DT) o cronica (3DT) de testosterona, hora del dia (tiempo) y su interaccién

en las actividades realizadas por los corderos durante el dia.

Tratamiento P valores

Variable Control  1DT 3DT EE Tratamiento Tiempo Inter_accmn e_ntre
tratamiento y tiempo

Comiendo 17,8 17,3 188 14 ns <0,0001 ns
Rumiando 20,3 19,3 215 25 ns <0,0001 ns
Parados 26,7 25,9 283 1,6 ns <0,0001 ns
Echados 71,8 72,7 71,8 25 ns <0,0001 ns
Durmiendo 13,8 16,9 176 18 ns <0,0001 ns

ns: no significativo

La rumia se observo principalmente durante las horas nocturnas e inicio de la fase luminica
del dia (P <0,0001). En todos los tratamientos, la acrofase del tiempo dedicado a rumiar se present6 ~
05:00 h (Tabla 2). EI mayor tiempo dedicado a estar parados se presentd durante la fase diurna (~ 50
% del tiempo es dedicado a estar de pie entre las 09:00 h y las 16:00 h); en cambio, el menor tiempo
parados se presentd entre la 01:00 y las 04:00 h (< 5 % del tiempo) (P <0,0001). En todos los
tratamientos la acrofase del tiempo dedicado a estar parados se present6 al mediodia.

Los corderos fueron frecuentemente observados echados durante el dia. Entre las 21:00 h y las
24:00 h del dia, ~ 90 % del tiempo los corderos permanecieron echados, coincidiendo con el momento
en que se presentd su acrofase (~ 23:00 h). Respecto a dormir, los corderos fueron observados
durmiendo incluso durante del dia (entre las 13:00 h y las 20:00 h) y antes del amanecer (entre las
01:00 hy las 04:00 h) (P <0,0001). No obstante, la acrofase del tiempo dedicado a dormir se presento,

para todos los tratamientos ~ 20:00 h.

Temperaturas

En las Tablas 3y 4 se presentan los efectos del tratamiento, hora del dia y su interaccion, sobre
las temperaturas rectales y superficiales de los corderos y las caracteristicas del patron de variacion
diario de cada una de ellas, respectivamente. La temperatura rectal y las temperaturas superficiales solo
variaron con la hora del dia, sin efectos del tratamiento o de éste con la hora de evaluacion. Los
tratamientos tampoco afectaron las caracteristicas del patron de variacion diario de las temperaturas

evaluadas. Solo se observo una tendencia a adelantar la acrofase de la temperatura tomada a nivel del
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lagrimal interno (P = 0,07). La temperatura rectal estuvo ~ 39 °C y su acrofase se present6 ~ 18:00 h.

Las temperaturas superficiales estuvieron ~ 37 °C y su acrofase se present6 ~ 15:00 h.

Table 2. Medias de minimos cuadrados + EE (error estandar de la media) de las caracteristicas del
patron de variacion diario del comportamiento de corderos castrados al nacer a los que se les

administro testosterona en forma aguda (1DT) y crénica (3DT).

Variable Mesor Amplitud Acrofase (h)! Robustez (%)

Comiendo (% del dia)

Control 173+1,2 179+19 11:06 + 00:24° 51,4+6,3

1DT 16,8+12 191+19 10:24 + 00:24° 55,2+5,9

3DT 18,6 +1,2 185+1,9 12:00 £ 00:242 47,6 £5,9
Rumiando (% del dia)

Control 18,3+2,1 149+24 05:13 + 00:54 33,3+5,3

1DT 17,4+2,1 145+2,4 04:00 + 00:54 40,5+5,6

DT 19,3+2,1 16,0+2,4 06:42 + 00:54 379+5,6
Parados (% del dia)

Control 27,0+£19 24,1+28 12:00 £ 00:24 59,9+6,5

1DT 275+19 235+2,8 11:36 + 00:24 49,2 +6,2

DT 29,1+19 26,1+28 11:54 £ 00:24 55,2+ 6,2
Echados (% del dia)

Control 714+19 23,3+ 2,7 23:06 + 00:24 44,5+ 6,7

1DT 72,4+19 219+27 23:36 + 00:24 49,1+7,0

3aDT 719+19 23,6127 23:18 + 00:24 52,3+7,0
Durmiendo (% del dia)

Control 153+2,4 102+1,2 20:42 + 02:18 28,8+ 3,7

1DT 190x24 84+172 18:54 + 02:18 19,2+4,2

3DT 20,3+25 75+12 20:48 + 02:18 20,8+4,2

valores se ajustan a la hora de 24 h
ab| etras diferentes en la misma columna: P < 0,05
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Tabla 3. Medias de minimos cuadrados * EE (error estandar de la media) y principales efectos de la
administracion aguda (1DT) o crénica (3DT) de testosterona, la hora del dia y su interaccion en las

temperaturas corporales (° C) de los corderos.

Tratamiento P valores

Temperatura Interaccion entre
Control 1DT 3DT EE Tratamiento Tiempo tratamiento y
tiempo

Rectal 391 391 390 0,2 ns <0,0001 ns
Ojo (cbrnea) 36,8 36,8 36,8 0,03 ns <0,0001 ns
Lagrimal interno 374 374 374 0,05 ns <0,0001 ns
Lagrimal externo

Proximal 374 374 372 0,04 ns <0,0001 ns

Distal 36,9 371 370 0,05 ns <0,0001 ns

ns: no significativo

Table 4. Medias de minimos cuadrados + EE (error estandar de la media) de las caracteristicas del

patron de variacion diario de la temperatura corporal de corderos castrados al nacer a los que se les

administro testosterona en forma aguda (1DT) o crénica (3DT).

Temperatura Mesor Amplitude Acrophase (h)! Robustness (%)

Rectal

Control 39,1+0,1 0,3£0,02 17:17 £ 00:55 434 +4,3

1DT 39,2+0,1 0,3+0,02 18:29 + 00:55 38,9+4,3

3aDT 39,0+0,1 0,3£0,02 17:38 + 00:55 37,3+4,3
Ojo (cbrnea)

Control 36,7+0,1 0,5+0,08 15:12 + 00:36 228+27

1DT 36,8+0,1 0,3+0,08 15:41 + 00:36 249+ 27

3aDT 36,8+0,1 0,4£0,08 15:00 + 00:36 228+27
Lagrimal interno

Control 374+0,2 0,4 £0,05 14:53 + 00:18 30,6 +2,5

1DT 37,3+0,2 0,4 +0,05 15:26 + 00:187 253+25

3aDT 375+0,2 0,3£0,05 14:32 + 00:18 27,0£25
Lagrimal proximal externo

Control 37,1+0,3 0,6 £0,05 15:23 + 00:26 24,3138

1DT 37,4+0,3 0,4 +0,05 15:38 + 00:26 26,5+ 3,8

3DT 37,2+0,3 0,4 £0,05 15:46 + 00:26 20,6 £ 3,8
Lagrimal distal externo

Control 37,2+0,2 0,5+0,01 14:22 + 00:37 25,7+47

1DT 37,1+0,1 0,6 £0,01 15:13 £ 00:37 31,7+45

3DT 37,3+0,2 0,5+£0,01 14:32 + 00:37 295+59

valores se ajustan a la hora de 24 h
T: Tendencia: P = 0,07
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Anélisis estadistico para los 4 experimentos

En los 4 experimentos la unidad experimental fue cada animal. Todas las variables fueron
analizadas con modelos mixtos (proc mixed; SAS University Edition), previa confirmacion de su
normalidad. EI modelo incluyd el efecto del tratamiento (Experimento I: fase folicular vs fase luteal;
Experimento I1: estacion reproductiva vs estacion no-reproductiva; Experimento I11: tratados con eCG
vs control; Experimento IV: administracion aguda de testosterona, administracion cronica de
testosterona y control), el tiempo de medicion como medida repetida y las interacciones respectivas.
La repeticion en el muestreo (Experimentos I, Il y 1V), fue incluido como efecto aleatorio. La
estructura de varianza-covarianza que mejor se ajusté a los datos fue seleccionada utilizando el criterio
Bayesiano (BIC) descrito por Littell et al. (1998).

Ademas, para determinar las caracteristicas del patron de variacion diario, se efectio un
analisis cosinor (Program Cosinor.exe, version 3.1). Las caracteristicas determinadas fueron: amplitud
(mitad de la diferencia entre el valor mayor o menor), mesor (el nivel medio del ritmo), acrofase (hora
en que se presenta el valor maximo) y robustez (fuerza del ritmo). Para el analisis se asumié que el
periodo del patron de variacion fue de 24 h. Posteriormente, los resultados fueron comparados de
acuerdo con los tratamientos, usando modelos mixtos, incluyendo la repeticién como efecto aleatorio
(Experimentos I, 111 y 1V). Los resultados fueron considerados significativos cuando P < 0,05 y, las

tendencias cuando 0,05 <P <0,10.

65



7. DISCUSION GENERAL

En esta Tesis se estudié el rol modulador que ejercen los esteroides sexuales en el patrén de
variacion diario de la concentracion de cortisol, metabolismo y comportamiento en ovinos, utilizando
diferentes modelos y aproximaciones: fase del ciclo estral en ovejas, época del afio y de la
administracion de eCG en carneros adultos, y tratamientos de testosterona en corderos castrados. La
mayoria de los trabajos en el tema han sido realizados en roedores (Elderbrock et al., 2021), por lo
que, hasta donde puede conocerse, estos serian los primeros trabajos que abordan esta tematica en
ovinos expuestos, ademas, a condiciones ambientales naturales. En general, los factores evaluados
indujeron pocos cambios en los patrones de variacion diario considerados, demostrando asi que
algunos patrones evolutivos son rigidos (Paranjpe y Sharma, 2005; van der Veen et al., 2017),
limitando el efecto de los esteroides sexuales en su patrén basal. En tal sentido, la modulacion de los
esteroides sexuales en los patrones de variacion diario evaluados en esta Tesis fue algo mayor en las
ovejas, pero casi nulos en los machos. En conjunto, estos resultados permiten visualizar como en
condiciones naturales, tanto la informacién fética (fotoperiodo) como la no fotica (esteroides sexuales,
temperatura ambiente) convergen para permitir la adaptacion fisioldgica y de conducta de los ovinos
durante los cambios mas o menos predecibles presentados durante el dia (homeostasis predictiva).

Los resultados del Experimento | demuestran la plasticidad en el patron de variacion de la
concentracion de cortisol presentado en las hembras. De acuerdo con reportes de Freitas-de-Melo et
al. (2013) y Freitas-de-Melo y Ungerfeld (revision: 2022) las ovejas estdn menos estresadas en los
momentos en que las concentraciones de progesterona son altas (gestacion y/o fase luteal). La menor
concentracion de progesterona durante la fase folicular podria aumentar la sensibilidad y/o la
percepcién de las hembras a diferentes factores y desafios ambientales, los que pudieron
desencadenar, como respuesta adaptativa, una mayor secrecion de cortisol (Bonier et al., 2009). Lo
anterior explicaria el incremento de la concentracidn de cortisol, asi como el cambio en su patron de
variacion diario, presentados en la fase folicular. En tal sentido, es importante considerar que, si bien
este Experimento fue efectuado durante la época fresca en la region, las mayores concentraciones de
cortisol de la fase folicular coincidieron con los momentos del dia en los que el ITH > 72 [umbral de
alerta por estrés térmico en la mayoria de las especies de interés productivo; Mendes et al. (2014); EI-
Tarabany et al. (2017)], por lo que los resultados pudieran estar influidos por condiciones de estrés

caldrico. No obstante, existen reportes de incrementos en la concentracion de cortisol durante la fase
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folicular, tanto en ovinos (Sosa et al., 2013) como en elefantes hembras (Fanson et al., 2014), que
reforzarian la interpretacion de que los resultados presentados en esta Tesis no son una mera
consecuencia de una situacion de estrés. En todo caso, la plasticidad en el patron de variacion diario
de la concentracidn de cortisol durante el ciclo estral podria desencadenar cambios metabolicos que
favorecen la reproduccién. En resumen, las ovejas son capaces de ajustar en forma répida el patrén de
variacion diario de la concentracion de cortisol de acuerdo con los cambios en las concentraciones de
los esteroides sexuales del ciclo estral. Contrariamente, en los machos, el patron de variacion diario
de la concentracion de cortisol parece ser menos sensible al efecto modulador de los esteroides
sexuales, 0 al menos, cuando éstos se incrementan en forma aguda fuera de la estacion reproductiva.

La testosterona parece tener un efecto modulador menor sobre los cambios en el patron de
variacion de cortisol de los machos. En el Experimento Ill, aunque el incremento agudo de
testosterona provocado por la administracion de eCG en la estacion no reproductiva se asocié con una
mayor concentracion de cortisol, no se presentaron diferencias entre el grupo control y el tratado en
ninguna de las caracteristicas del patron de variacion diario de la concentracion de cortisol. Lo
anterior, como fue mencionado previamente, podria indicar que, en los machos, la sensibilidad del
sistema circadiano de realizar ajustes rapidos en el patron de variacion diario de la concentracion de
cortisol probablemente no estd presente o es mas rigido que en las hembras. Una explicacion
complementaria seria que la variacion estacional en el patron de variacion de la concentracion de
cortisol no es modulada directamente por la testosterona, sino por otros mediadores. A tal efecto, en
el Experimento 1, durante la estacidn no reproductiva (invierno; menores temperaturas ambientales),
cuando naturalemente se presentan las menores concentraciones de testosterona en los carneros, hubo
una mayor concentracién de cortisol, una mayor amplitud y una tendencia a una acrofase mas
temprana en el patron de variacién diario de la concentracion de cortisol que durante la estacion
reproductiva (verano; mayores temperaturas ambientales), cuando naturalmente se presentan las
mayores concentraciones de testosterona.

No hubo variacion diaria en la glucemia ni en la sensibilidad a la insulina, pero la primera fue
mayor y la segunda menor durante la fase folicular del ciclo estral en las ovejas. Esto podria favorecer
la utilizacién de glucosa en esta etapa, tanto a nivel central como ovarico, promoviendo la maduracion
folicular y la ovulacion (Lucy et al., 1991) y respondiendo a la mayor demanda por mayor actividad
fisica en esta etapa (Lopez-Gatius et al., 2005). Estos cambios metabdlicos, que favorecen la

reproduccion en la hembra, podrian no ser consecuencia directa de la modulacion de los esteroides
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sexuales, pero si, asociarse con la plasticidad en el patron de variacion diario de la concentracién de
cortisol durante el ciclo estral, como se habia mencionado previamente. Similarmente, en los machos,
la modulacion ejercida por la testosterona en el patron de variacion de la sensibilidad a la insulina
podria ser limitada. En tal sentido, en el Experimento 11, que también se efectud en el invierno, el
adelanto de acrofase de la concentracion de insulina no estuvo acompafiado de modificaciones en el
patron de variacion de la sensibilidad a la insulina. No obstante, los cambios estacionales en la
sensibilidad a la insulina presentados en los carneros reflejan mecanismos adaptativos asociados a la
utilizacion de la glucosa disponible de acuerdo a la época del afio. En tal sentido, es interesante que,
durante la estacion no reproductiva, la menor sensibilidad a la insulina se produzca durante la fase
diurna, coincidiendo con la acrofase de la temperatura superficial y, en asociacion con la menor
concentracion de testosterona y el cambio en el patron de variacion diario de la concentracion de
cortisol (Experimento I1). Lo anterior permite especular que, durante el invierno, podria priorizarse el
uso de la glucosa disponible al inicio del dia hacia mecanismos de termorregulacién, limitando su
utilizacion para la reposicion de el tejido adiposo y el muscular, que son principalmente dependientes
de la insulina (Komatsu et al., 2005). Contrariamente, en la estacion reproductiva, la mayor
sensibilidad a la insulina durante la fase diurna podria asociarse con el incremento natural de la
testosterona de ese momento del afio, el que se acompafié de una menor concentracion de cortisol.
Los cambios de comportamiento presentados evidencian que los esteroides sexuales influyen
sobre los mismos. Si bien en el primer experimento no se determind el patron de variacion diario de
las actividades de las ovejas en forma individual, los resultados generales reflejan estados excitatorios
congruentes con el rol activo de la hembra en la reproduccion (proceptividad y receptividad) durante
la fase folicular (Sutton et al., 2019), el cual, probablemente, es regulado por la concentracion de
estrégenos (Hatcher et al., 2020). En los machos también se observaron cambios conductuales,
particularmente en la acrofase del tiempo dedicado a comer y a dormir, que pueden asociarse con la
concentracion de testosterona. No obstante, la modulacion que ejerce la testosterona en el patrén diario
de actividades podria variar de acuerdo al fotoperiodo. Como fue mencionado en los antecedentes, los
receptores de andrégeno se localizan, en la region ventrolateral (core) del NSQ, con el tracto
retinohipotalamico, principal via aferente de las sefiales féticas (revision: Yan y Silver, 2016). En
ratones, se demostrd que los andrdgenos pueden modular la capacidad de respuesta del NSQ a la luz
y cronometrar el tiempo de inicio y duracion de la actividad de correr en la rueda (wheel-running

activity) de los animales (Butler et al., 2012). Lo anterior podria explicar los cambios conductuales
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presentados en los carneros del Experimento 11, realizado en invierno, en los que el incremento agudo
de testosterona se asoci6 con el adelant6 con las acrofases del tiempo dedicado a comer y a dormir.
Ademas, los carneros del grupo al que se le administréo eCG, durmieron menos tiempo. No obstante,
durante la estacion reproductiva (verano), la modulacion de la testosterona en el patron de variacion
de la conducta podria ser limitada o en todo caso sinérgica con el mayor fotoperiodo de ese momento
del afio (Experimento I1). Lo anterior podria explicar los resultados obtenidos en el Experimento 1V,
efectuado también en el verano, en el cual las caracteristicas del patron de variacion diario de las
actividades evaluadas practicamente no fueron modificadas por el reemplazo de testosterona. De todas
formas, los resultados conductuales obtenidos en esta Tesis deben verse con cautela dado que los
animales fueron manejados en corrales individuales, sin interaccion con individuos del sexo opuesto,
por lo que seria de interés corroborar estas respuestas en condiciones de mayor interaccion social. La
Ilegada de tecnologias de biologging y dispositivos de seguimiento genera un campo de oportunidades
para profundizar en el tema, pudiendo efectuarse estudios conductuales detallados a largo plazo sobre
como varia el momento de la exhibicion de las conductas entre individuos durante el dia y como el
entorno social las puede modificar.

En esta tesis se demostrd que los patrones de variacion diario de la temperatura corporal y de la
concentracion de testosterona son, en general, bastante rigidos. A pesar de que la temperatura rectal
solo se midi6 en los Experimentos | y 1V, su acrofase se presenta en forma consistente al final de la
tarde independientemente de la fase del ciclo estral de las ovejas y/o tiempo de administracion de
testosterona en los corderos. Estos resultados concuerdan con reportes previos relacionados con la
robustez de los patrones de variacién diario de la temperatura corporal previamente reportados en la
especie (Recabarren, 1987; Piccione et al., 2002a; Maloney et al., 2013; Piccione et al., 2019).
También se observo que la acrofase de la temperatura rectal se presenta unas horas después que la de
la temperatura superficial, indicando que esta Gltima podria, como parte del sistema circadiano, ser
parte del mecanismo que produce la oscilacion de la temperatura central, como fue sugerido por
Piccione et al. (2013) y Refinetti (2020). De hecho, el momento del afio modifico el patron de
variacion diario de la temperatura superficial de los carneros (Experimento I1), lo cual permite inferir
que, ademas de ser parte del mecanismo de adaptacion estacional de los ovinos, podria permitir
mantener el patron de variacién diario de la temperatura corporal, como se mencion0 previamente.

Respecto a la concentracion de testosterona, los cambios estacionales en los carneros son claros

y en concordacia con los reportes previos en condiciones ambientales similares (Pérez-Clariget et al.,
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1998; Ungerfeld, 2012). No obstante, los trabajos sobre el patrdn de variacion diario de la testosterona
de acuerdo a la estacion son menos conocidos. En este sentido es interesante observar que, con las
condiciones experimentales evaluadas, el patron de variacion diario de la concentracion de
testosterona, especificamente su acrofase, fue similar entre estaciones, presentandose al final de la
tarde. Aunque el rol biol6égico de esta respuesta evolutiva es hasta ahora desconocido, se puede
hipotetizar que tanto la acrofase de la temperatura corporal, como se mencioné previamente, como la
acrofase de la concentracion de testosterona en los carneros, pueden constituir sefiales sincronizadoras
enddgenas de otros relojes periféricos. En todo caso, en ambas variables, las acrofases parecen
relacionarse con el inicio de la fase de descanso y/o momentos menos activos del dia de los animales.

El patron de variacion diario de la temperatura superficial s6lo varié entre estaciones
(Experimento 1I), como fue mencionado anteriormente. Durante la estacion reproductiva (verano),
probablemente para reducir el aumento de la temperatura corporal, se activaron mecanismos
homeostaticos reactivos, incluyendo una distribucion mas homogénea del tiempo dedicado a comer a
lo largo del dia (Experimento Il y Experimento IV), lo cual podria reducir la produccion de calor
metabolico (Sarout et al., 2018). También, pudo presentarse un aumento del flujo sanguineo
periférico, facilitando la pérdida de calor (Choshniak et al., 1982; Andersson y Jonasson, 1992). Esta
ultima explicacion es compatible con los efectos vasodilatadores de la testosterona (Jones et al., 2003;
Yildiz y Seyrek, 2007), lo que ademas es coherente con los resultados obtenidos en el Experimento
I11, donde se observé una menor temperatura superficial medida a nivel del ojo en los carneros a los
que se les administré eCG. Una vision global e integrada permite proponer que, segun la estacion del
afio, la testosteronay el cortisol estan asociados a diferentes mecanismos de termorregulacion. En este
sentido, cuando la concentracidn de testosterona y la temperatura ambiental son menores (estacion no
reproductiva), la ganancia de calor puede estar asociada a un aumento de cortisol. Sin embargo,
cuando la concentracién de testosterona y la temperatura ambiental son mayores (estacion
reproductiva), la testosterona puede favorecer la adaptacién del animal participando en la pérdida de
calor y, en consecuencia, evitando el incremento de cortisol, si no se superan, como ocurri6 en el
Experimento 11, los umbrales de ITH asociados con el estrés térmico. No obstante, los resultados del
Experimento IV no estuvieron en la misma direcciéon. Una posible explicacion a estas diferencias
podria ser la menor eficiencia en los mecanimos de disipacion de calor por el menor gradiente térmico
entre los animales y el ambiente (revision: Mitchell et al., 2018), presentado en el Experimento 1V, el
cual pudo haber limitado el efecto vasodilatador de la administracion de testosterona. A esto podria
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sumarse la mayor proporcion superficie/masa de los corderos, que, al ser animales mas pequefios,
podrian ganar més calor del ambiente (revision: Mitchell et al., 2018) lo que también reduciria el

efecto modulador de la testosterona.
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8. CONCLUSIONES.

La modulacién que ejercen los esteroides sexuales en los patrones de variacion diarios

evaluados fue limitada.

- Las ovejas fueron capaces de ajustar en forma rapida el patron de variacion diario de la
concentracion de cortisol de acuerdo con la fase del ciclo estral.

- En los carneros los carneros, el patron de variacion diario de la concentracion de cortisol es

menos sensible al efecto modulador de los esteroides sexuales.

- Enlos ovinos, los esteroides sexuales participan en la modulacion del ciclo actividad:reposo.

- Larigidez presentada en la mayor parte de los patrones de variacion diario estudiados refuerza
el concepto de que los mismos son respuestas evolutivas, altamente conservadas, que

favorecen la adaptacion de los animales a la variacion del dia y la noche.
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