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Resumen del proyecto
El vinculo madre-cria en ovinos es selectivo y se establece después del parto, manteniéndose durante el periodo de

lactacién a partir de senales olfatorias, visuales y auditivas. La neurobiologia materna estd bien establecida en la
literatura, pero no existe informacion sobre las vias neuronales del cordero relacionadas con el vinculo con su madre. La
separacion de su madre, ya sea temporal o definitiva, con o sin aislamiento de otros animales del grupo, genera
importantes respuestas de estrés en el cordero. El objetivo de este proyecto fue cuantificar las neuronas activadas que
conforman la red neuronal del sistema nervioso central del cordero relacionadas con el reconocimiento de su madre a
partir del procesamiento olfatorio, auditivo y visual. En forma complementaria nos planteamos determinar los efectos de
las senales olfatorias maternas sobre el comportamiento y la respuesta de estrés durante la etapa de lactacion. Una
mayor cantidad de neuronas del sistema olfatorio de corderos se activaron cuando estos son expuestos a su madre que a
otra oveja lactante o cuando no reciben estimulo social. También se determiné que los corderos de 60 y 90 dias de edad
reconocen las senales olfatorias maternas y presentan un mayor nimero de vocalizaciones cuando separados de su
madre y expuestos al olor de la lana materna. Estos resultados habilitan a profundizar los trabajos en que se utiliza lana
de la madre como posible senal moduladora del comportamiento de los corderos, desarrollando estrategias para su
aplicacién prdctica.

Ciencias Agricolas / Ciencias Veterinarias / No Corresponde / Neurobiologia y comportamiento

Palabras clave: vinculo madre-cria / vias neurales / destete /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacion.
El ovino es una especie social y precocial, que normalmente tiene 1-2 crias que son capaces de ver, oir, ponerse en pie y

seguir a la madre momentos después de nacidos. Las ovejas presentan una estacionalidad reproductiva, concentrando los
partos en primavera, lo que implica una gran cantidad de madres y corderos lactantes en el mismo grupo social. Para
amamantar solamente sus propias crias, las ovejas establecen un vinculo fuerte y selectivo con su cordero luego del parto
(Poindron y LeNeindre, 1980). El comportamiento materno es estimulado por los cambios neuroendocrinos al parto que
incluyen la disminucidn en la concentracidon de progesterona, y el aumento en las concentraciones de estrdgenos,
prolactina y oxitocina (Lévy y Keller, 2008). Luego del parto, la oveja tiene una fuerte atraccion hacia el liquido amniético
que recubre al cordero, lo acicala y emite balidos de tono bajo (Levy y Keller, 2008; Poindron y LeNeindre, 1980). Estos
comportamientos son esenciales para que la madre identifique individualmente a su cria, lo que ocurre luego de 30 a 120
min de contacto con la misma (Poindron y LeNeindre, 1980; Smith et al., 1966). Una vez concluido este periodo, la madre
rechaza agresivamente a las crias ajenas o a aquellas que no fueron identificadas como propias (Poindron et al., 2007).
Los cambios de progesterona y estrégenos al parto estimulan la expresidn de los receptores de oxitocina en diferentes
zonas del cerebro relacionadas con el despliegue del comportamiento maternal (por ej. drea predptica medial del
hipotdlamo, hipotdlamo ventromedial, amigdala, nicleos del lecho de la estria terminal y nlcleos paraventricular del
hipotdlamo; Broad et al., 1999). Ademds, los cambios neuroenddcrinos que ocurren al parto y la presencia del cordero
recubierto con liquido amniético aumentan la expresion de c-fos y zif/268 (indicadores de activacién neuronal) en las
zonas olfativas primarias (bulbo olfatorio), secundarias (corteza piriforme, amigdala y nicleos medianos del tdlamo) y
terciarias (corteza orbitofrontal, corteza entorrinal, y giro dentado) del cerebro de la oveja (Da Costa et al., 1997). Los
corderos se paran entre 20 y 60 min después de nacidos e ingieren calostro a los 20 a 95 min (Slee y Springbett, 1986). El
cordero se dirige inicialmente hacia la ubre de su madre basado en los comportamientos de aceptacion (la oveja emite
vocalizaciones de frecuencia baja y permite el amamantamiento) o de rechazo (despliegue de comportamientos agresivos
y vocalizaciones de alta frecuencia) (Terrazas et al., 2002). Durante las primeras dos semanas de vida las ovejas
permiten al cordero mamar cada vez que lo requiere, pero a medida que la lactacién avanza, lo rechaza con mayor
frecuencia (Fletcher, 1971), pasando de 1-2 amamantamientos/h en la primer semana a 1-2 cada 6 h antes del destete
(Ewbank, 1964, 1967; Fletcher, 1971).

Un aspecto central para el amamantamiento durante el periodo de lactacion es la capacidad del cordero y su madre para
identificarse mutuamente. El reconocimiento entre la oveja y el cordero ocurre a través de senales olfativas, auditivas y
visuales (Keller et al., 2003; Nowak, 1990; Nowak, 1991; Sébe et al., 2007). El reconocimiento a distancia permite a la madre
localizar a su cria, mientras que el reconocimiento a corta distancia posibilita el amamantamiento (Lindsay y Fletcher,
1968). Las ovejas utilizan primariamente las vias olfatorias para reconocer a su cria, pero también pueden identificar sus
corderos a distancias mayores a 1 m, utilizando solamente las vias auditivas y visuales (Ferreira et al., 2000; Keller et al.,
2003). El reconocimiento a distancia de los corderos hacia sus madres, también se da a través de sefales auditivas y
visuales, teniendo el olfato mayor importancia para la identificacién de la ubre de su madre a cortas distancias (Nowak,
1991; Searby y Jouventin, 2003; Nowak et al., 2007). Los corderos reconocen a sus madres a partir de las 12 a 24 h de edad,
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habilidad que mejora marcadamente en los primeros dias de vida (Nowak et al., 1989). El desarrollo de la identificacion
inicial del cordero hacia su madre es dependiente de los eventos de amamantamiento. Cuando los corderos son impedidos
de mamar las primeras horas posparto, ya no son capaces de identificar a su madre (Nowak et al., 1997). Durante el
amamantamiento ocurren estimulos orales y gastrointestinales que envian sefnales sensoriales al sistema nervioso
central, influenciando el establecimiento y el mantenimiento del vinculo entre la madre y la cria. En este sentido, tanto la
administracién de calostro como la de solucién salina por sonda nosagastrica, o utilizando una botella con teteras en
cantidades similares a las que son normalmente ingeridas por el cordero al parto, son suficientes para que el mismo
reconozca a su madre frente a otra oveja las primeras horas de vida (Val-Laillet et al., 2004b; Nowak et al., 2007; 2006).
Cuando el volumen de calostro y de solucién salina es reducido hasta la mitad, solamente el calostro mantiene el
reconocimiento del cordero hacia su madre. En este contexto, la colecistoquinina (CCK), peptido producido por el intestino
delgado y que también es liberado en el hipotdlamo, tiene un rol en el vinculo del cordero hacia su madre. Al inyectar un
antagonista de la CCK, los corderos dejan de discriminar a su madre frente a otra oveja (Goursaud y Nowak, 2000; Shayit
et al,, 2003). Por tanto, la ingestién de calostro es esencial para establecimiento y mantenimiento del vinculo oveja-
cordero.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que en los sistemas de produccién ovina de carne y lana presentes en Uruguay,
normalmente se realiza un destete artificial y la separacidn definitiva de la cria y su madre a los 3 meses de edad
(Freitas-de-Melo et al., 2016). La separacion madre-cria es una situacidn estresante para la oveja y su(s) cordero(s), ya
que implica la ruptura del vinculo emocional, asociada a cambios nutricionales y en el ambiente fisico y social (Dwyer,
2017). Luego de la separacién oveja-cordero, se observan cambios comportamentales en la diada asociados con la
blisqueda de la cria o de la madre, reduccién del tiempo dedicado al descanso y a la alimentacion (Freitas-de-Melo et al.,
2013; 2017; 2019). También se observan cambios fisioldgicos indicadores de estrés, como el aumento de cortisol, y cambios
en las concentraciones de proteinas séricas (Freitas-de-Melo et al., 2013; 2017; 2020; Pérez-Ledn et al., 2006). Por lo que es
necesario estudiar los componentes involucrados en estas respuestas para desarrollar estrategias de manejo para
reducirlas.

De acuerdo a nuestro conocimiento, existe un Unico estudio de neurobiologia en corderos relacionado al vinculo con su
madre, en el que se describe la activacién de algunas zonas en el cerebro de los corderos luego de la ingestidn de calostro
(Val?Laillet et al., 2009). En este se demostrd que la ingesta de calostro activa neuronas de los nicleos paraventricular y
supradptico del hipotdlamo, y de la corteza de la amigdala y de la corteza insular. Mientras que las dos primeras regiones
son responsables de la secrecidn de oxitocing, las dos ultimas zonas estdn relacionadas con los procesos de aprendizaje,
asociacion de fendmenos y la emocidn. Por tanto, considerando que los corderos reconocen a su madre a través de
senales olfativas, auditivas y visuales, se espera que el vinculo y la presencia de la madre durante el periodo de lactacién
activen las principales regiones cerebrales involucradas en el procesamiento de estas sefales. Las principales regiones
vinculadas con las senales olfatorias son el bulbo olfatorio principal, el bulbo olfatorio accesorio, los nlcleos amigdalinos
cortical y medial, las regiones orbitofrontal, piriforme y endopiriforme corticales; las vinculadas con las senales auditivas
son la corteza auditiva inferior colicular e insular; y las vinculadas a las sefales visuales son el nucleo basal de la
amigdala, y la corteza temporal (Lévy y Keller, 2008; Lonstein et al., 2015; Nowak et al., 2016).

Se espera cuantificar las neuronas activadas que conforman la red neuronal del sistema nervioso central del cordero
relacionadas con el reconocimiento de su madre a partir del procesamiento olfatorio, auditivo y visual. En forma
complementaria nos planteamos determinar los efectos de las senales olfatorias maternas sobre el comportamiento y la
respuesta de estrés durante la etapa de lactacién.

Metodologia/Disefio del estudio
Experimento 1: Efecto de la exposicidén de la madre sobre la activacién neuronal de corderos

El trabajo de campo se realizé en la Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt (Facultad de Agronomia, UdelaR, Cerro
Largo), con ovejas Corriedale multiparas de parto simple, pastoreando campo natural. Se utilizaron 30 ovejas y sus
corderos machos. A las 3 semanas de edad se tested la preferencia de los corderos por su madre u otra oveja de la
misma majada de acuerdo a Ungerfeld et al. (2018) para asegurar que se mapeen las vias neurales solamente en corderos
qgue efectivamente tuvieran una clara motivacién por su madre.

A las 4 semanas de edad se realizaron las pruebas para determinar las vias neurales que se activaron por la presencia
de sumadre en un corral de 6 m x 4 m, cerrado y techado, aislado del exterior. El corral estaba dividido por una malla en
dos partes iguales, con una linea dibujada en el piso a 80 cm de la malla. El corral impedia cualquier tipo de comunicacién
con animales o personas del exterior. Primeramente, los corderos fueron aislados durante 90 min, y luego se aplicaron 3
tratamientos experimentales durante otros 90 min a 10 corderos cada uno: 1) Aislados: continuaron aislados durante este
periodo; 2) Madre: se introdujo a su madre en el corral adyacente durante este periodo; y 3) Ajena: se introdujo en dicho
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corral a una oveja de la misma majada que no era la madre. Durante todo el periodo se filmaron los comportamientos de
los corderos y se registraron: el tiempo caminando dentro de la zona de 80 cm cercana a la malla, el tiempo total adentro
de la zona cercana a la malla, la cantidad de vocalizaciones, la cantidad de intentos de contacto con la madre/oveja ajena
y el tiempo olfateando a la madre/oveja ajena. En los tratamientos 2) y 3) se evito el contacto directo entre los corderos y
su madre para evitar el amamantamiento ya que le mismo activaria otras zonas cerebrales, impidiendo aislar el efecto
de la presencia de la madre. El tiempo de contacto se definié de acuerdo al tiempo necesario para poder detectar la
expresion de C-Fos en ovinos (Guesdon et al., 2016). Para disminuir los efectos del estrés del aislamiento social, los
corderos tuvieron el mismo manejo, sin su madre, durante 90 min 4 veces en los dias anteriores a dicha prueba.

Al final del tratamiento, se administré tiopental intravenoso a los corderos, fueron sacrificados, y se extrajeron los
cerebros y los bulbos olfatorios de acuerdo a Guesdon et al. (2016). Las cabezas fueron perfundidas a través de sus
arterias carétidas con 1L de nitrato de sodio 1% a 37 °C, seguido por 2 L de solucidn de paraformaldehido al 4% en buffer
fosfato a 4°C (pH 7,4, 0,1 M). El cerebro y los bulbos olfatorios fueron removidos del crdneo y fijados en la misma solucién
de paraformaldehido durante 24 h. Ambos tejidos quedaron en solucién de sacarosa al 20% y azida de sédio al 0,1% hasta
la futura realizacién de los cortes con criostato.

Cortes histoldgicos, inmunohistoquimica y andlisis de imagen

Los bulbos olfatorios fueron congelados y cortados completamente en secciones coronales de 30 ?m utilizando un
criostato. Se seleccionaron entre 8-12 secciones a lo largo del bulbo olfatorio por animal. Se almacenaron las secciones
seleccionadas en solucién de PBS con azida 4°C hasta la realizacién de la inmunohistoquimica.

Los cerebros fueron congelados y cortados completamente en secciones coronales de 30 ?m utilizando un criostato de la
Facultad de Medicina (UdelaR), colectados y mantenidos en una solucion crioprotetora a -20°C hasta la realizacién de la
inmunohistoquimica. Para cada animal, se coloreé una de cada 15 secciones con violeta de cresilo para identificar las
estructuras del cerebro. La localizacién neuroanatémica de las diferentes zonas del cerebro se basé en Johnson et al.
(2019) (https://msu.edu/~brains/brains/sheep/index.html).

Para la inmunohistoquimica de C-Fos se utilizé el procedimiento descrito por Val-Laillet et al. (2004) con ligeras
modificaciones. Las secciones se incubaron a 4 °C durante 1 h en Tris-Buffer Salino (TBS) conteniendo 1% de perdxido de
hidrégeno (H202) para inactivar la actividad de la peroxidasa enddgena. Luego fueron colocados en TBS conteniendo 0,3%
Triton X-100, 0,1 % de azida de sodio (TA) y 1 % de albumina sérica bovina (BSA; Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EEUU)
a 4°C durante 1 h. Inmediatamente de esto las secciones fueron incubadas durante 48 h a 4 °C con el anticuerpo primario
monoclonal de ratones contra C-Fos (ref sc-271243 C10, Santa Cruz Biotehcnology, TX, EEUU), diluido 1:2.000 en TBS-TA-
BSA. Luego fueron lavadas durante 8 min en TBS e incubados a 4 °C durante 3 h con un anticuerpo suero anti
inmunogolobulina G de ratén (biotin-SP sheep; ref 515-065-062; Jackson ImmunoResearch Laboratories, PA, EEUU) diluido
1:500 en TBS-BSA. Las secciones fueron lavadas nuevamente con TBS e incubadas durante la noche a 4 °C con HRP-
Streptavidin (ref SA-5004; Vector Laboratories, CA, EEUU) diluido 1:1000 en TBS—BSA. Luego, las secciones fueron lavadas
dos veces con TBS y dos con Tris—HCl durante 8 min cada vez. Finalmente, el complejo HRP fue visualizado utilizando una
mezcla de 0,04 % de diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich, MA, EEUU), 0,3% niquel amonio sulfato, y 0,003% H202 en
Tris—HCL (50 mm, pH 7,6) durante 9 a 15 min.

Las secciones fueron armadas en porta objetos gelatinizados, secadas en estufa, y luego deshidratadas en
concentraciones crecientes de alcohol, clareadas en tolueno y montadas con un cubreobjetos con DEPEX. Dado el tamano
de las estructuras a analizar fue necesario utilizar portas de un tamano mayor a los estdndares, y un microscopio con
platina motorizada acoplado a un sistema de adquisiciéon de imdgenes para combinar una serie de imdgenes pequenas y
reconstruir una imagen mosaico completa de cada corte coronal del cerebro. Las células positivas a C-Fos fueron
contadas en cada regidn con el software Fiji (ImageJ, Version 3.1.1, Schindelin et al. 2012), utilizando cada imagen mosaico.
Se tuvo en cuenta la escala de gris y criterios de forma y tamano al utilizar el software Fiji.

Andalisis estadistico

Se determiné la distribucidn de los residuos de cada comportamiento que realizaron los corderos durante las pruebas
previas al sacrificio con el test de Shapiro-Wilk. La frecuencia de cada comportamiento fue comparada con andlisis de
varianza o con el test de Kruskal-Wallis. La densidad de células positivas para C-Fos en cada regién se compardé entre
grupos por andlisis de varianza.

Experimentos 2 y 3: Senal olfativa y separacion madre-cria a diferentes edades
Se utilizardn 60 ovejas multiparas de partos simples y sus corderos machos (30 corderos con 60 dias de edad y 30 con
90). Todos los corderos fueron separados a los 60 o 90 dias de edad de sus madres, permaneciendo sin contacto olfativo,
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visual o auditivo con las mismas. Previo a la separacién a 20 corderos se les colocé una mdscara con lana de su madre; a
20 corderos se les colocé una mdscara con lana de una oveja conocida; y a otros 20 corderos se les colocé una mdscara
sin lana. Las mdscaras estaban basadas en las utilizadas en ovejas por Ungerfeld et al. (2008). Se habitué a los corderos
al uso de las mdscaras colocdndolas durante 2 h diariamente durante la semana anterior. La lana fue muestreada de
ambos flancos, del pecho con una esquiladora manual y mezclada con cera inguinal (Alexandre-Pires et al., 2017). Las
muestras fueron sacadas el anterior a la separacién maternal y congeladas a -20 °C, en alicuotas individuales de acuerdo
a lo descripto previamente (Lenochova et al., 2009).

Separacién de la madre y prueba de aislamiento social

Todos los corderos de cada grupo fueron separados de sus madres 60 min antes del aislamiento social. En esta prueba se
aislo a los corderos en forma individual, durante 10 minutos, en un drea desconocida, cerrada, con paredes blancas para
gue el animal no tuviera contacto visual y olfativo con otros animales o personas, y con el piso dividido en cuadrantes. Se
registraron las actividades de los animales mediante dos cdmaras de video. A partir de los videos se registré la
frecuencia de olfateos, inmovilizaciones, intentos de escape, lineas divisorias cruzadas, vocalizaciones y eliminaciones
(orinar + defecar). Ademds, se determing la latencia a la primera vocalizacién, eliminacién, y el tiempo de permanencia en
los cuadrantes de la periferia.

Se determinaron la temperatura rectal, y las temperaturas superficiales por termografia de ojo, hocico y orejas con una
cdmara termografica (Flir 95, Estonia) y frecuencias cardiaca y respiratoria a los -5, 0, 10, 20, 30 y 45 min de realizada la
prueba.

Los datos colectados de manera repetida en el tiempo fueron comparados mediante ANOVA con un modelo mixto,
incluyendo el tratamiento, el tiempo y su interaccién como efectos fijos. La frecuencia de los comportamientos realizados
durante el aislamiento social fue comparada mediante ANOVA o Kruskal-Wallis de acuerdo a la distribucién.

Resultados, andlisis y discusién
Experimento 1: Efecto de la exposicidon de la madre sobre la activacién neuronal de corderos

Los corderos de los tres grupos difirieron en el tiempo de caminata (3,1+17 s, 29,4+ 10,0 sy 210,5 + 37,6 s; para corderos
IS0, LE y MOT, respectivamente, P<0,0001). Los corderos MOT y LE vocalizaron mds que los corderos ISO (17,3 £ 4,7y 7,4
*4,5vs 0,1£0,1; P=0,01y P=0,02, respectivamente). Los corderos MOT intentaron reunirse con su madre mds veces que
los corderos LE con la oveja lactante (21,7 £ 5,8 vs 2,6 £1,0; P = 0,04), olfatearon mds a menudo a la madre (13,3 £ 3,3 vs
4,0 £1,1; P = 0,01), y tendieron a hacerlo durante mds tiempo (27,1 £11,1 s frente a 4,9 £1,4 s; P = 0,059). La
inmunorreactividad de C-Fos de la capa granular difirié segun el tratamiento (P=0,049): fue mayor en MOT que en los
corderos IS0 (1,569 £ 0,27 X 10-3mm3 vs 1,17 £ 0,26 X 10-3mm3; P=0,014), mientras que los corderos LE tuvieron valores
intermedios que no difirié de ninguno (1,38 + 0,28 X 10-3 mm3). No se observaron diferencias entre grupos en la
inmunorreactividad de C-Fos en el bulbo olfatorio accesorio ni en el nlcleo olfatorio anterior. En este momento se estd
finalizando la comparacién de los datos de otras secciones, lo que se retrasé por las razones explicadas.

Estos resultados demuestran el rol de las senales quimicas, especialmente el olor, dado que la presencia de la madre se
vinculd con la activacion neural en el bulbo olfatorio. Esto, asociado a los resultados anteriores, demuestra que las
senales olfativas de la madre son importantes para el proceso de reconocimiento. A pesar de que los corderos tienen una
mayor actividad a esta edad, mayor distancia con su madre y mayor cantidad de actividades de interaccién con otros
corderos que cerca del parto, las vias olfativas siguen cumpliendo un rol relevante en la interaccién con su madre.
Experimentos 2 y 3: Senal olfativa y separacién madre-cria a diferentes edades

A los 30 dias de edad, los corderos vocalizaron mds cuando tuvieron lana de su madre que cuando fue lana de una oveja
ajena (52,1 £ 3,6 vs 37,3 £ 3,4; P=0,04), siendo el valor del grupo sin lana intermedio (40,2 * 3,6). No hubo diferencias en
ninguna de las otras variables.

A los 90 dias de edad, el nimero de vocalizaciones tendié a diferir entre los grupos (118,2 + 23,1, 103,7 £ 23,4 y 83,6 + 23,1
para lana de la madre, lana de otras ovejas o mdscara vacia respectivamente; P = 0,097).

En ambas edades, no hubo diferencias entre grupos en las temperaturas rectal y superficiales del ojo, hocico y orejas, ni
en de las frecuencias cardiaca y respiratoria.

Estos resultados demuestran que los corderos de entre uno y tres meses reconocen las seiales quimicas contenidas en la
lana de sus madres, identificando las caracteristicas particulares, y diferencidndola de las de la lana de otras ovejas.
Ademds, los corderos que olieron ligeramente la lana de su madre emitieron mds vocalizaciones en una situacién
estresante, posiblemente buscando proteccion.

Conclusiones y recomendaciones
Las neuronas en el sistema olfatorio de corderos se activan mds cuando estos son expuestos a su madre que a otra oveja
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lactante o que no reciben estimulo social. También se determiné que los corderos de 60y 90 dias de edad reconocen las
senales olfatorias maternas y presentan un cambio conductual cuando separados de su madre y expuestos al olor de la
lana materna. Estos resultados habilitan a profundizar los trabajos en que se utiliza lana de la madre como posible senal
moduladora del comportamiento de los corderos, desarrollando estrategias para su aplicacién prdctica.
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