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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar si la restriccion nutricional durante la
gestacion en ovejas compromete las respuestas fisioldégicas y comportamentales
de la descendencia adulta frente a desafios ambientales. Se utilizaron 20 ovejas
Corriedale, vacias, nacidas de partos simples de madres que pastorearon campo
natural desde 23 dias antes de la concepcion hasta 122 de la gestacion a: 1) alta
oferta de forraje (grupo AOF; 10-12 kg de materia seca (MS)/100 kg de peso vivo
(PV)/dia; n=11] o 2) baja oferta de forraje (grupo BOF; 5-8 kg MS/100 kg PV/dia;
n=9). Cuando las ovejas hijas tenian 6 aflos de edad, fueron esquiladas y
asignadas al azar a dos parcelas de campo natural. Se registraron el
comportamiento, las temperaturas superficiales del ojo, oreja, hocico y vulva, y
las concentraciones plasmaticas de albumina, proteinas totales, glucosa e
insulina. Antes de la esquila, las ovejas BOF tuvieron temperaturas superficiales
maximas y minimas en la oreja y el hocico inferiores a las de AOF (P < 0,05),
mientras que, después de la esquila, la temperatura promedio de la vulva fue mas
baja en las ovejas BOF que en las AOF (P < 0,05), la frecuencia rumiando fue
mayor en las ovejas AOF (P = 0,01), pero las BOF estuvieron mas tiempo paradas
gue las AOF (P <0,0001). La concentracion de insulina tendio a ser mayor en el
grupo BOF (P = 0,06). Posteriormente, se someti6 a todas las ovejas a un test de
aislamiento social/objeto novedoso. Se evaluaron el comportamiento, las mismas
temperaturas superficiales y metabolitos, las frecuencias cardiaca y respiratoria,
la temperatura rectaly el cortisol. Las ovejas AOF tuvieron mayores
concentraciones de albumina que las BOF (P=0,02). En conclusién, la restriccion
alimenticia intrauterina determiné cambios termorregulatorios, comportamentales

y metabdlicos a largo plazo en las crias hembras adultas.

Palabras clave: oveja, programacion fetal, subnutricién, estrés, esquila



SUMMARY
Undernutrition effects on ewes during gestation on adaptative responses of adult
offspring when presented with environmental challenges.
The aim of this work was to determine if nutritional restriction during gestation in
ewes compromises the physiological, behavioral and thermoregulatory responses
of adult offspring exposed to different environmental challenges. Twenty non-
gestating six-year-old Corriedale ewes born to mothers who grazed two pasture
allowances from 23 days before conception until 122 days of gestation were used.
The pasture allowance offered to the mothers was high [HPA group; n=11; 10-12
kg of dry matter (DM)/100 kg of body weight (BW)/day] or low [LPA group: n=9; 5
-8 kg of DM/100 kg of BW/day]. When the daughter ewes were 6 years old, ewes
were sheared and randomly assigned to two natural field paddocks. Before and
after shearing, behavior, surface temperatures of the eye, ear, nose and vulva,
and plasma concentrations of albumin, total protein, glucose and insulin were
recorded. Before shearing, LPA ewes had lower maximum and minimum surface
temperatures on the ear and nose than HPA (P < 0.05). On the other hand, after
shearing, the mean vulvar surface temperature was lower in LPA ewes than in
HPA ewes (P < 0.05), and the proportion of time ruminating was greater in HPA
ewes (P = 0.01), while LPA ewes stood longer than HPA ewes (P < 0.0001).
Insulin concentration tended to be higher in the LPA group than in the AOF group
(P = 0.06). Later, all ewes were evaluated in a social isolation/novel object test.
Behaviors, the same surface temperatures and metabolites, heart and respiratory
rates, rectal temperature and cortisol were evaluated. HPA ewes had higher
albumin concentrations than LPA (P= 0.02). These results reinforce the concept
that a nutritional restriction during pregnancy determines long-term

thermoregulatory, behavioral and metabolic changes in the offspring.

Keywords: sheep, fetal programming, undernourishment, stress, shearing



1- INTRODUCCION

El concepto de programacion fetal plantea que las condiciones intrauterinas
experimentadas por el feto pueden tener repercusiones en el individuo adulto
(Godfrey y Barker, 2001). La nutricibn materna es uno de los factores mas
estudiados y relevantes que alteran la programacion fetal. En animales
productivos, la subnutricién intrauterina impacta en el comportamiento, la
fisiologia, el metabolismo y los resultados productivos de la descendencia en

diferentes etapas de su vida (Sartori et al., 2020).

En Uruguay, al igual que en la regién, la cria ovina se desarrolla sistemas
pastoriles a cielo abierto todo el afio. La base forrajera fundamental es el campo
natural (Campos) que presenta fluctuaciones estacionales en su tasa de
crecimiento, con la minima registrada en invierno (Berretta et al.,, 1994).
Considerando que la época de servicios mas frecuente es el otofio, la gestacion
transcurre en el periodo en que la disponibilidad de pasturas es menor, por lo que
se pueden producir periodos variables de subnutricion durante la gestacién. La
ingesta de nutrientes de la oveja gestante en estas condiciones no alcanza a
cubrir el aumento de los requerimientos de la demanda fetal, por lo que se
produce una movilizacion de las reservas energéticas con la consecuente pérdida
de peso y condicién corporal. Este escenario interfiere con el normal desarrollo
del feto y restringe su potencial productivo y su bienestar a futuro (Kenyon y Blair,
2014). Si bien la subnutricion materna afecta tanto a las crias machos como a las
hembras, son estas Ultimas las que se retienen en los rebafios con fines

reproductivos hasta la etapa adulta.

Por otro lado, en los sistemas de cria ovina se utilizan practicas rutinarias de
manejos, que se ha demostrado son fuentes de estrés para los animales, tales

como la esquila o el aislamiento social. Hasta el presente, la informacion



generada por el equipo de investigacion en el que se enmarca esta tesis se centrg
en los efectos de la subnutricion intrauterina en fetos, neonatos, corderos
juveniles y puberes, y adultas hasta los dos afios de edad. En esta tesis, se
plantea estudiar los efectos de desafios ambientales estresantes (esquila y
aislamiento social) en ovejas adultas (6 afios) nacidas de madres que sufrieron

restriccion nutricional durante su gestacion.

1.1. PROGRAMACION FETAL

El concepto de programacion fetal tiene su origen en estudios epidemiolégicos
realizados en humanos por el Dr. David Barker, quien indagé la génesis de
algunos trastornos cardiovasculares y propuso que estos se originaban durante
la vida fetal como consecuencia de mecanismos de adaptacion del feto a la
subnutricion materna durante la gestacion (Barker, 2003). La hipotesis original de
Barker respecto al origen fetal de las enfermedades ha sido ampliamente
aceptada y extendida al desarrollo de varias patologias. De hecho, en la
actualidad se acepta que patologias tales como la hipertensién, la diabetes
mellitus tipo Il y las enfermedades coronarias pueden guardar relaciéon con la
nutricion pre- y posnatal en su etiologia (Moreno y Dalmau, 2001). La teoria de
la programacion fetal se basa en el hecho de que existen periodos especificos
del desarrollo en los que un organismo es sensible a diferentes condiciones de
su entorno (Marciniak et al., 2017). Cuando un feto se enfrenta a una situacion
de subnutricion ocurren procesos que alteran la estructura y la funcion de sus
organos para preservar el desarrollo de sus funciones vitales y promover su
supervivencia (Alexander et al., 2015). Sin embargo, con el tiempo esta ventaja
evolutiva se pierde y la respuesta a los desafios ambientales se vuelve limitada.
A este fenomeno se le llama «programacion fetal» y se refiere a que los
estimulos, cuando se aplican durante el desarrollo temprano de un individuo,

generan cambios permanentes que se manifiestan en la etapa adulta (Calkins y



Devaskar, 2011). Sin embargo, debido a que la maduracion de los diferentes
organos y sistemas se produce en momentos diferentes del desarrollo fetal, el
efecto de la subnutricion intrauterina y qué érganos o funciones resulten
afectadas dependera del momento de la gestacion en el que el efecto deletéreo

suceda (Burton y Fowden, 2012).

Este tema ha cobrado gran relevancia por su impacto e implicaciones en
humanos; hoy existe abundante literatura que demuestra que diversos factores
deletéreos actuando sobre la programacion fetal comprometen la salud y el
bienestar de los individuos adultos (Kwon y Kim, 2017). También en especies
productivas, como el ovino, la literatura demuestra distintos efectos que
comprometen la capacidad productiva en los animales adultos, cuando las
condiciones intrauterinas en la que se desarrollan los fetos son restrictivas
(Lindsay et al., 2019, Du et al., 2015). Precisamente, el ovino es uno de los
animales mas utilizados en los estudios sobre programacion fetal en las dltimas
décadas (Kenyon y Blair, 2014) debido a que la oveja gestante es un modelo que,
en gran medida, asemeja las condiciones de una humana gestante (Anthony et
al., 2003). En este sentido, los hitos o momentos relativos al desarrollo del feto
en una oveja son similares a los del feto humano, y con su uso se elimina el
riesgo de otras fuentes de variacién, como cuando se usan especies politocas
como los roedores y cerdos (Beede et al., 2019). Ademas, al tratarse de animales
domesticados de mayor porte, permite un mayor volumen y frecuencia de
muestreo de sangre/tejido, siendo el feto ovino tolerante a la manipulacién
quirurgica (Beede et al., 2019, Anthony et al., 2003). Por otro lado, la oveja no es
solo un modelo, sino que ademas tiene importancia por si misma, ya que es uno

de los rumiantes productivos de mayor interés.



1.2. SISTEMA PRODUCTIVO OVINO EN URUGUAY Y PROGRAMACION
FETAL

El sistema de cria ovina en Uruguay se caracteriza por estar basado en el
pastoreo mixto de bovinos y ovinos sobre campo natural (Campos) a lo largo de
todo el afio. Los sistemas de produccion ovina se concentran mayoritariamente
en el litoral norte del pais, el 69% de estos se distribuyen entre Salto, Artigas,
Paysandu, Tacuarembd, Durazno y Cerro Largo (DIEA, 2021). En el norte de
Uruguay predominan suelos arcillosos, con un indice de productividad (Coneat)
menor a 90. En consecuencia, es muy probable que en estas condiciones existan
limitaciones para que los ovinos expresen su maximo potencial productivo.
Uruguay tiene un clima templado con baja frecuencia de eventos climaticos
extremos como secas o temporales. Debido a su latitud, las horas luz varian de
un maximo de 14 h 29 min en diciembre a un minimo de 9 h 49 min en junio y
presenta cuatro estaciones definidas por la temperatura. Estas condiciones
determinan importantes variaciones en la tasa de crecimiento y calidad de las
pasturas a lo largo del afio (Berretta et al., 1994). En general, el valor nutritivo del
campo natural es adecuado, pero presenta ciertas limitantes como la cantidad
del forraje disponible y la distribucién estacional de este. Esto trae como
consecuencia una baja disponibilidad en las pasturas con aporte energético bajo,
sobre todo en invierno, lo cual restringe el consumo de los animales a pastoreo
(Carambula, 1991). A este fendmeno se le conoce comunmente cOmo «Crisis
forrajera invernal» y determina que en invierno los animales que se alimentan
exclusivamente de campo natural pierdan peso y condicién corporal (Canany
Uria,1996, Montossi et al., 1996). La explicacion de este fendmeno se encuentra
en las especies que componen el tapiz del campo natural, ya que el 70% de estas
son estivales, por lo que inician su crecimiento en primavera, cuando el
fotoperiodo y la temperatura les permiten alcanzar su maxima tasa de

crecimiento. Por otro lado, existe poca cantidad de especies invernales, lo cual



lleva a que la produccién de forraje descienda abruptamente en este periodo
(Olmos, 1997). Esta variacion de la base forrajera sumada a la estacionalidad
reproductiva de los ovinos frecuentemente provoca periodos de subnutricién en
las ovejas gestantes. En efecto, el periodo de servicios mas frecuente es en otofio
y las pariciones mayoritariamente se producen a finales de invierno y principios
de primavera. Por ello, parte de la gestacion transcurre durante el periodo de
menor disponibilidad de pasturas, que pueden no llegar a cubrir los
requerimientos nutricionales de una oveja gestante sometidas a las demandas
crecientes de la unidad feto/placentaria (Montossi et al., 1996). Bajo estas
condiciones, es muy probable que las ovejas gestantes sufran un periodo de
subnutricion con pérdida de peso y de condicién corporal (Freitas-de-Melo et al.,
2015) que pueda comprometer el desarrollo del feto, la sobrevivencia del cordero,

su futuro potencial productivo, su salud y su bienestar.

1.3. PROGRAMACION FETAL Y SUS EFECTOS SOBRE LA FISIOLOGIA,
EL COMPORTAMIENTO Y EL METABOLISMO OVINO

Un periodo de subnutricion en ovejas gestantes da como resultado corderos mas
livianos al nacer (Abud et al., 2020, Kenyon y Blair, 2014), los que, a su vez,
tardan mas tiempo en ponerse de pie e ingerir calostro (Freitas-de-Melo et al.,
2015). La subnutricién en ovejas gestantes también afecta la formacion de tejido
adiposo en el feto (Budge et al., 2000) y, por tanto, la capacidad termorreguladora
del cordero recién nacido (Mahboub et al., 2013). También se observan efectos
en los animales adultos tanto en lo fisiolégico como en lo comportamental. La
subnutricion de las ovejas gestantes disminuye la actividad locomotora de las
crias adultas (Donovan et al., 2013), altera la distribucion del flujo sanguineo en
hembras de dos afios de edad (Zécalo et al., 2020) y aumenta la frecuencia de
alimentacion de corderos lactantes (Freitas-de-Meloet al., 2017), adultos (Nielsen

et al., 2013) y de ovejas envejecidas (Pérez-Clariget et al., 2023, George et al.,



2012). Aun més, modifica la preferencia por alimentos grasos (Pérez-Clariget et
al., 2023, Nielsen et al., 2013) en la descendencia adulta. La restriccion
nutricional intrauterina afecta el metabolismo energético y la homeostasis de la
glucosa-insulina en la descendencia en crecimiento (Ford et al., 2007) y adulta
(Gardner et al., 2005, Oliver et al., 2002). Ademas, los corderos nacidos de ovejas
subnutridas tienen una menor respuesta al estrés al destete (Freitas-de-Meloet
al., 2017) y las crias adultas tienen concentraciones basales de cortisol mas bajas
(Bloomfield et al., 2003). En general, la literatura consultada confirma que un
periodo de subnutricibn materna durante la gestacion en ovejas genera efectos
a largo plazo en la fisiologia, el metabolismo y el comportamiento de la
descendencia al momento del nacimiento, durante la fase de crecimiento

extrauterino y durante la vida adulta.

1.4. PROGRAMACION FETAL Y SU EFECTO EN EL EJE HIPOTALAMO-
HIPOFISIS-ADRENAL OVINO

El eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenocortical (HHA) puede ser alterado en forma
permanente por la restriccion nutricional intrauterina. La subnutricion materna
reduce la respuesta de este eje a la administracion de hormona liberadora de
corticotropina (CRH) en fetos ovinos de 115y 126 dias de gestacion (Hawkins et
al.,1999). Corderos de dos meses de edad, hijos de madres restringidas
nutricionalmente durante los primeros 30 dias de gestacidon, responden con
mayor secrecion de cortisol a un desafio con CRH que los hijos de madres
alimentadas de acuerdo a sus requerimientos (Chadio et al., 2007). Ovejas de 30
meses de edad, hijas de madres subnutridas durante 10 dias en el ultimo tercio
de gestacidn, tienen menor concentracion basal de cortisol, independientemente
del peso al nacer o del peso al momento de la coleccién de la muestra (Bloomfield
et al.,, 2003). Sin embargo, la concentracion de hormona adrenocorticotropa

(ACTH) y el area debajo de la curva luego de la administraciéon de



CRH+vasopresina (AVP) o de insulina fue mayor que la del grupo control que en
el restringido, lo que sugiere que una subnutricién corta en un momento clave del
desarrollo fetal puede alterar en forma permanente la respuesta del eje

hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Bloomfield et al., 2003).

1.5. ESTRES

Segun Broom (1988), el estrés es un proceso por el cual los estimulos
ambientales sobrepasan los sistemas de control de un individuo. Rivier y Rivest
(1991) definen estrés como la respuesta de un organismo frente a una situacion
de amenaza que altera el equilibrio del medio interno (homeostasis). Sapolsky
(2004) plantea que el estrés es un estado de desequilibrio homeostatico
desencadenado por estimulos conocidos como «estresores». Mas adelante,
Bartaburu (2007) definio estrés como la condicidén del animal que lo aparta de su
rango de confort o bienestar, entendiéndose como bienestar animal al estado de
salud mental y fisico en armonia con el ambiente. Los estresores son los factores
gue desencadenan estrés y pueden ser clasificados en agudos (corta duracién
en el tiempo) o en cronicos (involucran una exposicidon mas prolongada), y en
fisicos y psicosociales. Entre los estresores fisicos se encuentran temperaturas
extremas, ruidos molestos, ejercicio excesivo y falta de agua o alimento, entre
otras (Grandin y Shivley, 2015). En la produccién ovina, muchas de las practicas
tradicionalmente aceptadas como parte del manejo productivo son consideradas
estresantes, como, por ejemplo: el descole y la castracion, generalmente
realizadas durante la sefialada, el destete, el transporte, la exposicion a
ambientes desconocidos, la esquila y la utilizacién de perros, entre otros (Damian
y Ungerfeld, 2013).

Diversos estudios han demostrado que el estrés puede tener impactos negativos

en los ovinos. El estrés agudo en carneros (por transporte, temperaturas



extremas, electroeyaculacion) afecta negativamente la secrecién de testosterona
y la calidad seminal (Damian y Ungerfeld, 2011, Ali et al., 2006), mientras que en
las hembras se ha observado una disminucién del desarrollo folicular y la
produccion de estradiol (Narayan y Parisella, 2017). Watson y Gill (1991)
demostraron que el estrés producido por el destete incrementa la parasitosis por
Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis en corderos Merino
destetados a las 8 semanas de edad. Mas recientemente, Hayward et al. (2009)
reportaron que las ovejas que experimentaron mas estrés ambiental a lo largo de
su vida tenian una mayor carga de parasitos. También se ha observado que el
estrés cronico puede producir inmunosupresion, lo que aumenta el riesgo de
contraer enfermedades infecciosas (Narayan y Parisella, 2017, Dohms y Metz,
1991).

La respuesta al estrés es muy variable y dependiente de la capacidad de cada
individuo para responder al estresor. Cuando el animal se ve expuesto a uno o
varios estresores, comienzan a activarse una serie de mecanismos fisiolégicos
como el eje simpatico-adrenomedular y el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Estos
ultimos son acompafados de una serie de cambios comportamentales, como
aumento del desplazamiento, vocalizacion, disminucién de la rumia, menor
tiempo de descanso o0 menos tiempo comiendo (Dwyer yBornett, 2004,
Degabriele y Fell, 2001). Cuando los cambios mencionados anteriormente
resultan insuficientes porque la situacion de estrés se mantiene en el tiempo o es
muy intensa, se pueden presentar consecuencias negativas sobre otras
funciones fisioldgicas, lo que puede comprometer el desempefio productivo del

animal (Charmandari et al., 2005).

1.5.1. Respuesta al estrés agudo




Cuando un animal se ve expuesto a un estresor agudo, se activan de forma
simultanea las respuestas del sistema nervioso simpatico, que es la mas rapida
en observarse, y la del sistema endocrino, que, si bien demora mas en
visualizarse, es mas prolongada en el tiempo (Freitas-de-Melo y Ungerfeld,
2016). En conjunto, ambas respuestas producen una serie de cambios en el
organismo que lo ayudan a adaptarse y responder al estresor (Freitas-de-Melo y
Ungerfeld, 2016, Charmandari et al., 2005, Johnson et al., 1992). Cuando se
activa el sistema nervioso simpético, las células cromafines de la médula adrenal
liberan catecolaminas (adrenalina y noradrenalina) al torrente sanguineo.
Algunos de los efectos producidos por ellas son aumento de la frecuencia
cardiaca y respiratoria, incremento de la temperatura rectal, estimulacion de la
glucogendlisis y, por ende, aumento de la glucemia, vasodilatacion en la
musculatura esquelética y vasoconstriccion periférica (Freitas-de-Melo y
Ungerfeld, 2016, Wood y Walker, 2015, Cunningham y Bradley, 2008).

Cuando se activa el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (figura 1), el hipotdlamo
libera CRH que, a su vez, estimula la adenohipdfisis a liberar ACTH. La ACTH
estimula la secrecién de glucocorticoides en la corteza de la glandula adrenal,
siendo el cortisol el glucocorticoide predominante en rumiantes (Verbeek et al.,
2019). Por ello, el aumento en las concentraciones sanguineas de cortisol es uno
de los indicadores mas usados para evaluar el estrés. Luego de la accion del
estresor(es), el cortisol alcanza valores maximos en sangre entre 10 y 20 min
(vida media: 60 min), siendo metabolizado principalmente por el higado (Moberg,
2000).



Hipotalamo

_CRH &
»

Hipofisis

4
ACTH Glandula adrenal

N\

sse o 5o Torrentesanguineo

Figura 1: eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal. Fuente: adaptado de Konkel (2018)

Los glucocorticoides estimulan la gluconeogénesis y la glucogendlisis, lo que
aumentala glucemia, con lo que se dispone de mas energia para que el animal
pueda responder al estresor (Wood y Walker, 2015). Ademas de sus efectos
catabdlicos directos, los glucocorticoides inhiben la accion de la hormona del
crecimiento (GH) y los esteroides sexuales sobre el catabolismo del tejido
adiposo (lipdlisis) y el anabolismo muscular y 6seo (Chrousos, 2002). Los
glucocorticoides también afectan la funcion de la glandula tiroides al inhibir la
enzima yodotironinadesyodasa que convierte la tiroxina (T4) en triyodotironina
(T3) (Mizokami et al., 2004). Ademas, tienen una accion en el sistema inmune:
provocan linfopenia, eosinopenia y neutrofilia (Yada yTort, 2016). La activacion
del eje HHA tiene un importante efecto inhibidor sobre la respuesta
inmune/inflamatoria debido a que practicamente todos los componentes de la

respuesta inmune son inhibidos por los glucocorticoides. En la célula, los
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principales efectos inmunosupresores de los glucocorticoides incluyen
alteraciones en el trafico y la funciéon de los leucocitos, disminuciones en la
produccion de citocinas y mediadores de la inflamacién e inhibicion de su accion
(Charmandari et al., 2005). Los glucocorticoides también ejercen un efecto
inhibidor sobre la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) y hacen que los
tejidos diana de los esteroides gonadales sean resistentes a estas hormonas, lo
que afecta, por tanto, el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal en varios niveles
(Chrousos et al., 1998). Con el cese del estresor y como parte del mecanismo de
control del propio eje, ocurre una retroalimentacion negativa, donde los propios
glucocorticoides inhiben la secrecion de CRH y ACTH. Esta retroalimentacion
negativa sirve para limitar la duracion de la exposicion tisular total del organismo
a los glucocorticoides, lo que minimiza los efectos catabdlicos, lipogénicos,

antirreproductivos e inmunosupresores de estas hormonas (Verbeek et al., 2019).

1.5.2. Respuesta al estrés cronico

Cuando un animal es expuesto a estresores durante periodos prolongados,de
forma continua o intermitente, la exposicién sostenida a los glucocorticoides
produce efectos deletéreos sobre el desempefio productivo y el bienestar del
animal (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016). EI aumento cronico de la secrecion
de glucocorticoides ocasiona una reduccién del comportamiento sexual y del
apetito, pérdida de peso y deterioro de la calidad de la lana/pelo, y de su
desempefio reproductivo (Sapolsky, 2004). La exposicion a un estrés crénico
también se asocia con un aumento de la adiposidad visceral y una disminucién
del tejido corporal magro (hueso y musculo) (Tritos et al., 2011). La activacion
prolongada del eje HHA y la secrecién de glucocorticoides conducen a la
inhibicion de la secrecion de la GH y de multiples factores de crecimiento como
el factor insulinosimil tipo | (IGF-1) (Burguera et al., 1990). Ademas, se ha

demostrado que las altas concentraciones de glucocorticoides pueden producir
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inmunosupresion y, por tanto, aumentar la susceptibilidad a enfermedades (Yada
y Tort, 2016).

El estrés cronico puede ser evaluado a través de las concentraciones de cortisol
en el pelo/lana o mediante la medicion de algunos marcadores bioquimicos como
el incremento de la albumina, proteinas totales y VGA (indicadores de
deshidratacién y/o hemoconcentracion) (Ghassemi Nejad et al., 2020, Stubsjgen
et al., 2015). También se puede evaluar el estrés cronico a través de indicadores
de disminucion o ausencia de consumo de alimento como el incremento en las
concentraciones sanguineas de acidos grasos no esterificados, R-hidroxibutirato,
urea o la disminucion de la glucosa, o indicadores de esfuerzo fisico como el
incremento de la actividad de creatinfosfoquinasa (CK) o de las concentraciones

de lactato (Romero Pefiuela et al., 2011).

En conclusion, el estrés cronico es una condicién de mala adaptacion al desafio
gue puede asociarse con una reduccion directa en el nivel de bienestar del
animal. Si bien la respuesta de estrés es beneficiosa para el animal porque le
permite adaptarse y responder rapidamente ante una situacion nueva, cuando el
estresor se sostiene en el tiempo, el resultado final de la respuesta de estrés
puede ser mas perjudicial que beneficiosa para el propio animal (Freitas-de-Melo

y Ungerfeld, 2016) y se la conoce como distrés.

1.6. TERMORREGULACION EN ANIMALES HOMEOTERMOS

La vida animal se ha desarrollado en el planeta a partir de procesos evolutivos
gue permitieron la adaptacion de los animales a las condiciones ambientales. La
regulacion de la temperatura interna o termorregulacion es considerada uno de
los aspectos mas importantes en la adaptacién y evolucién de los animales

(Liedtke, 2017). En la mayoria de los casos, existen limites sobre la temperatura
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interna que un organismo debe tener para poder sobrevivir, ya que, por debajo
de 0°C, el agua se congela, lo que produce la formacién de cristales de hielo en
el interior de las células, lo cual romperia sus membranas, y por arriba de 45°C
comenzarian a desnaturalizarse las enzimas del organismo (Romanovsky, 2018).
En términos generales, los animales pueden dividirse en dos grupos segun los
mecanismos que utilizan para regular su temperatura corporal. En el caso de los
ectotermos, la temperatura corporal depende principalmente de fuentes de calor
externas, variando con la temperatura del ambiente (Cena et al.,1986). En
cambio, los animales endotermos, entre los que se encuentran los mamiferos,
tienen una actividad metabdlica que genera calor, siendo fundamental para el
control de la temperatura corporal. La generacion del calor metabdlico,
conjuntamente con otros procesos de intercambio de calor con el medio
ambiente, posibilitan mantener la temperatura corporal dentro de un rango

considerado normal para cada especie (Cena et al.,1986).

Una fuente fundamental de calor en los animales homeotermos es la tasa
metabolica, que se define como la cantidad de energia que gasta un animal
durante un periodo especifico (Glazier, 2015). La tasa metabdlica es altamente
variable de acuerdo a factores tales como la edad, el sexo, el peso, el tamafio, la
actividad fisica (animales mas activos tienen una tasa metabdlica mayor que
animales menos activos), la temperatura ambiente, la hora del dia, la época del
afo y la alimentacién (Shrestha et al., 2020, Pettersen et al., 2018, White y
Kearney, 2013). En general, los animales mas pequefos tienen una tasa
metabodlica més alta y tienden a perder mas calor, ya que tienen mayor superficie
expuesta en relacion con su volumen (Pettersen et al.,, 2018, Glazier, 2015).
Finalmente, la tasa metabdlica se incrementa cuando aumenta la temperatura y
disminuye a medida que la temperatura desciende, debido a que la velocidad de
las reacciones enzimaticas se relaciona con la temperatura corporal (Glazier,
2015).
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1.6.1. Intercambio de calor entre el cuerpo v el medioambiente

Hay cuatro formas principales en las que un organismo puede intercambiar calor
con el ambiente: conduccion, conveccion, radiacion y evaporacion (figura 2). La
conduccion es el calor que se trasfiere entre objetos que se encuentran en
contacto directo (Gates,2012). Segun la ley de enfriamiento de Newton, el calor
trasferido entre dos o mas objetos en contacto directo es proporcional a la
diferencia entre las temperaturas superficiales de los objetos y se dirige desde el
objeto de mayor temperatura hacia el de menor temperatura (Romanovsky,
2018). La cantidad de calor intercambiado por conduccion depende del area de
contacto, por lo que modificar la superficie del cuerpo expuesta al medio ambiente
permite modular el intercambio de calor con este (Badarnah et al.,, 2010). En
especies gregarias expuestas al frio, es comun observar como disminuye la
distancia entre los individuos con el objetivo de reducir la cantidad de superficie
expuesta de cada animal al ambiente, lo que permite el intercambio de calor entre
individuos. De esta forma, los animales adquieren las ventajas térmicas de un
animal mas grande y aumenta su resistencia al frio (Yafez-Pizafa et al., 2020,
Manteca, 2009).

La conveccion es el fenobmeno mediante el cual el calor se transfiere por el
movimiento de un liquido o del aire (Gates,2012). Debido a que el cuerpo siempre
esta expuesto al aire, el intercambio de calor entre el cuerpo y el ambiente se ve
afectado por conveccion. Ademas, la conveccion es modificada por el gradiente
de temperatura ambientaly por factores como el movimiento del cuerpo o del
viento. En este sentido, el movimiento reemplaza las capas de aire que estan
adyacentes al cuerpo, que tienen una temperatura cercana a la temperatura
superficial de la piel, con capas nuevas y lejanas, que tienen la temperatura del

entorno diferente (Gates, 2012).
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La radiacién es la transferencia de calor desde un objeto mas caliente a uno mas
frio por radiaciéon infrarroja, es decir, sin contacto directo. Todos los objetos
emiten y absorben continuamente energia en forma de ondas electromagnéticas
(Gates, 2012). Segun la ley de Stefan-Boltzmann, la cantidad de energia radiada
es proporcional a la cuarta potencia de la temperatura absoluta y a la emisividad
(capacidad de emitir o absorber radiacién) de la superficie de un objeto
(Romanovsky,2018). Muchos comportamientos tienen como finalidad modular el
intercambio de calor por radiacion. Por ejemplo, un animal se siente mas caliente
en un ambiente abierto que en la sombra debido a la radiacién del sol, aunque

ambas areas tengan la misma temperatura del aire (Badarnah et al., 2010).

La evaporacion es la pérdida de calor por la vaporizacion del agua en la superficie
del animal (Romanovsky, 2018). El enfriamiento por evaporacion esta
ampliamente extendido en la naturaleza, ya que diferentes animales utilizan la
sudoracion (primates o equinos), el jadeo (ovinos, canidos), y la dispersién de
saliva sobre la superficie del cuerpo (roedores) para refrescarse (Badarnah et al.,
2010). La evaporacion no solo es el mecanismo mas eficiente para perder calor,
sino que también es el Unico mecanismo que puede funcionar cuando la
temperatura ambiente es mayor que la temperatura superficial de la piel. Sin
embargo, la evaporacionpuede tener consecuencias importantes, ya que
disminuye la cantidad de agua del organismo, lo que puede llevar a la
deshidratacién, por lo que los mecanismos termorreguladores que dependen de
la evaporacion se activan mas tarde en comparacion con los descritos

anteriormente (Romanovsky, 2018).
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Figura 2. Intercambio de calor entre un animal homeotermo y el medioambiente

1.6.2. Temperatura corporal (nucleo y periferia)

Comunmente se entiende como la temperatura del ntcleo o temperatura central
del cuerpo a las temperaturas del cerebro y los 6rganos que conforman la cavidad
toracica y abdominal. Si bien existen pequefas diferencias de temperatura entre
dichos érganos, se considera que la temperatura central es homogénea y muy
estable en todos los animales homeotermos (Hymczak et al., 2021, Romanovsky,
2007). En términos préacticos, se considera que la temperatura rectal es una
medida representativa de la temperatura central de los animales. En los ovinos,
la temperatura central varia entre 38,3 °C y 39,9 °C (Moran y Mendal, 2002). El

ndcleo termogénico esta rodeado por el caparazon o periferia que, al contrario
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de la anterior, es de naturaleza heterogénea, mas variable, y puede llegar a
temperaturas por arriba de la temperatura ambiente o por debajo de la
temperatura del nacleo/central (Vriens et al., 2014). Dentro de las estructuras que
conforman este caparazon, la mas externa e importante es la piel, ya que es un
organo que sirve como barrera protectora entre el ambiente y el organismo
(Romanovsky, 2014). Muchas respuestas fisiolégicas, como la vasodilatacion, la
piloereccion o la sudoracién, tienen como finalidad modificar la temperatura
superficial de la piel (Badarnah et al., 2010). La piel también es el 6rgano
sensorial mas grande en los animales y es muy rico en termorreceptores, siendo
facilmente accesible para la termometria. Debido a esto, medir la temperatura de
la piel es el método mas utilizado para conocer la temperatura de la periferia
(Romanovsky, 2014).

1.7. AISLAMIENTO SOCIAL COMO UN DESAFIO PARA EVALUAR LAS
CONSECUENCIAS DE LA ALTERACION DE LA PROGRAMACION
FETAL EN OVEJAS ADULTAS

Dado que los ovinos son animales gregarios, separarlos de su grupo social
desencadena respuesta de estrés (Boissy et al., 2005). La prueba conocida como
test de aislamiento social (TAS) u open field test es un método estandarizado que
se utiliza para evaluar la respuesta al estrés por aislamiento social. Esta prueba
fue utilizada por primera vez en roedores (Hall, 1936, 1934) y posteriormente fue
validada en varias especies productivas (Forkman et al., 2007). En esta prueba,
las ovejas son introducidas en un ambiente que puede ser conocido 0 no y son
completamente aisladas de otros individuos del grupo durante un periodo
previamente determinado. Las ovejas socialmente aisladas muestran respuestas
conductuales indicativas de estrés, como un aumento en la locomocion y en el
namero de vocalizaciones, de micciones y defecaciones (Freitas-de-Melo et al.,

2022, Doyle, 2017). También se han reportado alteraciones en sus parametros
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fisioldgicos normales, como el incremento de la frecuencias cardiaca y
respiratoria y de las temperaturas rectal y superficial (Damian et al., 2018, Freitas-
de-Melo et al., 2016), asi como un aumento en las concentraciones de cortisol,
ACTH y catecolaminas (Parrott et al., 1988, Moberg, 1987).

La nutricidén intrauterina modifica la respuesta al TAS. En ratas, la subnutricion
intrauterina provoca un aumento en las defecaciones y una disminucién en las
conductas exploratorias en la descendencia adulta sometidas al TAS (Simonson
et al.,, 1971). Mas recientemente, llla et al. (2017) encontraron que crias de
conejas que recibieron el 70% de sus requerimientos nutricionales a partir del dia
22 de gestacion presentaron una mayor latencia para empezar a moverse y una
menor frecuencia de comportamientos exploratorios durante el TAS. En hembras
ovinas gestadas por madres subnutridas se observé una disminucion de los
intentos de escape y de las concentraciones de cortisol luego de un TAS
realizado a los 4 y 18 meses de edad (Hernandez et al., 2010). Por otro lado, los
corderos nacidos de madres restringidas nutricionalmente caminaron menos
tiempo que los corderos del grupo control durante el TAS (Abecia et al., 2014).
No se encontro literatura sobre el efecto de la restriccion nutricional intrauterina

en la respuesta al TAS en ovejas en la etapa adulta avanzada.

El TAS puede realizarse solo o en combinacién con otras pruebas que evaltan
miedo y respuesta al estrés. En general, que un factor desencadene una
respuesta de miedo depende de la novedad y de las caracteristicas fisicas de su
presentacion, asi como del movimiento, la intensidad, la duracion, la brusquedad
o la proximidad del factor desencadenante (Gray, 1987). Para medir la respuesta
al miedo en las ovejas, se han validado diferentes tipos de pruebas. Dos de las
mas utilizadas son la prueba sorpresa y la prueba de objeto novedoso, que
consiste en confrontar a los animales con un estimulo novedoso y repentino,

comunmente un objeto desconocido (Romeyer y Bouissou, 1992). En general, en
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los estudios realizados en ovejas con estas modificaciones se reporté una
disminucién de la conducta exploratoria y un aumento de las conductas que
indican miedo, como intentos de escape, vocalizacion y defecacion (Forkman et
al., 2007, Désiré et al., 2004).

El efecto de la subnutricion intrauterina sobre la respuesta al TAS con objeto
novedoso es motivo de controversia en la literatura. Abecia et al. (2014) no
observaron efectos de la subnutricibn materna en la respuesta a la prueba del
objeto novedoso en corderos. Por el contrario, Erhard et al. (2004) encontraron
qgue los corderos nacidos de madres subnutridas expuestos a la prueba de
novedad y sorpresa mostraron mayores latencias para acercarse al objeto nuevo,
fueron mas propensos a saltar y presentaron mayores niveles de locomocion. No
se encontro literatura sobre el efecto de la subnutricion intrauterina en la
respuesta a la prueba de sorpresa y prueba de objeto novedoso en ovejas
adultas.

1.8. LA ESQUILA COMO UN DESAFIO PARA EVALUAR LAS
CONSECUENCIAS DE LA PROGRAMACION FETAL EN OVEJAS
ADULTAS

La esquila (cosecha anual del vellon) es una actividad fundamental dentro del
sistema de produccion de ovinos de lana. Se realiza anualmente siguiendo un
calendario en el cual la fecha de esquila varia segun la finalidad productiva de
los ovinos y la demanda del mercado. En ovejas, las dos épocas de esquila mas
comunes son: la esquila de primavera o tradicional, que coincide con el periodo
de lactacion de los corderos, momento en el cual la disponibilidad de alimento es
mayor, o la esquila preparto o de invierno,que puede ser temprana, a los 70 dias
de gestacion, o tardia, a los 120 dias de gestacion (De Barbieri et al., 2014,

Montossi et al., 2005, Bianchi y Olascoaga,1995). EI método de esquila mas
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utilizado es el método Tally-Hi, en el cual se realiza la remocion del velldn sin atar
al animal, siendo, por tanto, una practica mucho menos estresante y rapida que

la esquila tradicional (Maggiolo, 1994).

La esquila es un evento estresante que tiene varios componentes. Por un lado,
esta el manejo relacionado a la esquila, el movimiento de los animales hasta el
corral, ruidos y movimientos vinculados a la esquila de los otros animales,
manipulacion e inmovilizacion durante la esquila en un entorno desconocido y la
esquila en si misma (Ungerfeld et al.,, 2021). También, se produce un estrés
térmico generado por la pérdida de la capa naturalmente aislante del ovino, en
especial cuando se realiza en invierno (Aleksiev, 2009). Por todo lo anterior, la
esquila produce cambios fisiol6gicos como un aumento de la concentracion
plasmética del cortisol (Carcangiu et al., 2008) y de la glucemia (Aleksiev, 2009).
La temperatura de los animales se incrementa durante varias semanas luego de
la esquila (Piccione et al., 2002), asi como también se reporta una disminucién
de los neutrdfilos (Aleksiev, 2009) y un aumento del consumo voluntario (Mousa-
Balabel y Salama, 2010). También se observaron importantes aumentos de la
frecuencia cardiaca y del pulso luego de la esquila (Mousa-Balabel y Salama,
2010). Durante el periodo inmediato posterior a la esquila aumenta el despliegue
de comportamientos de confort y el consumo de alimento y disminuye la
frecuencia de beber agua (Mousa-Balabel y Salama, 2010). Ademas, Ungerfeld
et al. (2018) reportaron que, en ovejas en pastoreo, luego de esquiladas, aumenta
el tiempo de pastoreo y disminuye el tiempo de reposo. También se reportd que
la esquila genera menores cambios en el comportamiento y en el estatus
fisiologico de las ovejas prefiadas que en las vacias (Ungerfeld y Freitas-de-Melo,
2019).

Con respecto a la esquila y su efecto en animales que fueron gestados por

madres subnutridas, se ha reportado que un periodo de subnutricién en ovejas
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gestantes compromete la disposicion de grasa parda en el feto y, como
consecuencia, la capacidad termorreguladora del neonato (Mahboub et al., 2013,
Budge et al., 2000). Ademas, la programacién fetal por subnutricién afecta la
capacidad termorreguladora de ratas hijas de madres que fueron restringidas
durante la gestacion (Luz et al., 2003, Tonkiss et al., 2003) y en humanos recién
nacidos (Salam et al., 2014, Longo et al., 2013). Sin embargo, no se encontrd
literatura referente a los efectos de un periodo de subnutricion durante la
gestacion en la termorregulacién en ovinos adultos. Por tanto, la esquila es un
modelo que integra respuestas fisioldgicas, metabodlicas, comportamentales y
termorregulatorias, teniendo componentes de estrés agudo y crénico, y desafia
a los animales a una respuesta integrada, siendo al mismo tiempo parte de los
manejos rutinarios en produccién ovina. Por ello, constituye un excelente modelo
experimental para estudiar este tipo de respuestas en ovejas adultas que

sufrieron restriccion nutricional intrauterina.

1.9. ANTECEDENTES NACIONALES DE INVESTIGACION SOBRE
PROGRAMACION FETAL EN OVINOS

En la literatura internacional se reporta que la subnutricion materna durante la
gestacion en los ovinos altera el desarrollo intrauterino, lo que disminuye el peso
al nacer y la probabilidad de supervivencia de las crias (Roca Fraga et al., 2018,
Kenyon y Blair, 2014) y afecta negativamente los resultados productivos (Zhu et
al., 2004). En este sentido, en el ambito nacional se desarrolla una linea de
investigacion que incluye trabajos en programacion fetal en ovinos tanto en
condiciones controladas como en pastoreo. Bielli et al. (2002) encontraron que el
namero de células de Sertoli disminuye al reducir la cobertura de los
requerimientos energéticos de 110 % a 70 %. Abud et al. (2020) reportaron que
las ovejas que pastorean sobre una oferta de forraje de campo natural baja desde

23 dias antes de la concepcién hasta el dia 122 de gestacién producen corderos
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mas livianos, con una relacion peso del cerebro/peso del higado mayor e higados
y glandulas adrenales mas livianos (Abud et al., 2020).

También se observaron efectos de la baja oferta de forraje sobre el desarrollo
muscular en fetos de 70 dias (lthurralde et al., 2020), una limitacion en el
desarrollo de la masa muscular durante el periodo de engorde (Ithurralde et al.,
2019), y las caracteristicas de la carne en los corderos al momento del sacrificio
(Ithurralde et al., 2021). Asimismo, la baja oferta de forraje durante la gestacion
indujo algunos cambios en el comportamiento de los corderos recién nacidos; de
hecho, los corderos machos restringidos maman mas tarde, lo que se vincula con
menor probabilidad de supervivencia (Freitas-de-Melo et al., 2015) y pastorean

menos tiempo durante el periodo de lactacion (Freitas-de-Melo et al., 2017).

Las crias hembras nacidas de madres restringidas durante la gestacion
presentaron una mayor resistencia en la arteria carétida a los 2,5 afios de edad,
lo que probablemente se vincula con una mayor resistencia en la microcirculaciéon
cerebral (Zocalo et al., 2020). Mas recientemente, Pérez-Clariget et al. (2023),
trabajando con las mismas ovejas que se utilizan en los experimentos de esta
tesis, encontraron que las ovejas que habian sido gestadas por madres
restringidas preferian los alimentos grasos por sobre los proteicos, ademas de
ser hiperfagicas. Por ultimo, Jorge-Smeding y Pérez-Clariget (2021) reportaron
que las ovejas hembras nacidas de madres que pastorearon baja oferta
presentaron diferencias en el metaboloma sanguineo con respecto a las hijas de

madres que pastorearon alta oferta.
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2. HIPOTESIS GENERAL

La subnutricion materna durante la gestacion afecta las respuestas fisioldgicas,
comportamentales y termorregulatorias de su progenie en la etapa adulta frente
a diferentes desafios ambientales (esquila'y TAS + objeto novedoso).
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la restriccion nutricional durante la gestacion en ovejas afecta las
respuestas fisiolégicas, comportamentales y termorregulatorias de la
descendencia adulta frente a diferentes desafios ambientales (esquila y TAS +

objeto novedoso).

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar si ovejas adultas, no gestantes ni lactantes, hijas de madres que

sufrieron subnutricién durante la gestacion presentan cambios:
e comportamentales, fisiol6gicos y en su capacidad termorreguladora, luego
de la esquila en primavera;
e comportamentales y fisiologicos luego de un periodo corto de aislamiento

social y presentacion abrupta de un objeto novedoso.
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4. ESTRUCTURA DE LA TESIS

La estructura central de la presente tesis se basa en dos articulos cientificos: el
primero, cuyo titulo es «Thermoregulatory, metabolic and stress responses to
spring shearing of aged ewes born to undernourished mothers», publicado en
Journal of Thermal Biology (Corrales-Hlinka, F., Freitas-de-Melo, A., Ungerfeld,
R., y Pérez-Clariget, R., 2023. J.Therm. Biol.,
113.https://doi.org/10.1016/].jtherbio.2023.103503.), constituye el capitulo V. El

segundo manuscrito, cuyo titulo es «Stress response to social isolation followed

by exposure to a novel object of aged ewes born to undernourished mothers»,

fue enviado a Behavioural Processes y se encuentra en proceso de publicacion.

Ambos estudios se llevaron a cabo en la Estacion Experimental Bernardo
Rosengurtt de Facultad de Agronomia (Cerro Largo). En el primero se utilizaron
19 ovejas de seis afos de edad no gestantes y no lactantes, y en el segundo las
mismas 19 ovejas mas una mas que fue incorporada al grupo experimental.
Todas las ovejas nacieron de parto simple en la primavera de 2013. Las ovejas
eran hijas de madres que desde los 23 dias antes de la concepcién hasta el dia
122 de gestacion pastorearon sobre campo natural (Campos) a dos ofertas de
forraje contrastantes (10-12 kg MS/100 kg de peso vivo (PV)/dia vs. 5-8 kg
MS/100 kg PV/dia). Se utilizaron la esquila y el TAS con la presentacion de un
objeto novedoso como desafios ambientales. Se utilizaron una amplia gama de
indicadores fisiologicos, comportamentales y metabdlicos como variables de
respuesta. El primer estudio se llevd a cabo durante la primavera (setiembre-
octubre) de 2019, y, el segundo, al final del verano-principios de otofio (marzo)
de 2020. Por ultimo, la tesis incluye una discusién de los resultados de ambos

trabajos (Discusion general) que corresponde al capitulo VII.
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5. THERMOREGULATORY, METABOLIC AND STRESS RESPONSES TO
SPRING SHEARING OF AGED EWES BORN TO UNDERNOURISHED
MOTHERS

Florencia Corrales Hlinka®; Aline Freitas-de-Melo?; Rodolfo Ungerfeld?; Raquel
Pérez-Clariget'*

Departamento de Produccién Animal y Pasturas, Facultad de Agronomia,
Universidad de la Republica, Uruguay
2Departamento de Biociencias Veterinarias, Facultad de Veterinaria,

Universidad de la Republica, Uruguay

5.1. RESUMEN

La subnutricibn materna durante la gestacién afecta el comportamiento, el
metabolismo y la sensibilidad al estrés de la descendencia. La esquila es un
factor estresante que desencadena cambios fisioldgicos, comportamentales y
termorregulatorios en las ovejas. El objetivo de este estudio fue comparar las
respuestas termorregulatoria, metabdlicas y comportamentales a la esquila de
primavera de ovejas adultas nacidas de madres que pastorearon diferentes
ofertas de forraje de campo natural durante la gestacion. Se utilizaron 19 ovejas
Corriedale de seis aflos de edad, no gestantes, nacidas de madres que
pastorearon dos ofertas contrastantes de campo natural desde los 23 dias antes
de la concepcion hasta los 122 dias de gestacion. La oferta de forraje ofrecida a
las madres fue de 10-12 kg de materia seca (MS)/100 kg de peso vivo (PV)/dia
(grupo AOF; n=11) o de 5 -8 kg MS/100 kg PV/dia (grupo BOF; n=8). A los 6 afios
de edad, la progenie de ambos grupos experimentales fue esquilada durante la
primavera (Dia 0). Luego de la esquila fueron trasladadas a un potrero en donde
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pastorearon campo natural a una oferta de 10 kg MS/100kg/dia. Antes y después
de la esquila (Dias -3 al 4, 13 y 14, 21 y 22, 29 y 30) se registraron los
comportamientos parada, echada, caminando, comiendo y rumiando. La
temperatura superficial maxima, minima y media de ojo izquierdo, oreja izquierda,
hocico y vulva y la temperatura rectal de todas las ovejas se registraron los Dias
-4, 5, 15, 23 y 31. Los mismos dias y luego de los registros de temperatura, se
extrajo sangre para la obtencién de suero y se determinaron las concentraciones
de albumina, proteinas totales, glucosa e insulina. Las ovejas BOF tuvieron
temperaturas superficiales maximas y minimas en la oreja y el hocico inferiores
que las AOF antes de la esquila (P < 0,05). El Dia 15, la temperatura promedio
de la superficie de la vulva fue mas baja en las ovejas BOF que en las ovejas
AOF (P < 0,05). Después de la esquila, la proporcién de tiempo rumiando fue
mayor en las ovejas AOF que en las BOF (P = 0,01). Después de la esquila, las
ovejas BOF estuvieron mas frecuentemente paradas que las ovejas AOF (P
<0,0001). La concentracion de insulina tendié a ser mayor en las ovejas BOF que
en las AOF (P = 0,06). En conclusion, la subnutricibn materna durante la
gestacion modificé las respuestas termorregulatorias y el comportamiento
inmediato tras la esquila en crias hembras en etapa adulta avanzada, mientras

gue el metabolismo fue afectado en menor medida.
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5.2. ABSTRACT

Maternal undernutrition during gestation affects the behaviour, metabolism, and
sensitivity to stressors of the offspring. Shearing is a stressor that triggers
physiological and behavioural changes and augments the thermoregulatory
demands in sheep. The aim of this study was to compare the thermoregulatory,
metabolic, and behavioural responses to spring shearing of aged ewes born to
mothers who grazed different pasture allowances during gestation. Nineteen non-
gestating six-year-old Corriedale ewes born to mothers who grazed two pasture
allowances from 23 days before conception until 122 days of gestation were used.
The pasture allowance offered to the mothers was high [HPA group; n=11; 10-12
kg of dry matter (DM)/100 kg of body weight (BW)/day] or low [LPA group: n=8; 5
-8 kg of DM/100 kg of BW/day]. The adult offspring of both experimental groups
were sheared during spring (Day 0), and remained outdoors, grazing natural
grassland, and the behaviour, the surface temperature and the rectal temperature
were recorded. Blood concentrations of albumin, total protein, glucose, and insulin
were also determined. Data were compared with a mixed model. The LPA ewes
had lower ear and nose maximum and minimum surface temperatures before
shearing (P < 0.05). On Day 15, the average surface temperature of the vulva
was lower in LPA than in HPA ewes (P < 0.05). After shearing, rumination
frequency was greater in HPA than in LPA ewes (P = 0.01), and LPA ewes were
observed more time standing up than HPA ewes (P <0.0001). Insulin
concentration tended to be greater in LPA than HPA ewes (P = 0.06). Maternal
undernutrition during gestation modified the thermoregulatory responses and the
acute behavioural changes after shearing in aged female offspring, whilst the
metabolism was affected to a lesser degree. The long-term effects noticed in this

study highlight the importance of providing proper nutrition to pregnant ewes.
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thermoregulation

5.3. INTRODUCTION

In extensive pastoral production systems, sheep breeding flock nutrition relies on
natural grassland availability and quality. During winter, the pasture's growth rate
and quality are insufficient to fulfil the energy and protein requirements of pregnant
ewes (Freitas-de-Melo et al., 2018). Consequently, ewes frequently undergo
periods of gestational subnutrition, which can be associated with foetal
intrauterine growth restriction (Nathanielsz and Hanson, 2003; Abud et al., 2020).
Accordingly, maternal underfeeding results in lighter lambs at birth (Abud et al.,
2020), therefore, taking longer for lambs to stand up and ingest colostrum (Dwyer
et al., 2003; Freitas-de-Melo et al., 2015). Undernutrition of pregnant ewes also
compromises the brown adipose tissue deposition in the fetal lamb (Budge et al.,
2000) and the thermoregulatory capacity of the newborn (Mahboub et al., 2013).
The effects of maternal subnutrition on the offspring' physiology and behaviour
persist into adulthood. Subnutrition of pregnant ewes decreases the locomotor
activity of adult offspring, and might perhaps reduce their resting metabolic rate
(Donovan et al., 2013). The blood flow is distributed differently in adult ewes born
to undernourished mothers compared to better fed mothers (Zécalo et al., 2019).
Therefore, heat exchange between the body surface and its surroundings might
also differ in adult offspring born to underfed pregnant ewes. Prenatal
undernourishment also increases the feeding frequency of suckling lambs
(Freitas-de-Meloet al., 2017), adults (Nielsen et al., 2013), and aged ewes
(George et al., 2012; Pérez-Clariget et al., 2021). Subsequently, food restriction
during gestation affects the energetic metabolism and the glucose-insulin
homeostasis in the adult offspring (Oliver et al., 2002; Gardner et al., 2005; Ford

et al., 2007). Furthermore, lambs born to undernourished ewes have a lower
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stress response at weaning (Freitas-de-Meloet al., 2017), and adult offspring have
lower baseline cortisol concentrations (Bloomfield et al., 2003). Overall, maternal
undernutrition during gestation presents long-term effects on the offspring's

physiology, metabolism, and behaviour.

Wool ewes are annually sheared, inducing acute stress responses as whilst the
fleece is removed, ewes are restrained, exposed to unfamiliar humans, and
different sounds and movements of other animals (Ungerfeld and Freitas-de-
Melo, 2019; Arfuso et al., 2022). Immediately after shearing, thermoregulatory
demands of ewes increase as their lower critical temperature rises from -4 to 20
°C (Nicol and Brookes, 2007). The mean minimum ambient temperature during
spring in grazing areas in Uruguay rarely exceeds 17.0 °C (INUMET, 2020).
Therefore, after spring shearing, both ewes' metabolisable energy requirement
and the metabolic rate for maintenance increase to avoid a drop in body
temperature (Nicol and Brookes, 2007). In response to the increased energetic
demands, sheared ewes augment their time grazing and standing up, and reduce
their time lying down (Ungerfeld et al., 2018). Shearing increases glucose intake
(Symonds et al., 1988b), cortisol, thyroxine, NEFAs and total protein blood
concentrations (Symonds et al., 1988a; Ungerfeld et al., 2018), and decreases
insulin concentration and glucose clearance after a hyperglycemic challenge
(Revell et al., 2000). In recent years, detrimental effects of thermal stressors on
animal health and welfare have been studied, using behavioural, physiological
and biochemical indicators to evaluate the adaptive capacity of animals (Fazio et
al., 2018; Carcangiu et al., 2018; Giannetto et al., 2017). We hypothesised that
nutrient restriction during foetal development affects the thermoregulation
capacity, metabolism, and behavioural pattern of the aged female offspring to
spring shearing. Therefore, the aim was to compare those responses of aged
ewes born to mothers who grazed different pasture allowances during gestation

to spring shearing.
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5.4. MATERIALS AND METHODS

5.4.1. Location

The study was conducted at the Estacion Experimental Bernardo
Rosengurtt, Facultad de Agronomia (Cerro Largo, Uruguay; 32 °35" S, 54 °15’
W), Uruguay.

5.4.2. Nutritional treatments applied to the mothers during gestation

The nutritional treatments applied to the mothers of the ewes used in the
present study were described in detail by Freitas-de-Meloet al. (2015) and Abud
et al. (2020). Briefly, multiparous single-bearing Corriedale ewes were used in a
complete randomised block design with two treatments and three plots. Ewes
were born to mothers that grazed on high pasture allowance (10-12 kg of dry
matter (DM)/100 kg of body weight (BW)/day; group HPA) or low pasture
allowance (5-8 kg of DM/100 kg of BW/day; group LPA) from 23 days before
conception until 122 days of gestation. Pregnant mothers were sheared on day
122 of gestation, and after that, they grazed on Festuca arundinacea (14 kg
DM/100 kg BW/day) until lambing. From day 116 of gestation until lambing, each
pregnant ewe was supplemented with 200 g/day of rice bran (88% DM, 14% crude
protein, 9% acid detergent fibre, 24% neutral detergent fibre) and 50 mL of
glycerine/day (77% glycerol). The energy requirements of HPA ewes were fulfilled
during the entire gestation. The LPA ewes were in negative energy balance from
22 days before conception to day 122 of gestation (covering only 74% and 84%
of the energy requirements). Both groups of ewes underwent periods of negative
protein balance, but it was more intense and prolonged in LPA ewes. The HPA

ewes were in negative protein balance from day 59 to day 122 of gestation
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(covering 83% and 69% of the energy requirements). The LPA ewes were in
negative protein balancefrom day 25 to day 122 of gestation (covering 70% and
50% of the energy requirements). During the whole period of the treatment,
energy and protein balance differed between HPA and LPA groups by 28% and

21%, respectively.

From lambing until weaning, the ewes and their lambs grazed on natural
grassland as a single group. Lambs were weaned at 90 days of age. From then
until the present study, only female lambs remained in the flock as a single group
grazing on natural grassland, receiving the same reproductive, nutritional, and
health management. These ewes were used in other experiments, including the
work conducted by Zécalo et al. (2019), so they were accustomed to human
handling and local facilities. The experimental ewes were sheared five times

during their life.

5.4.3. Animals, shearing procedure, and management

Eleven HPA and 8 LPA non-lactating six-year-old Corriedale ewes were
included in this study [HPA: 47.5 = 1.3 kg, and 3.3 + 0.1 body condition score
(BCS; scale 1 = emaciated, 5 = obese; Jefferies, 1961); LPA: 46.3 = 1.5 kg, and
3.2 £ 0.2 of BCS]. Shearing was performed during September (early spring in the
southern hemisphere, non-breeding season). The animals were allocated in a 5
ha outdoor paddock with natural pasture and free access to water and natural
shade provided by trees. Before shearing, the anoestrus condition of ewes was
confirmed by scanning the ovaries and corroborating the absence of a corpus
luteum by transrectal ultrasonography twice, separated by 9 days. The ewes were
sheared (Day 0) in a roofed barn by four trained technicians using the Tally Hi
method (performed with the animal untied). One ewe of each group was sheared

simultaneously by two technicians, who sheared each ewe in 4 to 5 min. The
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shearing of the first two ewes started at 08:00 h and the last two at 09:30 h.
Immediately after shearing, ewes were allocated to two paddocks (300 m x 50 m)
divided by electric fences, located into the paddock mentioned above, where they
grazed natural grassland and had free access to water. The estimated forage
allowance was 10 kg DM/100kg/day, and the predominant pasture species were
Stipa, Paspalum, Coelorachis, Piptochaetium, Oxalis, Cynodon, Cardus,
Adesmia genera. Whether the interval between behavioural recordings was
greater than three consecutive days, ewes were allowed to graze on the entire 5

ha paddock to maintain the forage allowance.

5.4.4. Ambient recordings

During the experimental period, rainfall, ambient temperature, and relative
humidity (RH) were obtained from the nearest Weather Station (located at 32°37"
S and 54°19" W) of the Instituto Uruguayo de Meteorologia (INUMET). Weather
was recorded with an automatic equipment that recorded the ambient
temperature under a meteorological shelter, 1.50 m from the ground. The ambient
temperature ranged from 1 °C to 26.8 °C (mean + SD: 18.3 £ 0.6 °C). The RH
ranged from 32 % to 9 % (mean £ SD: 63.1 + 2.9 %). During Days 21 and 22, 25
mm and 20 mm of rain fell, respectively. Rainfall was not observed on the other
days.

5.4.5. Body weight and body condition

The ewes were weighed and the BCS was estimated on Days -4, 5, 15, 23,
and 31 at mid-morning (10:00 — 11:00 h).

33



5.4.6. Behavioural recordings

The behaviour of the ewes was recorded on Days -3, -2, -1, 1, 2, 3, 4, 13,
14, 21, 22, 29 and 30. All the ewes were identified with large numbers painted on
the flanks to facilitate individual identification from outside the paddocks. The
observers were located at a minimum distance of 5 m to avoid disturbing the
behaviour of the animals. Two trained observers recorded the following
behaviours and postures of each ewe: standing up, lying down, walking, grazing
and ruminating. Recordings were done using instantaneous visual sampling at 10
min intervals for 4 h in the morning (8:00 to 12:00 h) and 4 h in the afternoon
(14:00 to 18:00 h), totalling 50 recordings/day. The observers were exchanged

between groups in each interval.

5.4.7. Body surface temperature

Body surface temperature of the left cornea, left ear, nose and vulva were
measured at mid-morning (09:00 to 10:00 h) on Days -4, 5, 15, 23 and 31, using
an infrared camera [laser: Class 2, 0.05-40 m = 1% of the measured distance,
infrared resolution photos: 464 x 348 pixels, object range temperature: 20 to +120
°C, accuracy: £0.3 °C, field of view: 24 x 18 (18 mm lens), FLIR E95, Estonia].
Approximately 2 h before the recordings, ewes were moved to a roofed pen (8.0
m x 15.0 m), located at 2.000 m from the outdoor paddock. The camera was
calibrated to RH, ambient and reflective temperatures. The emissivity was set to
0.98, according to Labeur et al. (2017) and Menant et al. (2020). A single operator
took all the images from a standard distance of 1.0 m from the ewe. After
recording the surface temperatures, the rectal temperature was measured using

a digital thermometer.
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The pictures were analysed using the FLIR Tools software. Areas were
delineated from the infrared images using a circle on different areas without
wool. Regions of interest were defined close to the lacrimal caruncle (corneal
temperature), on the central part of the vulva, on the left ear, and on the nose
region (Fig. 1). As the rain interfered with the measurements, the pictures that
were taken on Days 21 and 22 were not analysed. For each area, the minimum,

mean and maximum temperatures were calculated with the aid of the software.

Fig. 1. Images of the infrared thermogram of the ewes analysed with the FLIR
Tools software illustrating the regions considered: (a) left cornea, (b) left ear, (c)
nose, and (d) vulva. The minimum (blue point), mean and maximum (yellow point)

temperatures were estimated for each area.

5.4.8. Blood samples, and metabolites and hormonal determinations

After taking the pictures, blood samples were collected from ewes by

jugular venipuncture using tubes without anticoagulant and tubes with iodoacetate
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and heparin (Eurotubo, Deltalab, Rubi, Spain). Samples were centrifuged for 15
min at 3000 g, and the plasma or the serum were separated and frozen at -20 °C.

Serum total protein, albumin, and plasma glucose concentrations of all
samples were measured with commercial kits (Bio-Systems, Barcelona, Spain)
using an automatic equipment (Humastar 80, Human, Wiesbaden, Germany) at
the Unidad de Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de la Republica,
Uruguay. Calibration controls were included for biochemical measurements.
Insulin concentrations were measured using a radioimmunoassay kit (IRMA)
(INS-IRMA; DIAsource Immunoassays SA, Belgium) at the Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad de la
Republica, Uruguay. The assay sensitivity was 2.3 mUI/mL, and the intra-assay
coefficients of variation were 7.3 % and 12.1 % for low and high controls,

respectively. The glucose: insulin ratio was calculated.

5.4.9. Statistical analyses

The normal distribution of the data was confirmed using the Shapiro-Wilk
test assuming that when P > 0.05 the data were normally distributed. The
frequency of each behaviour was calculated and expressed as a percentage of
observations/day. A mean value was calculated for the data recorded the three
days before shearing, which is presented as BS (before shearing). All the data
were compared between treatments with a mixed model (mixed proc of SAS;
platform SAS OnDemand for Academic). The time was included as a repeated
factor in the model, which included the treatments (HPA vs LPA), the time, and
their interaction as fixed effects, and the ewe and the mother's block as random
effects. When the estimate of the covariance parameter for the mother's block
was zero or near zero, the block was removed from the model. Post-hoc

comparisons were made using the pdiff option of SAS. To determine the acute
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changes induced by shearing on behaviour, the same analysis was performed,
including only Days -3 and 1. Data are presented as LSmeans + SEM, and were
considered as significantly different when P < 0.05, and as tendencies when 0.05
<P<0.1.
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5.5. RESULTS

5.5.1. Body weight and body condition

The nutritional treatment applied to the mothers did not affect the body
weight or BCS of the ewes. The body weight varied with time (P < 0.0001; Fig. 2),
decreasing from Day -4 to Day 5, (P < 0.001), and increasing from Day 5 to Day

23 (P < 0.001). There was no interaction between treatment and time.
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Fig. 2. Body weight of LPA (-A-) and HPA ewes (—e—) before and after spring
shearing. Non-gestating six-year-old ewes born to mothers that grazed on high
(HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage
allowance of natural grassland from 23 days before conception until 122 days of
gestation. Time is in relation to the day of shearing, which is indicated by the

arrow. Different letters indicate significant differences between days (P < 0.05).

5.5.2. Behaviours

When all data were analysed, only a tendency was found in rumination: the

HPA ewes tended to ruminate more frequently than the LPA ewes (P = 0.07; Table
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1). No interaction between treatment and time was found in any studied variable.
On the other hand, all recorded behaviours varied with time (P < 0.0001; Fig. 3a,
3b, 3c, 3d, 3e).

When only acute behavioural changes were analysed (Day -3 vs Day 1), there
was a significant interaction between treatment and time in rumination frequency
(P = 0.02). Shearing decreased rumination frequency in both groups (P < 0.03),
but the reduction was greater in LPA ewes than in HPA ewes. Before shearing,
the rumination frequency did not differ between groups (HPA: 21.2 + 2.3 % vs
LPA: 23.0 + 2.4 %), but after shearing, the frequency of observations ruminating
was greater in HPA than in LPA ewes (HPA: 17.2 + 2.3 % vs LPA: 12.2 £ 2.4 %,
P = 0.01). There was also the same type of interaction for standing behaviour (P
= 0.05). Before shearing, LPA ewes were observed a lower proportion of times
standing up than HPA ewes (71.2 + 4.5 % vs 66.0 = 4.7 %; P <0.0001), but after
shearing, LPA ewes were observed more times than HPA ewes (69.0 + 4.7 % vs
65.9 £ 4.5 %; P <0.0001). There were no acute changes on the other behaviours

analysed after shearing.
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Table 1. Standing up, lying down, grazing, ruminating and waking frequencies in
LPA (-A-) and HPA ewes (—e—) before and after spring shearing. Non-
gestating six-year-old ewesborn to mothers that grazed on high (HPA: 10-12
DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage allowance of
natural grassland from 23 days before conception until 122 days of gestation.

Least square means P
HPA LPA SEM Treat Day TreatxDay
Standingup (%) 75.1 746 0.8 0.73 <0.0001 0.62
Lying down (%) 16.7 16.4 0.8 0.84 <0.0001 0.92

Grazing (%) 727 721 08 0.6 <0.0001  0.83
Ruminating (%) 13.5 11.9 1.4 0.07 <0.0001  0.22
Walking (%) 79 86 03 024 <0000l  0.83
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Fig. 3. Percentage of observations (a) standing up, (b) lying down, (c) walking,
(d) grazing and (e) ruminating in LPA (—A-) and HPA ewes (—e—) before and
after spring shearing. Non-gestating six-year-old ewesborn to mothers that grazed
on high (HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day)
forage allowance of natural grassland from 23 days before conception until 122
days of gestation. Time is in relation to the day of shearing, which is indicated by
the arrow. The dotted lines indicate rainy days (25 mm and 20 mm,
respectively).Different letters indicate significant differences between days (P <
0.05).
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5.5.3. Body surface temperatures and rectal temperature

The treatment of the mothers did not affect the surface temperatures. The
maximum temperature of the vulva (P = 0.08) and the average ear temperature
(P =0.1) tended to be greater in HPA than in LPA ewes (Table 2). All the surface
temperatures measured varied with time (P < 0.05).

There were interactions between treatment and time in the maximum and
minimum temperatures of the ear (P = 0.05 and P = 0.03, respectively). Both,
maximum and minimum temperatures, were greater in HPA than in LPA ewes
before shearing (P = 0.003, P = 0.007; respectively, Fig. 4a). Meanwhile, the
maximum temperature of the ear decreased in HPA ewes (P < 0.0001) on Day 5
after shearing, no changes were observed in LPA ewes. On Day 15, the ear
temperatures of ewes from both groups had increased. There was also an
interaction between treatment and time in the maximum and minimum
temperatures of the nose (P = 0.04 and P = 0.02, respectively). Before shearing,
the maximum temperature was greater in HPA than LPA ewes, but LPA ewes had
a greater minimum temperature than HPA ewes (P = 0.02 and P = 0.003,
respectively, Fig. 4b). Additionally, there was an interaction between treatment
and time in the maximum temperature of the vulva (P = 0.03): HPA ewes had a
greater maximum temperature of the vulva on Day 15 after shearing than LPA
ewes (P = 0.003, Fig. 4c).

The corneal surface temperature was not affected by the nutritional
treatment of the mothers or the interaction between treatment and time, but varied
with time (P < 0.001). The maximum, minimum, and average temperature of the
corneal surface temperature decreased from Day -4 to Day 5, (P < 0.001), and
increased from Day 5 to Day 15 (P < 0.001).
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Rectal temperature (RT) was not affected by the treatment, but varied with
time (P < 0.001, Fig. 5). The RT decreased from Day -4 to Day 5 (P < 0.001), and
increased from Day 5 to Day 15 (P < 0.001). There was no interaction between

treatment and time.

43



Table 2. Maximum, minimum and average superficial temperature of the vulva,
left eye, left ear and nose in LPA (-A-) and HPA ewes (—e—) before and after
spring shearing. Non-gestating six-year-old ewesborn to mothers that grazed on
high (HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day)
forage allowance of natural grassland from 23 days before conception until 122

days of gestation.

Least square means P
HPA LPA SEM Treat Day TreatxDay

Vulva (°C)
Maximum 36.9 36.2 0.3 0.08 0.31 0.03
Minimum 31.6 31.3 0.3 0.69 0.06 0.34

Average 349 346 0.2 0.25 0.0002 0.15
Left eye (°C)

Maximum 37.1 37 0.1 0.58 <0.0001 0.48

Minimum 34 339 0.2 0.8 0.005 0.41

Average 33.2 324 0.3 0.2 <0.0001 0.33
Left ear (°C)

Maximum 36.4 35.7 0.3 0.15 <0.0001 0.05

Minimum 28.7 27.7 05 0.21 <0.0001 0.03

Average 33.2 324 0.3 0.1 <0.0001 0.34
Nose (°C)

Maximum 36.1 358 0.2 0.35 <0.0001 0.04

Minimum 27.1 275 0.3 0.45 <0.0001 0.02

Average 33.2 327 03 0.23 <0.0001 0.29

44



envire

Mean environmental temperature (°C)

Max ("C)

Ava (°C)

Min (°C)

Minimum environmental temperature (°C)

Mean environmental temperature (°C)

Max ("C)

Ava (*C)

Min (°C)

40

38

36

34

32

37

34

31

28

25

35

30

25

20

38

37

36

35

36

35

34

33

35

33

31

29

& (°C)

70

10.0

76 80
14.0 15.0

116

15.0

Max (°C)

Ava (°C)

Min (°C)

38

37

36

35

34

36

34

32

30

28

32

29

26

23

7.0 76 8.0 11.6
10.0 14.0 15.0 15.0

BS

7.0
10.0

»

abec

o

5 15
Time (day in relation to shearing)

786 8.0
14.0 15.0

abc
bc <

ab b

ab b

/

11.6
15.0

abc

Q

o

Ava (°C)

Min (°C)

20

38

37

36

37

36

35

34

36

35

34

33

BS 5 15 31
Time (day in relation to shearing)

7.0 76 8.0 1.8
10.0 14.0 15.0 15.0

J

BS

5 15
Time (day in relation to shearing)

31

32

BS 5 15 31
Time (day in relation to shearing)

45



Fig. 4. Maximum (Max °C), minimum (Min °C), and average (Ave °C) surface
temperature of the (a) ear, (b) nose, (c) vulva, and (d) cornea of LPA (-A-) and
HPA ewes (—e—) before and after spring shearing. Non-gestating six-year-old
ewes born to mothers that grazed on high (HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or
low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage allowance of natural grassland from 23
days before conception until 122 days of gestation. The gray text box shows the
minimum and average ambient temperatures during the surface temperature
measurement. Time is in relation to the day of shearing, which is indicated by the
arrow. The asterisk indicates that there were differences between groups on that

day. Different letters indicate significant differences between days (P < 0.05)
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Fig. 5. Rectal temperature of LPA (—A-) and HPA ewes (—e—) before and after
spring shearing. Non-gestating six-year-old ewes born to mothers that grazed on
high (HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day)
forage allowance of natural grassland from 23 days before conception until 122
days of gestation. Time is in relation to the day of shearing, which is indicated by
the arrow. Different letters indicate significant differences between days (P <
0.05).
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5.5.4. Metabolites and hormonal determinations

Insulin concentration tended to be greater in LPA than in HPA ewes (P =
0.06, Table 3). It also changed with time (P = 0.05): from Day 5 until Day 15 the
insulin concentration decreased (P = 0.02; Fig. 6). There was no interaction

between treatment and time in insulin concentration.

Albumin, total proteins, and glucose concentrations were not affected by
the treatment (Table 3), but varied with time (P < 0.01). The albumin and total
protein concentrations decreased from Day 5 until Day 15 (P < 0.0001). The
glucose concentration decreased from Day 15 until Day 23 (P = 0.01). There was
no interaction between treatment and time in any blood metabolites. The

glucose:insulin ratio was not affected by any studied factor.
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Table 3. Concentration of glucose, insulin, albumin and total protein, and glucose:
insulin ratio in LPA (-A-) and HPA ewes (—e—) before and after spring shearing.
Non-gestating six-year-old ewesborn to mothers that grazed on high (HPA: 10-12
DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage allowance of
natural grassland from 23 days before conception until 122 days of gestation.

Least square means P

HPA LPA SEM Treat Day TreatxDay
Glucose (g/L) 0.68 0.68 0.01 0.95 0.0009 0.93
Insulin (nlU/mL) 10.85 8.88 0.36 0.06 0.05 0.49
Albumin (g/dL) 283 281 0.04 0.78 0.0003 0.36
Total protein (g/dL) 6.07 6.59 0.1 0.55 0.0006  0.61
Glucose:insulin ratio  0.08 0.07 0.004 0.63 0.69 0.53
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Fig. 6. (a) Albumin, (b) total proteins, (c) glucose and (d) insulin blood
concentrations of LPA (-A-) or HPA ewes (—e—) before and after spring
shearing. Non-gestating six-year-old ewes born to mothers that grazed on high
(HPA: 10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage
allowance of natural grassland from 23 days before conception until 122 days of
gestation. Time is in relation to the day of shearing, which is indicated by the

arrow. Different letters indicate significant differences between days (P < 0.05).
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5.6. DISCUSSION

Undernutrition of pregnant ewes affected the thermoregulatory and the
acute behavioural responses of their aged female offspring to spring shearing.
The application of nutritional treatments to experimental ewes during their
intrauterine development also tended to have long-term effects on insulin
concentration. Our results reaffirm previous data collected on the same ewes,
reporting that maternal subnutrition determines changes in the distribution of
blood perfusion according to the body region (Z6calo et al., 2019), demonstrating
that some effects remain until adulthood. Although both groups of ewes received
the same handlings and remained together throughout their extrauterine life, the
earlier treatment still had consequences on their physiological functioning and

behaviour.

After shearing, LPA ewes reduced the maximum surface temperature of
the vulva, whilst HPA ewes did not. It is possible that LPA ewes responded with
a higher level of vasoconstriction than HPA ewes to prevent heat loss to the
environment and the reduction of body temperature as they may, perhaps, have
had a lower metabolic rate (Donovan et al., 2013). After shearing, the difference
in surface temperatures between treatments was observed only in the vulva, a
region with a high density of blood vessels near the dermal surface (Bassett,
1965). The body's anatomic regions with a higher level of irrigation are those more
susceptible to changes in ambient temperature, responding rapidly with

vasoconstriction or vasodilatation (Mota-Rojas et al., 2021).

It is important to point out that as ewes were in anoestrus, there were no
changes in vulva surface temperature related to the phase of the oestrous cycle
(Barros de Freitas et al., 2018). Immediately before taking the thermographic

images, the ewes were exposed to minimum temperatures of up to 7.2 °C, cooling
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winds often being an attributing factor in the region (Barreiro et al., 2021). A
behavioural strategy used by small ruminants in this situation is to locate
themselves rostrally and parallel to the wind (Rodriguez and Agueda, 2018). This
positioning most likely protected the vulva from heat loss, nevertheless heat loss
increased by convention in the ear and nose areas. As ear and nose areas were
more susceptible to heat exchanges before shearing, differences between groups
were observed in the maximum and average temperatures of the ear and nose,
but not of the vulva. It has been reported that maternal undernourishment impairs
thermoregulation in neonatal humans (Longo et al., 2013; Salam et al., 2014), rats
(Luz et al., 2003; Tonkiss et al., 2003), goats, sheep (Mahboub et al., 2013) and
guinea pigs (Tolco et al., 2002). Therefore, this study provides new information
on long-term effects of maternal nutritional restriction on homeothermic
thermoregulation in farm ruminants. On the other hand, although there were
differences between groups in the mechanisms used to reduce heat loss, none
affected rectal temperature. These results indicate that a period of
undernourishment during fetal development still affects the strategy used to
maintain the core temperature in adulthood. As previously reported, the blood
distribution differed when the ewes used in the present study, were 2.5 y-old
(Z6calo et al., 2019). As a consequence, differences in blood flow pattern between
groups is possibly a factor influencing thermolysis. There were no differences
noted in rectal temperature between groups, however they did differ in
thermolysis, so thermogenic mechanisms might also differ. In this sense, both
groups of ewes appear to present metabolic differences, as LPA ewes tended to
have a greater insulin concentration than HPA ewes. Moreover, preliminary blood
metabolomics results of the ewes used in this work suggest that the energy
metabolism and the control of food intake of LPA ewes were increased (Jorge-
Smeding et al., 2021).
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One day after shearing, probably LPA ewes were more stressed than HPA
ewes as they displayed a lower rumination frequency and a greater standing up
frequency. After weaning, a stressful situation, ewes increase their alert and
standing up frequencies and decrease their time ruminating (Freitas-de-Melo et
al., 2022), the latter of which is used as a reliable indicator of stress response
(Negrao et al., 2010). Total protein and albumin concentrations decreased in both
groups after shearing, which might indicate a stressful situation for the ewes
(Ungerfeld y Freitas-de-Melo, 2019; Arfuso et al., 2022). This decrease in blood
protein after shearing may also indicate the activation of proteolysis pathways to
maintain whole-body energy homeostasis. On the other hand, both groups of
ewes increased grazing frequency in the first 4 days after shearing, likely to
increase metabolic rate to maintain homeothermy. This response appears
effective as 15 days after shearing, both groups of ewes gain body weight.
Furthermore, during this study, it rained on the 21st and 22" days, which likely
triggered changes in the ewes' behavioural patterns. Differing from recordings of
the previous periods, ewes increased the time lying down and ruminating, and
decreased the time standing up and grazing. These results are in agreement with
Arnold (1982) and Champion et al. (1994), who both reported that grazing ewes

reduce the time spent grazing and eating during rainy days.

In  conclusion, undernutrition of pregnant ewes modified the
thermoregulatory mechanisms of the aged female offspring after shearing, the
surface temperature being noticeably affected. The acute behavioural changes
after shearing (greater standing up and lower ruminating frequencies), indicated
that shearing affected more LPA than HPA ewes. The nutritional treatment
applied to the mothers during gestation slightly influenced the insulin
concentration of female offspring at six years old. These results reinforce the
concept that underfeeding during gestation has a long-term effect on ewes'

physiological functioning and behaviours. The long-term effects of maternal
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subnutrition noticed in this study highlight the importance of providing proper

nutrition to pregnant ewes.
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6.1. RESUMEN

La subnutricibn materna afecta el comportamiento, el metabolismo y la
sensibilidad a estresores de la descendencia. El aislamiento es un estresor que
genera cambios comportamentales y fisiolégicos en ovinos, por lo que es una
forma estandarizada para vincular los efectos de la subnutricibn materna durante
la gestacion con la respuesta de estrés en ovejas adultas. El objetivo de este
trabajo fue comparar la respuesta comportamental y fisiolégica a una prueba de
aislamiento social y presentacion de objeto novedoso en ovejas adultas nacidas
de madres que sufrieron una restriccion nutricional durante la gestacion con las
gue no fueron restringidas. Se utilizaron 20 ovejas Corriedale en anestro, nacidas
de partos simples. Las madres de estas ovejas pastorearon en campo natural
desde 23 dias antes de la concepcion hasta 122 de la gestacion con dos ofertas
de forraje: 1) alta (grupo AOF; 10-12 kg MS/100 kg dePV/dia; n=11], o 2) baja
(grupo BOF; 5-8 kg MS/100 kg PV/dia; n=9). A los 6 afios de edad (marzo de
2020) se realizo6 una prueba de aislamiento y presentacion de objeto novedoso.
Las ovejas se colocaron individualmente dentro de un corral (4m x 4m) con el

piso pintado con 16 cuadrantes, donde quedaron aisladas de otros animales por
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10 min. A los 5 min de iniciada la prueba se dej6 caer una pelota naranja (objeto
novedoso) al interior de la jaula, siempre desde la misma posicion y a la misma
altura. Se registré el comportamiento de las ovejas durante la prueba a través de
camaras de video. Antes y después del TAS, se registraron las frecuencias
cardiaca y respiratoria, las temperaturas rectal y superficial de ojo y oreja
izquierda, hocico y vulva, y se extrajo sangre para determinacién de albumina,
proteinas totales, glucosa y cortisol. El nimero de veces que se mir6 la pelota
tendio a ser mayor en las ovejas AOF que en las BOF (P = 0,08). Las ovejas BOF
tuvieron una mayor concentracion de albumina sérica que las ovejas AOF (P =
0,02). Los tratamientos nutricionales aplicados a las ovejas durante su desarrollo
intrauterino no modificaron las respuestas de estrés al aislamiento social seguido
de la exposicion a un objeto novedoso. Sin embargo, la subnutricion materna
durante la gestaciéon aumento la concentracion de albumina en la dependencia

adulta.
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6.2. ABSTRACT

Fetal programming by subnutrition affects offspring’s behaviour, metabolism, and
sensitivity to stressors in sheep. The objective was to determine the stress
response of ewes born to mothers nutritionally restricted during gestation to social
isolation followed by exposure to a novel object. Twenty-six-year-old Corriedale
ewes born to mothers who grazed high or low pasture allowances (HPA and LPA
groups) from 23 days before conception until 122 days of gestation were used.
Ewes were individually isolated in a novel place for 10 min, and 5 min after its
beginning, an orange ball was dropped into the test pen. The ewes’ behaviours
were recorded during the test. Blood proteins, glucose and cortisol
concentrations, heart and respiratory rates and rectal and surface temperatures
were determined. The number of times looking at the ball tended to be greater in
HPA ewes than LPA (P = 0.08). The LPA ewes had greater serum albumin
concentration than HPA ewes (P = 0.02). The nutritional treatments applied to
ewes during their intrauterine development did not modify the stress responses to
social isolation followed by exposure to a novel object. However, maternal

undernourishment during gestation increased albumin concentration in their adult

progeny.

Keywords: cortisol; metabolites; open field test; sheep; surface temperature;

welfare.
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6.3. INTRODUCTION

Sheep production is based on extensive grazing systems in most countries that
export sheep products, such as Uruguay, where flocks mainly graze natural
grassland (Morris 2017). In these systems, natural pasture, which is the main food
source, follows a seasonal growth pattern, with the lowest forage availability in
winter and the greatest in spring (Carambula, 1991). In sheep breeds from
temperate regions, the breeding season is in autumn, and gestation takes place
in winter (Rodriguez-Iglesias et al., 1993). Therefore, pregnant ewes frequently
suffer from undernourishment, which negatively influences the fetus’s
development, reducing the newborn’s weight (Ithurralde et al., 2020; Abud et al.,
2020) and impacting the lamb’s behaviour (Freitas-de-Melo et al., 2015).
Undernourishment during fetal life also leads to physiological and behavioural
changes in sheep later in life (Calkins and Devaskar, 2011), a phenomenon
known as fetal programming. For instance, subnutrition of pregnant ewes
decreases the locomotor activity of adult offspring (Donovan et al., 2013) and
modifies both the cardiovascular (Zocalo et al., 2020) and the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis functions (Hawkins et al., 1999; Chadio et al., 2007). The
liver functionality is affected in full-term fetuses gestated to undernourished ewes,
including the serum total protein, albumin and globulin concentrations in growing
lambs (Gao et al., 2014). Two-month-old lambs born to undernourished ewes
secrete greater ACTH and cortisol after a CRH challenge (Chadio et al., 2007).
All this should be considered in farmed sheep since these are frequently subjected
to different stress management practices, such as castration, tail docking, artificial
weaning, shearing, social isolation, and transport (Hargreaves y Hutson, 1990;
Grandin y Shivley, 2015). Therefore, studying the possible effects of fetal
programming by subnutrition on the stress response of sheep reared in extensive
production systems is essential for developing effective strategies to improve

animal welfare.
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The social isolation and the novel object test are standardised approaches to
evaluate stress and fear in sheep (Forkman et al., 2007). As sheep are gregarious
species, social isolation triggers behavioural and physiological indicators of
stress, including an increase in locomotion, the number of vocalisations, heart and
respiratory rates, and rectal and surface temperatures (Freitas-de-Melo et al.,
2016; 2022a). Social stress in sheep also increases ACTH and cortisol secretion
and modifies blood protein concentrations (Moberg, 1987; Parrott et al., 1988;
Freitas-de-Melo et al., 2016). The novel object test involves exposing the animals
to an unknown object following the social isolation test (Forkman et al., 2007).
The animals’ reactions to the novel object can be evaluated by recording both the
latency and duration to contact the object and the distance that the animal stays
from it (Forkman et al., 2007). These test can be valuable tools to determine the
possible effects of fetal programming on the stress and fear responses of lambs.
For example, lambs born to undernourished mothers during gestation spend less
time walking than control lambs during social isolation, without different responses
to the novel object test (Abecia et al., 2014). Lambs born to undernourished
mothers walked more, had greater latencies to approach the object when exposed
to the novelty and surprising test, and were more likely to jump (Erhard et al.,
2004). However, other authors did not find the effects of being born to
undernourished mothers on the behaviour of lambs during the social isolation test
conducted at 2, 3, 4 and 5 months of age (Simitzis et al., 2009). In sheep of 18
months of age, Erhard et al. (2004) reported that animals born to nutritionally
restricted mothers were more active during restraint and approached a novel
stimulus more slowly. The studies mentioned above were conducted using
pregnant ewes kept indoors as the experimental model, and the effects of
subnutrition were studied on prepuberal offspring. However, to the best of our
knowledge, there are no published studies on the impact of undernourishment
during the gestation of ewes reared in extensive grazing systems on the adult

offspring’s reaction to stressors, a model that may be directly related to on-farm
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easy handling and welfare applications. We hypothesised that nutrient restriction
during foetal development affects the physiological and behavioural responses to
social isolation followed by exposure to a novel object in aged female offspring.
The aim of the study was to compare those responses in aged ewes born to
mothers who grazed restricted pasture allowances during gestation to social
isolation followed by exposure to a novel object.

6.4. MATERIALS AND METHODS

6.4.1. Location

All the experimental procedures were approved by the Comision de Etica en el
Uso de Animales (CEUA, Facultad de Agronomia, Universidad de la Republica,
Exp. N.°020300-000714-20). The study was conducted at the Estacion
Experimental Bernardo Rosengurtt, Facultad de Agronomia, Udelar (32 ° S, 54 °
W).

6.4.2. Nutritional treatments applied to the ewe's mothers

The nutritional treatments applied to the mothers of the ewes used in the present
work are described in detail by Freitas-de-Melo et al. (2015) and Abud et al.
(2020). Briefly, multiparous Corriedale were used in a complete randomized block
design and assigned to two treatments from 23 days before conception to 122
days of gestation. Only ewes bearing a single fetus remained in the experiment.
While HPA ewes were born to ewes that grazed on natural grassland at 10-12 kg
of dry matter (DM)/100 kg of body weight (BW)/day, LPA ewes were born to ewes
that grazed at 5-8 kg of DM/100 kg of BW/day. Ewes remained continuously
grazing on natural grassland without access to other food resources until day 116

of gestation, from then both groups of pregnant ewes received 200 g/animal/day

67



of rice bran (88% DM, 14% PC, 9% ADF, 24% NDF) and 50 mL of glycerin
ewe/day (77% glycerol). On day 122 of gestation, all females were shorn and the
nutritional treatments were finalized. From then to lambing, all ewes foraged as a
single group on Festuca arundinacea (14 kg DM/100 kg BW/day). The lambs were
weaned at 90 days of age, remaining as a single group throughout their life,
grazing in the same paddocks and receiving the same reproductive, nutritional

and health management.

6.4.3. Experimental animals

A total of 20 non-pregnant and non-lactating, six years old, Corriedale ewes (11
born to HPA mothers and 9 born to LPA) were used. The live weight (LW) and
body condition score (BCS, scale 1 = emaciated, 5 = obese; Jefferies, 1961) were
54.5 + 1.67 kg, and 3.64 £ 0.13 and: 52.89 + 1.84 and 3.50 £ 0.15 (mean + sem)
for HPA and LAP, respectively. Six days before the experiment began,
intravaginal sponges containing 60 mg of medroxiprogesterone (Progespon,

Syntex, Buenos Aires, Argentina) were inserted to all ewes.

6.4.4. Social isolation and novel object test

Ewes were individually isolated for 5 min in an unknown pen (4 m x 4 m floor,
divided into 16 quadrants, and 4 m-high white walls) without visual and olfactory
contact with humans or other animals. Five min after beginning the isolation test,
a person dropped a novel object (a basketball ball with a diameter of 23 cm) into
the pen from the middle of one side of the pen. The object was always dropped
by the same person at the same height and side. The test were carried out during
two consecutive days (10 ewes/day), between 08:00 h and 15:00 h, alternating
ewes from each group over the days. During the test, the area was video recorded
with two cameras on the roof (Canon VIXIA HF R800 and Sony DCR-5R85,
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manufactured in China) to record the behaviours without observing the animals
directly. Before testing each ewe, the floor of the pen and the basketball ball were
carefully cleaned with sodium hypochlorite solution. The test were applied over
two days, with 5 HPA and 5 LPA ewes tested the first day, and 6 HPA and 4 LPA
ewes the second. The order of the test was alternated between ewes from each

treatment.

Before and after the test, all the ewes were allocated in two sampling pens (6.0 m
x 6.0 m; one located at the entrance of the test and the other at the exit), where
they remained with other ewes from the same flock to avoid remaining isolated,
with free access to shadow and water. The heart and respiratory rates and rectal
and surface temperatures were recorded 5 min before the test began (-5 min), at
the end of the test (time 0), and 10, 20, 30 and 45 min after the test (see
description in section 2.5.1.). The blood samples were collected by jugular
venipuncture 5 min before the test began (-5 min), at the end of the test (time 0),
and 10, 20, 30, 45, 60, 90 and 120 min after the test. The blood samples were
placed in tubes without anticoagulants and with iodoacetate and heparin
(Eurotubo, Deltalab, Rubi, Spain). Samples were centrifuged for 15 min at 3000
g, and plasma or serum were separated and frozen at -20 °C.

6.4.5. Physiological recordings: Heart rate, respiratory rate and rectal
temperature

Heart rate was measured with the help of a stethoscope, counting the beats during
15 s by auscultation (beats/min). The respiratory rate was recorded by observing
rib-abdominal movements for 15 s. The rectal temperature was recorded with a
digital thermometer.
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6.4.6. Surface temperature

The surface temperature of the left cornea, left ear, snout and vulva were
measured using an infrared camera [laser: Class 2, 0.05-40 m + 1% of the
measured distance, infrared resolution photos: 464 x 348 pixels, object range
temperature: 20 to +120 °C, accuracy: 0.3 °C, field of view: 24 x 18 (18 mm
lens), FLIR E95, Estonia]l. The camera was calibrated to environmental
temperature (mean £ SD: 21.0 £ 0.6 °C), relative humidity (mean + SD: 74.0 +
2.9%), and reflective temperatures. The emissivity was set to 0.98, according to
Labeur et al. (2017) and Menant et al. (2020). A single operator took all the images
from a standard distance of 1.0 m from the ewe. The pictures were analysed using
the FLIR Tools software. Areas were delineated from the infrared images using a
circle on different areas without wool. Regions of interest were defined on the left
cornea, close to the lacrimal caruncle (corneal temperature), on the central part
of the vulva, on the left ear, and the snout, according to Corrales-Hlinka et al.
(2023). The software calculated the minimum, mean and maximum temperatures

of each area.

6.4.7. Blood samples, metabolites and hormonal determinations

Serum total protein, albumin, and plasma glucose concentrations of all samples
were measured with commercial kits using an automatic equipment (Humastar
80, Human, Wiesbaden, Germany) at the Unidad Académica Fisiologia, Facultad
de Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay. Calibration controls were
included for biochemical measurements. Cortisol concentrations were measured
using a commercial radioimmunoassay kit (CORT-CT2; Cisbio Bioassays,
France) at the Laboratorio de Endocrinologia y Metabolismo Animal, Facultad de
Veterinaria, Universidad de la Republica, Uruguay. The sensitivity of the assay

was 3.6 nmol/L, and the intra-assay and inter-assay coefficients of variation were
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17.1 and 17.4% for low controls, 6.9 and 11.6% for medium controls, and 5.7 and

12.4% for high controls, respectively.

6.4.8. Behaviour recordings

One trained observer recorded the following variables from the videos during both
periods of the test: (1) the number of crossed lines in the periphery and central
squares (ewes crossed the lines with both forelegs), (2) vocalisations, (3) latency
to the first vocalisation, (4) eliminations events (urinations + defecations), (5)
sniffing (the ewe sniffed the floor for at least 3 s), (6) the numbers of freezing (the
ewe was standing up alert for at least 3 s), (7) escape attempts (ewes jumped
against the wall), and (8) the total time on the periphery squares (the ewe
maintained at least both forelegs on the peripheral squares). After introducing the
novel object into the pen, the following behaviours were also recorded: (10)
latency to the first approach to the ball (the ewe approached less than one body
of distance from the ball), (11) time close to the ball (the ewe remained closer to
one body length or less from the ball), (12) the number of sniffs to the ball (the
ewe touched and sniffed the ball for at least 3 s), (13) latency to first sniff to the
ball, (14) number of times that ewes looked at the ball (the head of the ewe was
directly orientated toward the ball, regardless of the position of the ewe in the
testing area), (15) time looking at the ball, and (16) number of aggressive
behaviours (ewes kicked or pushed the ball). The latency to the first vocalisation
was considered as 10 min if the ewe did not display it until the end of this period.
The latencies to the first approach and the first sniff to the ball were considered 5

min if the ewe did not display these behaviours during the test.

6.4.9. Statistical analyses

71



The normal distribution of the data was confirmed using the Shapiro-Wilk test.
Non-normal behavioural variables were analysed with the Mann-Whitney test.
The remaining data were analysed using the mixed procedure of SAS (platform
SAS OnDemand for Academic), including the treatment as the main effect and
the ewe, and the day of the test as random effects. The behaviours recorded
before and after introducing the novel object to the pen that were normally
distributed, heart and respiratory rates, body temperatures, glycaemia, serum
cortisol and protein concentrations were compared with a mixed model, including
the time as the repeated effect. The model of the behaviors included the treatment
of the mothers (HPA vs. LPA), and the day of the test as random effects. On the
other variables, the model also included the time, and their interaction between
treatments and time as fixed effects, and the ewe and the day of the test as
random effects. When the estimate of the covariance parameter for the mother’s
block was zero or near zero, it was removed from the model. Post-hoc
comparisons were made with the Tukey—Kramer test. Data analysed with the
mixed models are presented as LSmeans + SEM, and those analysed with the
Mann-Whitney test as mean + SEM. Differences were considered significant
when P < 0.05 and tendencies when 0.05 < P < 0.1.
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6.5. RESULTS

6.5.1. Behaviours

The behaviours recorded during social isolation followed by exposure to a novel
object are presented in Table 1. The number of times looking at the novel object
tended to be greater in HPA ewes than LPA (P = 0.08; Table 1). The other
variables recorded during the test were not different between treatments. Solely
4 out of 11 HPA ewes and 2 out of 9 LPA ewes urinated or defecated during the
test. Only two LPA ewes attempted to escape, while none of the HPA ewes
attempted, and two ewes from each treatment displayed aggressive behaviour
toward the ball, so these behaviours were not analysed, and therefore, not

presented in the Table.

Table 1. Behaviours recorded during 5 min of social isolation followed by exposure to a
novel object for another 5 min in aged female offspring born to mothers that grazed on
high (HPA:10-12 of DM/100 kg of BW/day) and low (LPA: 5-8 of DM/100 kg of BW/day)

forage allowance of natural grassland during gestation.

HPA LPA P

First 5 min: social isolation

Periphery lines crossed (n) 343+4.4 39.0+8.0 nst
Centre lines crossed (n) 171+42 241+6.6 nst
Time in periphery squares (s) 221.5+17.4 2252+19.2 ns?
Freezing (n) 93+27 7.8x27 ns?
Vocalisations (n) 169+48 11.1+3.0 nst
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Latency to first vocalication (s) 9.3+27 78+27 nst

Sniffing (n) 144+15 141+16 ns?

Second 5 min: exposure to a novel object

Periphery lines crossed (n) 21.8+7.3 244 +7.6 ns?
Centre lines crossed (n) 11.0+1.8 15448 nst
Time in periphery squares (s) 207.8+145 2141+16.0 ns?
Freezing (n) 51+04 5.0£0.8 nst
Vocalisations (n) 94+3.6 5.7+1.9 nst
Sniffing (n) 80+10 79+11 ns?

Second 5 min: interactions with the novel object

Latency to the first approach to the ball (s) 68.7+21.1 57.8%x34.7 nst

Latency to first sniff the ball (s) 925+26.8 77.4+422 nst
Number of sniffings 35207 26+0.9 nst
Number of times looking at the ball 6.7+ 1.0 47x0.8 0.08!
Time looking at the ball (s) 60.2+ 84 41.0+£9.3 ns?
Time close to the ball (s)* 111.6+£245 81.0+26.0 ns?

BW: body weight; DM: dry matter.

1: variables were compared with the Mann-Whitney test.

2: variables were compared with the mixed procedure (the model included the
treatments as the main effect and the ewe and the day of the test as random effects).
*Time close to the ball (the ewe maintained one body or less of distance from the ball).



6.5.2. Heart rate, respiratory rate and rectal temperature

The nutritional treatments applied to the mothers did not affect these variables,
and no treatment and time interaction was observed. However, these variables
varied with time (P < 0.03): the heart rate did not augment after the test but
decreased from -5 min until 20 min (Figure 1A). The respiratory rate tended to
decrease from -5 min until 0 min (P = 0.08) and increased from 0 min until 30 min
(P = 0.0003) (Figure 1B). The rectal temperature increased from -5 min to O min
(P < 0.0001) (Figure 1C)
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Fig. 1. Heart rate (A), respiratory rate (B) and rectal temperature (C) of LPA ( ) or
HPA ewes (—e—) before and after social isolation followed by exposure to a novel
object. Non-gestating six-year-old ewes born to mothers that grazed on high (HPA: 10-
12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage allowance of natural
grassland from 23 days before conception until 122 days of gestation. Varibles were
measured 5 min before the test, immediately after the test (time 0), 10, 20, 30, and 45

min after the test. Different letters indicate significant differences between time (P < 0.05).

6.5.3. Surface temperature

Surface temperatures were not affected by the treatment. All the recorded surface
temperatures, except the snout’s minimum and average surface temperatures,
varied with time, with no interactions between treatment and time (Table 2). The
minimum surface temperature of the vulva (P = 0.06) and left cornea (P = 0.07)
tended to change with time. The maximum and average surface temperature of
the vulva increased from -5 min until 0 min (P < 0.0001) but decreased from 10
min until 20 min (P < 0.0001). The left cornea’s maximum and average surface
temperatures increased from -5 min to 0 min after the test (P < 0.0001). The
maximum surface temperatures of the left ear increased from -5 min until 0 min
(P < 0.0001), but the minimum and average surface temperatures increased from
-5 min until 10 min (P < 0.0001). Only the maximum surface temperature of the

snout was affected by the time, and it increased from -5 min to 0 min (P < 0.0001).

Table 2. The maximum, minimum and average body surface temperature of the vulva,
left cornea, left ear and snout before and after the social isolation test followed by
exposure to a novel object in aged female offspring born to mothers that grazed on high
(HPA:10-12 of DM/100 kg of BW/day) or low (LPA: 5-8 of DM/100 kg of BW/day) forage
allowance of natural grassland during gestation.

The least-square means P
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SE Treatmen Treatment*Tim

A LPA M t Time e
37.
6
Vulva (°C) 35.
Maximum 378 3 0.4 ns 0.004 ns
Minimum 352 36. 0.5 ns 0.06 ns
Average 36.8 6 0.4 ns 0.003 ns
37.
Left cornea 3
(°C) 36.
Maximum 374 4 0.2 ns 0.0004 ns
Minimum 36.3 37. 0.2 ns 0.07 ns
Average 372 1 0.2 ns 0.004 ns
37.
8
Left ear (°C) 35. <0.000
Maximum 379 5 0.2 ns 1 ns
Minimum 359 36. 05 ns 0.002 ns
Average 372 9 0.4 ns 0.002 ns
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37.

4
Snout (°C) 33.
Maximum 374 2 0.3 ns 0.02 ns
Minimum 337 35. 05 ns ns ns
Average 359 7 0.4 ns ns ns

BW: body weight; DM: dry matter.

6.5.4. Blood samples, metabolites and hormonal determinations

Serum albumin concentration was greater in LPA than HPA ewes (3.2 £ 0.1 g/dL
vs 3.0 £ 0.1 g/dL, P = 0.02). Serum albumin concentration did not vary with time,
and there was no interaction between treatment and time. Treatment, time and
their interaction did not affect glycaemia and serum total protein concentration.
Serum cortisol concentration varied only with time (P < 0.0001), increasing from -

5 min until 0 min (P < 0.0001; Figura 2D).
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Fig. 2 (A) cortisol, (B) glucose, (C) total protein and (D) albumin concentrations of LPA (
) or HPA ewes (—e—) before and after social isolation followed by exposure to a
novel object. Non-gestating six-year-old ewes born to mothers that grazed on high (HPA:
10-12 DM/100 kg BW/day) or low (LPA: 5-8 DM/100 kg BW/day) forage allowance of
natural grassland from 23 days before conception until 122 days of gestation. Varibles
were measured 5 min before the test, immediately after the test (time 0), 10, 20, 30, 45,
60, 90 and 120 min after the test. Different letters indicate significant differences between
time (P < 0.05).

6.6. DISCUSSION

Undernourishment of pregnant mothers reared in extensive grazing systems did
not influence the coping style of their aged offspring to social stress and fear of
novelty. Isolation from the flock and the sudden exposition to a novel object
increased cortisol concentration in both groups of ewes, demonstrating the
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (Matteri et al., 2000). Surface

and rectal temperatures were also raised in both groups after the test, but no other
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physiological or behavioural changes were altered in response to the studied
stressors. After the novel object was released in the unknown test pen, the ewes
reduced locomotion and fear and increased exploratory behaviours toward the
novel object. Although these changes were independent of the nutritional
treatment, the motivation of the ewes for investigating the novel object suggests
increased curiosity and low fear reaction (Mansour et al., 2003; Nielsen, 2020).
Accordingly, in rats, a novel object placed in a known environment triggers an
avoidance response, while the same object placed in a novel environment
increases contact with it (Misslin and Ropartz, 1981). Additionally, HPA ewes
were slightly more curious as they tended to look more often at the ball, an issue
that remains to be determined. In general, the experimental ewes responded with
low-stress levels compared to those of ewes in similar studies (Freitas-de-Melo et
al., 2016b; 2022a). These results might be due to the general handling that the
experimental sheep received at the farm, such as the use of good handling
practices that likely favoured their animal welfare status. Rearing animals in
positive surroundings has been associated with less fearful and more exploratory
behaviours towards novel objects (Beatttie et al., 2000). The low frequency of
urination, defecation, escape attempts, and aggression toward the ball reinforces
the concept that ewes reacted with low fear despite the treatments. The animals’
age could also explain this low fear reaction displayed by ewes, as older ewes
display a lower fear reaction than younger ones (Viérin and Bouissou, 2002).
Although undernourishment during gestation in extensive grazing conditions did
not influence ewes’ fearfulness and stress responsiveness, further stressful

challenges should be tested before discarding those potential effects.

Maternal nutritional restriction during pregnancy increased serum albumin
concentration, independently of the stressors applied. In a previous study with the
same animals, the offspring born to nutritionally restricted ewes during gestation

had lower albumin concentration variation after artificial weaning (a stressful
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situation) than those lambs whose mothers were not subjected to the same
nutritional restriction (Freitas-de-Melo et al., 2017). Changes in albumin
concentrations are stress biomarkers but also reflect the metabolic status of
animals (Overton et al., 2017). The albumin concentration of both groups of ewes
was at normal levels (EI-Sherif and Assad, 2001), and all ewes had adequate
BCS. This suggests that the protein consumption in the diet was not limiting
(Caldeira et al., 2007), likely because the protein content in the forage is highest
in autumn (Freitas-de-Melo et al., 2018). Therefore, considering that in previous
studies, energetic metabolic pathways differed between groups (Jorge-Smeding
et al., 2021), we can not discard that the nutritional treatment during prenatal life

might also influence protein metabolism pathways in aged ewes.

Although the nutritional treatment of the mothers did not affect the surface
temperatures in this experiment, in a recently published study performed with the
same group of ewes, surface temperature differed between groups in response
to a chronic stressor (shearing) (Corrales-Hlinka et al., 2023). In the
aforementioned study, the ewes remained outdoors, exposed to variations in the
ambient temperature and the surface temperature was measured some days after
shearing, most likely indicating a difference between groups on the
thermoregulation mechanisms. In the present experiment, acute stressors likely
changed the blood flow distribution, increasing the body surface temperature as
reported in ewes after social stress (Freitas-de-Melo et al., 2016b). Therefore,
fetal programming had a more significant impact on thermoregulation control than
on the acute stress response pathways in aged ewes. However, further studies

might be designed before reaching definitive conclusions.

6.7. CONCLUSION
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In conclusion, the undernourishment of pregnant ewes did not modify the stress
biomarkers of ewes to social isolation followed by exposure to a novel object.
However, during the test, the number of times ewes born to undernourished dams
looked at the novel object tended to be lower. The undernourishment of the
mothers during gestation increased the albumin concentration of aged ewes,
independently of the stressors applied, suggesting possible differences in the

protein metabolism.
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7. DISCUSION GENERAL

La subnutricion materna durante la gestacion determind cambios
comportamentales y fisiol6gicos en las hijas adultas luego de ser sometidas a
diferentes desafios ambientales. En el experimento 1, luego de la esquila, las
ovejas del grupo BOF rumiaron menos, permanecieron mas tiempo paradas y
tuvieron menor temperatura superficial en la vulva 15 dias después de la esquila
que las ovejas del grupo AOF. Ademas, hay evidencias que permiten pensar que
las ovejas de los grupos AOF y BOF eran diferentes a los 6-6,5 afios de edad,
independientemente de los desafios estresantes. En el experimento 2, las
concentraciones sanguineas de albumina eran diferentes entre grupos, y en el
experimento 1, las temperaturas superficiales de hocico y oreja también fueron
diferentes entre grupos; ademas, la concentracion de insulina tendiéo a ser
diferente entre las ovejas AOF y BOF. Estos resultados son consistentes y
respaldan hallazgos previos en estos mismos animales. En 2020, Zd6calo et al.
reportaron que las ovejas BOF presentaban una mayor resistencia en la arteria
carotida y tenian menores diametros de la arteria femoral. Por otro lado, Pérez-
Clariget et al. (2023) encontraron que las ovejas BOF eran hiperfagicas, preferian
los alimentos grasos por sobre los proteicos, y Jorge-Smeding y Pérez-Clariget
(2021) reportaron diferencias en el metaboloma sanguineo y sugieren que el
metabolismo energético y el del triptofano también presentan diferencias.
Finalmente, al momento de la faena de estas ovejas, a los 7 afios de edad, se
llevaron a cabo mediciones de conformacion y peso de érganos. Se encontré que
las ovejas BOF presentaban una mayor longitud craneo-caudal y tendian a tener
corazones mas livianos que las ovejas AOF (resultados no publicados). Por lo
tanto, el presente trabajo refuerza el concepto de que las alteraciones que se
produjeron durante el desarrollo fetal generaron consecuencias anatomo-
fisiologicas, metabdlicas y comportamentales apreciables incluso a los 6,5 afios

de edad, a pesar de haber sido manejadas bajo condiciones similares. En efecto,
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los animales utilizados en este experimento fueron tratados de forma similar
nutricional, reproductiva y sanitariamente en condiciones extensivas sobre
campo natural a lo largo de toda su vida; a pesar de ello, manifestaron diferencias
antes de ser sometidos a los desafios ambientales. Parece que el manejo a lo
largo de toda la vida extrauterina no fue suficiente para compensar los efectos
provocados por la restriccion nutricional durante el desarrollo embrionario-fetal,
lo que confirma que las alteraciones en la programaciéon fetal tienen
consecuencias en la edad adulta. En los ultimos afios, se han desarrollado
estudios sobre como los mecanismos epigenéticos regulan la expresion de genes
claves en células de fetos que sufrieron restriccién nutricional intrauterina (Sartori
et al., 2020). Estos mecanismos involucran cambios quimicos que se producen
sobre el ADN, pero también sobre las proteinas que interaccionan con el propio
ADN, las cuales modelan y regulan la expresién de genes a corto y largo plazo,
sin producir alteraciones sobre el codigo genético (Sarkies, 2020). Los cambios
epigenéticos que se producen en un feto que se encuentra en momentos criticos
de su desarrollo pueden derivar en alteraciones permanentes en el metabolismo
del individuo (Namous et al., 2018). Por lo que a un mismo genotipo le pueden
corresponder diferentes fenotipos segun las condiciones intrauterinas en las que

el embrién-feto se desarrolle.

Independientemente del grupo al que pertenecian las ovejas, durante el primer
experimento se esquilaron y se mantuvieron a pastoreo, y se observaron cambios
conductuales similares a los previamente reportados por Ungerfeld et al. (2018)
y Mousa-Balabel y Salama (2010). En la presente tesis, las ovejas recién
esquiladas y expuestas a las inclemencias del ambiente aumentaron el tiempo
pastando y paradas, disminuyeron el tiempo rumiando, se vieron afectas las
temperaturas superficiales de zonas deslanadas (la oreja, el hocico y la vulva) y
se observé un incremento en las concentraciones sanguineas de albumina y de

proteinas totales. Por otra parte, en el segundo experimento, luego del periodo
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de aislamiento social y presentacién de un objeto novedoso, se observé en las
ovejas, independientemente del grupo experimental, un incremento de las
frecuencias cardiacas y respiratorias y de las temperaturas rectal y superficiales,
ademas de un aumento de la concentracién sérica de cortisol, lo que indica que
este desafio gener6 una marcada respuesta de estrés en ambos grupos de
ovejas (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016). La sumatoria de los resultados
obtenidos permite confirmar que los desafios planteados (esquila y aislamiento
social/objeto novedoso) fueron efectivos para inducir estrés y/o cambios
termorregulatorios en las ovejas y que estas respondieron frente a los estimulos
acorde a lo reportado en la literatura (Freitas-de-Melo et al., 2022, Ungerfeldet
al., 2021, Piccione et al., 2002).

Por otro lado, cabe destacar que, de manera general, en ambos experimentos de
esta tesis se midieron las mismas variables de respuestas. Sin embargo, hay
diferencias en los resultados obtenidos entre los trabajos. Por ejemplo, mientras
gue en el experimento 1 hubo un claro efecto del tratamiento en las temperaturas
superficiales, en el experimento 2 no se observé dicho efecto. Estas diferencias
pueden estar relacionadas con el tipo de desafio: en el experimento 1 al esquilar
las ovejas, es decir, al remover el vellon protector, se las sometié a un estrés
térmico directo, mientras que el experimento 2 no implicé un desafio térmico para
el animal. Aun mas, en el experimento 1 se esperaban cambios en la temperatura
superficial relacionados con mecanismos termorregulatorios, mientras que en el
experimento 2 se esperaban cambios debidos a la respuesta de estrés. La
hipdtesis planteada era que la alimentacion de las madres durante la gestacion
afectaria las variaciones en las temperaturas corporales en estas situaciones. Sin
embargo, se detectaron diferencias entre grupos en la capacidad
termorreguladora después de la esquila, pero no después de que se sometieran
a desafios que causaron estrés agudo. La literatura es consistente al reportar que

las crias gestadas por madres subnutridas presentan mayores dificultades para
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regular su temperatura corporal que las crias de los grupos controles. En este
sentido, Tonkiss et al. (2003), utilizando ratas machos de 7, 9y 11 dias de edad
en situaciones ambientales controladas, nacidos de madres sometidas o0 no a
dietas hipoproteicas, encontraron que la temperatura corporal a los 7 dias era
menor en los hijos de madres restringidas desde el punto de vista proteico que
las nacidas de las madres controles, pero esta diferencia se perdia con la edad.
Ademas, estos autores encontraron una tendencia a una mayor pérdida de
temperatura corporal a los 7 dias en los hijos de madres restringidas en
comparacion con los no restringidos. De manera similar, Luz et al. (2003) también
compararon ratas nacidas de madres alimentadas con el 50% de sus
requerimientos y controles y reportaron que las crias del primer grupo fallaron en
mantener la temperatura corporal. Los resultados del experimento 1 suman
evidencias a lo previamente reportado en roedores y confirman que la
subnutricion intrauterina tiene efectos de largo plazo sobre la capacidad

termorregulatoria en ovejas.

Los resultados de ambos experimentos también difirieron en la bioquimica
sanguinea, ya que las ovejas del grupo BOF tuvieron una mayor concentracion
de albumina que las de AOF solo en el experimento 2. Esta diferencia podria, al
menos en parte, ser atribuida a la diferente disponibilidad y calidad de las
pasturas ofrecidas durante los dos trabajos. Si bien las ovejas estaban en campo
natural durante todo el periodo que durd el experimento 1 y continuaron en las
mismas condiciones hasta el experimento 2, el campo natural sufre variaciones
de calidad entre primavera y verano. Dichas variaciones son especialmente
marcadas en el contenido proteico (Casal et al., 2014), lo que podria provocar
diferencias en la composicion de los nutrientes ingeridos. Es bien sabido que la
albumina se sintetiza en el higado a partir de los aminoacidos obtenidos de la
dieta, por lo que niveles de proteina bajos en los alimentos determinarian niveles

bajos de albumina en plasma (Rothschild et al., 1974). El experimento 1 se realizé
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en el primer mes de la primavera, por lo que durante el periodo anterior (invierno),
las pasturas ofrecidas a las ovejas tenian un contenido inferior de proteina y
también una masa de forraje menor (Casal et al., 2014). Por otro lado, la esquila
es un potente estimulador del consumo voluntario (Wheeler et al., 1963) y este
estimulo lo recibieron cuando las pasturas tenian una mayor disponibilidad y el
méaximo contenido de proteina. Durante el verano, periodo previo al experimento
2, si bien el contenido proteico es menor que en la primavera, la masa forrajera
es mayor. En esas condiciones, es posible que las ovejas BOF aumentaran mas
su consumo voluntario que las de AOF, considerando que presentan hiperfagia
en condiciones ad libitum (Pérez-Clariget et al., 2023), sin que ello se viera
reflejado en el peso o la condicion corporal, pero si en la concentracién de
albumina en sangre. Finalmente cabe resaltar que, en el experimento 2, las
ovejas fueron tratadas con esponjas intravaginales de medroxiprogesterona,
mientras que, en el experimento 1, estaban en anestro estacional. La
progesterona en concentraciones elevadas disminuye la respuesta al estrés en
ovinos (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016); sin embargo, la esquila es un potente
estresor que provoca importantes cambios tanto fisiolégicos como
comportamentales tanto en ovejas prefiadas como no prefiadas (Ungerfeld y
Freitas-de-Melo, 2019). Por otro lado, se debe tener en cuenta que lo que se
utilizé para uniformizar el estatus reproductivo de las ovejas en otofio fue
medroxiprogesterona, no progesterona, por lo que seria improbable que las
diferencias observadas entre trabajos sean debido al uso de estas (Freitas-de-
Melo y Ungerfeld, 2022).

Considerando que, en los sistemas de produccién ovina, las hembras son
retenidas con fines reproductivos, los resultados de esta tesis tomados en
conjunto permiten plantear que la oferta de forraje ofrecida a las ovejas gestantes
tiene efectos a largo plazo a través de su descendencia. Por tanto, estos

resultados remarcan la importancia de la adecuada alimentacién de las ovejas
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durante la gestacion. Esta tesis también amplia y profundiza los resultados que
nuestro grupo de investigacion habia reportado previamente tanto en machos
como en hembras en diferentes estadios del desarrollo de los animales.
Brevemente, se habia demostrado el efecto que la alimentacion de las madres
durante la gestacién y la lactacion en condiciones de pastoreo tiene sobre el
desarrollo testicular en corderos de 99 dias de edad (Bielli et al., 2001), el impacto
negativo sobre el niumero de células de Sertoli de la subnutricién intrauterina en
corderos recién nacidos (Bielli et al., 2002) y el efecto de la oferta de forraje sobre
la que pastorean las ovejas sobre la circunferencia escrotal y distancia urogenital
de sus crias a los 200 dias de edad (Bielli et al., 2018). También se habia
reportado previamente el impacto negativo de una baja oferta de forraje de campo
natural ofrecida a ovejas gestantes sobre el peso y desarrollo del aparato
reproductor en fetos de 70 dias, asi como sobre el peso al nacer y de la carcasa,
las dimensiones corporales y los pesos de diferentes drganos en neonatos (Abud
et al.,, 2020). Se constatd interferencia de la subnutricibn maternal sobre la
miogénesis tanto en fetos de 70 dias como en recién nacidos (Ithurralde et al.,
2020). Se reporto el peor desempefio de corderos nacidos de madres restringidas
nutricionalmente en el engorde intensivo (Ithurralde et al., 2019), asi como peores
caracteristicas de canal y de la calidad de la carne (Ithurralde et al., 2021). En
cuanto al efecto de la subnutricion materna sobre el comportamiento de las crias,
se habia reportado que los corderos machos nacidos de madres restringidas
nutricionalmente maman mas tarde (Freitas-de-Melo et al., 2015) y pastorean
menos tiempo durante el periodo de lactacion (Freitas-de-Melo et al., 2017). En
las crias hembras se habia observado que las ovejas nacidas de madres
restringidas nutricionalmente durante la gestacion presentan una mayor
resistencia en la arteria carétida a los 2,5 afios de edad, lo que indicaria una
mayor resistencia en la microcirculacion cerebral (Z6calo et al., 2020). Mas

recientemente, Jorge-Smeding y Pérez-Clariget (2021) reportaron parcialmente
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que las ovejas hembras nacidas de madres que pastorearon baja oferta
presentan diferencias en el metaboloma sanguineo con respecto a las hijas de
madres no restringidas, con alteraciones en varios metabolitos que sugieren
diferencias en el metabolismo energético, el del nitrégeno y el del triptéfano, entre
otros. Por ultimo, Pérez-Clariget et al. (2023) encontraron que las ovejas que
habian sido gestadas por madres restringidas tenian diferencias en el
comportamiento ingestivo, preferian los alimentos grasos por sobre los proteicos

y presentaban hiperfagia.

En la presente tesis se reportan respuestas a desafios ambientales, ampliando
los aportes de George et al. (2012) sobre efectos de la subnutricibn materna en
el consumo voluntario, la ganancia de peso, la sensibilidad a la insulina y la
concentracion hepatica de lipidos y glucégeno en la descendencia adultade seis
afnos de edad. Por ello, a los efectos en el comportamiento ingestivo y en el
metabolismo energético previamente reportado en las mismas ovejas (Pérez-
Clariget et al., 2023, Jorge-Smeding y Pérez-Clarigetet al., 2021), se suma que
la capacidad termorregulatoria también esta afectada, lo que podria significar otra
desventaja para la descendencia de ovejas que sufren restriccion nutricional
durante la gestacion, méas considerando que los sistemas criadores de ovinos se
realizan mayoritariamente a cielo abierto. Los sistemas pastoriles en regiones
subtropicales o templadas tienen que tener en cuenta que las pasturas sufren
cambios en su tasa de crecimiento y que esta fluctuacion puede traer
consecuencias de largo plazo si no se alimentan correctamente a las hembras
gestantes. Por dltimo, la mayor parte de los manejos que se realizan en las
hembras de cria implican niveles de estrés y la respuesta a ellos podria estar

condicionada por efectos deletéreos presentes durante la vida intrauterina.

94



8. CONCLUSION GENERAL

Una baja oferta de forraje de campo natural durante la gestacion, al menos al
nivel que fue manejado en este experimento, modificé el comportamiento de las
crias hembras adultas inmediatamente después de la esquila y su capacidad
termorreguladora. Ademas, elevé las concentraciones de albumina en las hijas
de madres subnutridas. Estos resultados demuestran que la restriccion
nutricional intrauterina afectala capacidad termorreguladora de las hijas adultas
sin que se demostrara que influye sobre la capacidad de las ovejas en responder

a un estresor agudo.
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