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RESUMEN

El estrés es un factor importante para el bienestar animal, en especial para los animales de
ganaderia, puesto que entre otros factores, podria repercutir negativamente en sus
producciones. En el presente estudio, se intentd determinar el efecto ansiolitico de la
melatonina en ovino de carne. Para ello, se realizd una comparacién con tres grupos
experimentales: Grupo O (al cual no se aplicé tratamiento), Grupo Melatonina (se aplicd un
implante de melatonina subcutdneo de liberacion prolongada, Melovine® 18 mg, 5 dias antes
de la prueba) y Grupo Control (se administré 0,1 mg/kg de diazepam via intravenosa). Se tomd
como Grupo Control el diazepam ya que se conoce su efecto ansiolitico. El test utilizado para
determinar diferencias en el comportamiento fue el test Novel Object que consiste en
introducir un objeto extrafio para el animal y evaluar el miedo (estrés) hacia lo desconocido
(objeto). Las variables analizadas referentes al Novel Object, en nuestro caso una pelota,
fueron: miradas, acercamientos, acercamientos mirandola, veces que la ha tocado y olfateos.
En los resultados obtenidos para las variables no se observaron diferencias significativas entre
los tres tratamientos experimentales. En conclusidn, en nuestro estudio no se determiné el
efecto ansiolitico de la melatonina en la especie ovina. Por lo que, seria necesario realizar mas

estudios para certificar el efecto ansiolitico de la melatonina y la eficacia del Novel Object.

PALABRAS CLAVE: Diazepam, Estrés, Melatonina, Novel Object, Ovino.
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ABSTRACT

Stress is an important factor for animal welfare, in particular for livestock animals, since among
other factors; it could have a negative impact on their production. In the present study, we
attempted to determine the anxiolytic effect of melatonin in sheep meat.
A comparison was made with three experimental groups: 0 Group (this group wasn’t treated),
Melatonin Group (this group was applied a subcutaneous melatonin implant, Melovine® 18
mg, 5 days before test) and Control Group (this group was administered 0,1 mg/kg of
diazepam intravenously). Diazepam was taken as a Control Group because its anxiolytic effect
is known. The test used to determine differences in behavior was the Novel Object. The Novel
Object test consists of introducing a foreign object to the animal and evaluates the fear (stress)
towards the unknown (object). The variables analyzed referring to the Novel Object, in our
case a ball, were: looks, approaches, approaching looking, sometimes touching and sniffing. In
the results obtained, no significant differences were observed between the three experimental
treatments. In conclusion, our study didn’t determine the anxiolytic effect of metatonin in
sheep. Therefore, more studies would be needed to certify the anxiolytic effect of melatonin

and the efficacy of the Novel Object.

KEY WORDS: Diazepam, Stress, Melatonin, Novel Object, Ovine.
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1 INTRODUCCION
1.1 Evolucion del ovino

El ovino es una especie fundamental en la ganaderia mundial que se explota con el fin de

obtener carne, leche, lana, cuero y estiércol (Ganado ovino, 2021).

Hasta mediados del siglo pasado, el ovino era principalmente utilizado para la produccion de
lana, pero la crisis sufrida por esta fibra obligd a reorientarlos en su totalidad hacia la
produccién de corderos o leche, pasando la lana a ser un subproducto (Marsal Amends, Morral

y Palet, 2009).

Asi mismo, el sistema de produccidn se basaba en manejo extensivo, fundamentado
exclusivamente en el aprovechamiento de pastos naturales, residuos agricolas, conservacién
del entorno y fijacion de la poblacidn rural. En la actualidad, han evolucionado hacia sistemas
semi-extensivos e incluso intensivos con alimentacidn suplementaria en determinadas épocas
del afo donde hay escasez de pastos y mayores necesidades de los animales (Gaspar et al.,
2008). Otras practicas como la trashumancia y trasterminancia, que fueron pilares de esta
ganaderia, han ido desapareciendo progresivamente hasta ser actividades residuales (Starrs,

2018).

Segun el Analisis de la Evolucidn del Sector Ovino Espafiol 2006-2012, estos sistemas también

han sufrido un gran desarrollo en dreas como:

a) La reproduccidén, generando mejores condiciones y aumentando fertilidad, lo que ha
permitido la desestacionalizacion.

b) Seleccion de caracteres cdrnicos. Existen diferentes razas seleccionadas por
rendimiento a la canal, calidad de la canal o ganancia media diaria como Fleischschaf,
Ille de France, Berrinchon du Cher y Charmoise. Ademas, estas razas también se
utilizan para realizar cruzamientos industriales.

c) Seleccién de caracteres lecheros. Existen razas seleccionadas por produccion de leche
en litros, cantidad de grasa y proteina, relacién grasa/proteina o duracién de la
lactacion. Como por ejemplo, Lacaune y Assaf en cuanto a la produccién de leche o
Manchega en cuanto a la relacidon grasa/proteina para la elaboracién de quesos

(Haenlein, 2007).
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Segun el Informe sobre la situacion actual y perspectivas de futuro del sector ovino en la Unidn
Europea de 2018 (European-Comission, 2018). Pese a todas estas mejoras, el sector ovino no
se ha desarrollado tanto como el resto sistemas ganaderos en cuanto a la expansion del
mercado (flujos de comercio internacional), existiendo un déficit de promocidn y valorizacion

de la calidad del producto.

1.2 Situacion actual

En general, el ganado ovino lleva anos en crisis agravada por la subida de los piensos, la falta
de pastos, ademas del bajo consumo y la escasa rentabilidad de las explotaciones de madres

(Garnier, 2010).

Segln FAOSTAT (2021), a nivel mundial, Asia es el principal productor de carne de ovino del

mundo (Figura 1).
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Figura 1. Proporcién de producciéon de ovinos por region del afio 2019 (FAOSTAT, 2021)

Destaca China que ha pasado de 111 millones de cabezas en 1994 a 163 millones en 2019;

seguido de India (74.260.615 cabezas en 2019) y Australia (65.755.408 cabezas en 2019)

(Figura 2).
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Figura 2. Produccidn de ovinos: los 10 productores principales en 2019 (FAOSTAT, 2021)
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El comercio mundial se basa principalmente en las exportaciones de corderos de Nueva

Zelanda a la Unién Europea (UE) y de carneros a Oriente Medio (Red meat, 2009).

Nueva Zelanda exporta 367,753.52 kilogramos (kg) de carne de ovino, seguido de Australia con
313,949.15 kg, Reino Unido e Irlanda del Norte con 90,094.74 kg, Irlanda con 49,383.15 kg y

Espafia, que ocupa el quinto lugar, con 22,194.07 kg de carne (Figura 3).

300k
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Figura 3. Toneladas de carne de ovino exportadas de los 5 exportadores principales a nivel mundial
(promedio 1993-2019) (FAOSTAT, 2021)

Por otro lado, Francia es el principal importador de carne de ovino con 127,668 kg; seguido de
Reino Unido con 102,647.33 kg; China con 96,997.78 kg y Arabia Saudita con 47,145 kg (Figura
4).
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Figura 4. Toneladas de carne de ovino importadas de los 5 importadores principales a nivel mundial
(promedio 1993-2019) (FAOSTAT, 2021).
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Puesto que Reino Unido, Irlanda y Dinamarca son paises significativos en cuanto a produccion,
exportaciones e importaciones de ovinos, con la entrada de estos a la UE en 1973, aument? la

produccién y el consumo, viéndose necesaria una reglamentacion comun (Figura 5).
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Figura 5. Evolucion de la produccién de carne de ovino en la Unién Europea (1970-2000) (FAOSTAT,
2021).

La regulacion del mercado de ovino y caprino en la UE se realizd con posterioridad a la del

resto de carnes, aplicandose por primera vez en la campafia 1980/1981. (SEOC, 2002).

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA, 2020), Reino Unido

aportaba el 25,6% del censo comunitario de ovino, seguido de Espafia que aporté el 18,26%.

Segun el Informe sobre la situacion actual y perspectivas de futuro del sector ovino en la Unidn
de 2018. A pesar del aumento de producciones, este sector presenta una fuerte dependencia
de las ayudas de la Politica Agricola Comun (PAC) signo de la vulnerabilidad que ademas debe
hacer frente a la constante caida del consumo de carne. Solo representa un 3% de la
Produccidn Final Ganadera (PFG) y recibe un 3,5% del presupuesto agricola en subvenciones y

ayudas.

Dado que el consumo de carne de ovino dentro de la UE ha presentado un descenso del 40%
en los ultimos 15 afos, ha pasado de 3,6 kilogramos per cdpita a 2 kilogramos en la actualidad.
Esto es debido a que es una carne relativamente cara, presenta un sabor marcado y necesita
tiempo de elaboraciéon por lo que es una carne consumida principalmente en periodos de
festividad como Semana Santa y Navidad siendo el producto final cordero ternasco o de cebo

precoz.
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En particular, en Espafia, el consumo de carne de ovino en 2019 fue de 1,31 kg per capita/ano

(Figura 6).

Figura 6. Consumo de carne de ovino “per capita” (kg.) (MAPA. 2020)

Cabe destacar que la produccion de carne estd amparada en denominaciones de calidad (como
por ejemplo Indicaciones Geograficas Protegidas “IGP”) y en certificaciones ecoldgicas que dan
un valor afiadido. Como por ejemplo, la IGP “Ternasco de Aragdn” es la de mayor produccion,
con el 41,1% de la carne IGP, seguida de la IGP “Lechazo de Castilla y Ledn” con el 25,6% vy

“Cordero de Extremadura” con el 16,7% (MAPA, 2020).

Debido al empleo de razas rusticas adaptadas al medio y la complementariedad de la
ganaderia ovina con la agricultura extensiva, la produccién se centra en Extremadura (24%),

Castillay Ledn (17%), Castilla - La Mancha (15%), Andalucia (14%) y Aragdn (11%).

En cuanto al censo de ganado ovino, descendié constantemente hasta llegar a los 15,4
millones de animales en 2014, manteniéndose estable desde entonces. Mientras que el

numero de explotaciones, en 2019 se contabilizaron 113.779

De estas explotaciones, el 79% (90.281 explotaciones) son clasificadas para produccién carnica

y el 9% para reproduccion.

Respecto a la PFG, en el 2019, las producciones de ovino-caprino de carne ocuparon el quinto

lugar, abarcando un 5,5% (Figura 7).
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Figura 7. Valor de la Produccidn Final Ganadera en el afio 2019 (MAPA, 2020)

1.3 Bienestar animal

Segln las normas internacionales de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), el

“«

bienestar animal designa “el estado fisico y mental de un animal en relacién con las

condiciones en las que vive y muere” (MAPA, 2021).

Las directrices que guian a la OIE para cumplir el bienestar de los animales incluyen las «cinco

libertades», enunciadas en 1965 por Brambell y universalmente reconocidas, estas son:

- Libre de hambre, de sed y de desnutricién.
- Libre de temor y de angustia.

- Libre de molestias fisicas y térmicas.

- Libre de dolor, de lesién y de enfermedad.

- Libre de manifestar un comportamiento natural.

En el caso de la Medicina Veterinaria, la utilizacion de animales de experimentacién implica
que se garanticen las 5 libertades mediante Comités de Etica de Experimentacién Animal

(CEEA). Estos comités deben velar porque se cumpla el Real Decreto 53/2013 (MAPA, 2021).

El Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, establece las normas bdasicas aplicables para la
proteccion de los animales usados, criados o suministrados para experimentacién y docenciay

regula:

a) Reemplazo y reduccién, en el caso que sea posible, del uso de animales en los
experimentos y el refinamiento de las acciones y condiciones de vida.
b) Elorigen, la cria, el uso, alojamiento y eutanasia.

¢) Laevaluacién y autorizacion de las investigaciones donde se usen.
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d) Asesoramiento sobre adopcién o reubicacidn de los animales.

e) Asesoramiento al personal sobre los puntos nombrados anteriormente.

En particular asegura que:

a) Se disminuya al minimo el nimero de animales usados.
b) No haya dolor, sufrimiento, angustia o dafio duradero.
c) Evitar duplicacién inutil de procedimientos.

d) Atencién adecuada.

Para llevar a cabo los proyectos, el CEEA responsable, debe presentar una solicitud de

autorizacién al 6rgano competente encargado, ubicado en el dmbito territorial (GVA, 2013).

1.4 Estrés en animales de ganaderia

Como se ha comentado en el punto anterior, los animales destinados a produccidon ganadera

deben seguir un protocolo de bienestar animal para su manejo.

Para ello, existe normativa en bienestar animal desde el afio 1974. Donde se ha regulado el

sacrificio, la estancia en la granja y el transporte de los mismos (MAPA, 2021).

A parte de las 5 libertades nombradas anteriormente, en ganaderia se requiere: (Chapter 7.1.

Introduction to the recommendations for animal welfare, 2019)

a) La prevencién de enfermedades infecciosas y parasitarias.

b) Cuidados veterinarios y tratamientos necesarios preventivos y curativos.

c) Instalaciones adecuadas que permitan cobijo especialmente frente a condiciones
climdticas adversas, calidad del aire, la temperatura y la humedad.

d) Manejo y nutriciéon adecuada.

e) Sacrificio o matanza humanitaria, asi como evitar procedimientos dolorosos.

Si se consigue satisfacer sus requerimientos bioldgicos y fisioldgicos correspondientes a su
edad, estado nutricional, etapa productiva y condicidon fisiolégica de salud se aumentara la

productividad, disminuyendo la mortalidad y morbilidad y con ello los beneficios econémicos.

Si no se cumplen los puntos citados anteriormente, pueden aparecer episodios de estrés.

El estrés es una respuesta del organismo que se desencadena cuando rompe la homeostasis.

(Moberg, 2000).
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El estrés puede ser un buen indicador de bienestar animal, puesto que si los animales
presentan estrés es debido a que no se cumple alguna de las 5 libertades nombradas

anteriormente.

Toda modificacién en el equilibrio fisioldgico es detectada inmediatamente por los érganos de
los sentidos, iniciando reacciones nerviosas y hormonales que son emitidas por la glandula
hipofisaria, con la pretensién de responder por una parte al estimulo que le dio origen y por

otra a restaurar el estado fisioldgico inicial (Sejian, Bahadur, Bharti y Srivastava, 2012).

Por ello, se producen una serie de modificaciones funcionales y estructurales debidas al estrés,
entre las que cabe destacar, por un lado, la activacién del sistema nervioso simpdtico y médula
suprarrenal, que libera catecolaminas que preparan al animal para una respuesta activa, como
puede ser la lucha o la huida; y por otro lado, la activacion del sistema hipotdlamo-hipéfisis-
corteza suprarrenal, liberando glucocorticoides que prolongan las acciones metabdlicas

iniciadas por las catecolaminas previamente (Pévet, 2003).

En animales de produccion, este estrés se puede desencadenar debido a interacciones entre

animales, entre el hombre y animal y entre el animal y el entorno.

En el caso de la interaccion entre animales, puede ser debido a una separacidn precoz entre la
cria y su madre y/o separacion con el resto del rebafio o grupo; restriccion del espacio o
aumento de la densidad llevandose a cabo agresiones entre ellos; cambios de
comportamiento; alteraciones en el peso corporal; disminucion de la fertilidad; aumento de la

sensibilidad a las enfermedades, etc.

Las interacciones entre el hombre y el animal, dependen de las condiciones de cria en edades

tempranas, sistemas de produccion, manejo del ganadero, influencias genéticas, etc.

En las interacciones entre el animal y el entorno, pueden ser debidas a la presencia de
enfermedades o trastornos patoldgicos de origen infeccioso o no infeccioso, asi como factores
climaticos o ambientales adversos. Un ejemplo seria un aumento de la temperatura, que
desencadenaria el estrés por calor, que produce una disminucién notable de las producciones

(Moberg, 2000).

10
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1.4.1 Particularidades del estrés en ovino de carne

El ovino es un animal doméstico con instinto de alta vigilancia, comportamiento de fuga,
gregario y sociable, ademas de poseer una vista aguda y excelente audicién. Todas estas
caracteristicas se deben a que en el medio natural son presa facil y deben huir de los

depredadores (Guesdon et al., 2013).

Las condiciones de cria de los ovinos responden a la necesidad de una alimentacién y de
sistemas de nutricién apropiados a su estado productivo, de libertad de movimientos, de
comodidad fisica, de comportamiento normal (levantarse, acostarse, descansar, dormir,
acicalarse, comer, rumiar, beber, defecar y orinar). Ademas es importante un contacto social
adecuado en el rebafio y la necesidad de proteccién frente a condiciones climdaticas y
ambientales adversas, ataques de los animales depredadores, heridas, parasitos vy
enfermedades o trastornos de comportamiento (Recomendacion relativa al ganado ovino,

2021).

Los indicadores de bienestar especificos en ovino son (Ponce del Valle et al., 2015):

e En cuanto al aspecto individual, presencia de enfermedades tanto infecciosas,
parasitarias y/o metabdlicas, cese de la rumia, alteraciones en la respiracidn, presencia
de suciedad, hambre, sed, miedo o dolor. Todo ello, se puede valorar mediante la
observacién del aspecto general, peso y condicién corporal.

e Por otro lado, en el rebafio podemos observar la dindmica y distribucién del mismo, la
densidad en los parques debido a que una inadecuada o elevada densidad puede llevar
a cabo peleas y agresiones por dominancia, alteraciones del comportamiento y
estereotipias, inadecuado descanso y alimentacion. En cuanto a los valores numéricos
también proporcionan suficiente informacién para valorar el bienestar de los animales.
Estos valores pueden ser la tasa de morbilidad y mortalidad, los indicadores
productivos y reproductivos, como por ejemplo: el intervalo entre partos, la tasa de

fertilidad, abortos, distocias, tamafo de la camada, ganancia media diaria, etc.

Si aparece cualquiera de los indicadores anteriores no se desarrollan las condiciones idéneas
produciendo situaciones de estrés. Durante la vida productiva de un ovino de carne se

producen momentos estresantes como son (Freitas-de-Melo y Ungerfeld, 2016):

a) El momento del parto, ya que se producen cambios fisiolégicos y hormonales en la

madre.
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b) La separacién madre-cria ya que supone un cambio de entorno, pasando de estar
protegida por la madre a buscar alimento por ella misma.

c) El manejo rutinario de los ovinos, como son la esquila, identificacién de los animales,
corte de cola, castracién, reagrupamiento, transporte, operaciones de carga y
descarga de los animales, administracion de tratamientos preventivos o
medicamentos.

d) Las malas practicas de manejo, instalaciones o condiciones ambientales inadecuadas.

En todos estos casos, la clave para minimizar el estrés y consecuentemente preservar el
bienestar es realizar el manejo en el menor tiempo, con el menor contacto posible sin

alteraciones y de manera paulatina (Ponce del Valle et al., 2015).

1.5 Uso de la melatonina en ganaderia

En diversas especies de ganaderia es frecuente la estacionalidad reproductiva, de tal manera
que los partos se producen al final del invierno y primavera asegurando la supervivencia de la

cria y el mantenimiento de la lactacion (Glindogan, Baki y Yeni, 2003).

En los mamiferos domésticos, la informacion fotoperiddica es percibida por la retina y
trasmitida por via nerviosa a la glandula pineal, donde la principal hormona que se produce es
la melatonina, que es la encargada, entre otras hormonas, de regular la reproduccion (Tosiniy

Menaker, 1996).

La glandula pineal es una pequefia glandula endocrina, situada en la porcidn caudal del tercer
ventriculo (Aleandri, Spina y Morini, 1996). Esta compuesta por pinealocitos y células gliales.
Los pinealocitos producen y secretan serotonina derivada de la melatonina, hormona que
contribuye al desarrollo sexual, hibernaciéon, metabolismo y a la cria estacional. Ademas,
regula el ritmo circadiano o ritmo biolégico mediante la secrecidn de melatonina en los

nucleos supraquiasmaticos del hipotdlamo (Reiter, 1991).

En los mamiferos, la melatonina es metabolizada en 6-hidroxi-melatonina por el higado y los
rifiones. Este metabolito es excretado en la orina bajo forma sulfatada o acido glucurénico. La
melatonina, también se metaboliza en el cerebro en forma de N-acetil-5-metoxikerunamina

(Hirata, Hayaishi, Tokuyama y Senoh, 1974).

Se han recopilado datos que ilustran la participacion de la glandula pineal en una variedad de
procesos donde participa junto la glandula adrenal, tiroidea y sistema inmune (Sejian,

Bahadur, Bharti y Srivastava, 2012).
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La principal hormona que sintetiza y secreta la glandula pineal durante la noche es la
melatonina, también conocida como N-acetil-5-metoxitriptamina, que es una pequefia
indolamina lipofilica. Esta hormona se aisléd por primera vez de la gldndula pineal bovina a
finales de la década de 1950 (Garcia-Ispierto, Abdelfatah, y Lopez-Gatius, 2013). En los ovinos,
las concentraciones plasmaticas diurnas son bajas (< 5picogramos/mililitro), mientras que los
niveles nocturnos son elevados y varian desde 50 hasta 1000 pg/ml. Este ritmo nictemeral de

la secrecion de melatonina es un ritmo enddgeno (Rollag y Niswender, 1976).

La melatonina actua a diferentes niveles del eje hipotalamo-hipofisario. Particularmente, el
efecto mdas importante es la modificacién de la liberacion de la hormona liberadora de
gonadotropinas desde el hipotalamo, lo que conlleva una modificacién en la liberacion de la

hormona luteinizante y de la actividad de las génadas (Pévet, 2003).

Otros efectos descritos de la melatonina es su funcién como regulador de funciones
suprarrenales, sistema inmunitario, efectos a nivel neuroendocrino, inmunolégico vy
cardiovascular, regula la prefez y el tiempo de parto, asi como la funcion del cuerpo luteo

(Sejian, Bahadur, Bharti y Srivastava, 2012).

Estas relaciones con el sistema suprarrenal e inmune modulan el estrés y la inmunidad no
especifica para mejorar el bienestar de los animales, por lo que la glandula pineal y la
melatonina tienen efectos antiestreségenos o tranquilizantes sobre los mamiferos y aves

(Collier, Collier, Rhoads y Baumgard, 2008).

Comunmente la melatonina se ha usado en ganaderia para regula los cambios estacionales en
la funcion reproductora a través de su actividad endocrina reduciendo asi el anoestro

estacionario debido al aumento de las horas de luz.

Su uso es mediante la insercidon de implantes subcutaneos de melatonina para inducir el

control artificial de la actividad estral en ovejas, principalmente (Zarazaga et al., 2009).

Tras la aplicacién de estos implantes, se observé un aumento de la fertilidad, fecundidad,
incrementd de la productividad, mejora de los parametros reproductivos, elevacion del
numero de corderos nacidos vivos por parto; ademds de una produccion de corderos

homogénea a lo largo del afo (Abecia et al., 2007).
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1.6 Test Novel Object

Para valorar el efecto antiestreségeno de la melatonina se debe someter a un animal a una
situacién de estrés para valorar su comportamiento y ver si se consigue el efecto esperado.

Para ello, se usan diferentes test como por ejemplo:

- En primer lugar, Test Open Field (OFT) consiste en aislar al animal en un recinto
cerrado (rectangular, circular o cuadrado) y valorar una sucesion de parametros
(movimientos, localizacidn, respuestas del sistema nervioso autbnomo como orinar o
defecar) durante un intervalo de entre 2 a 10 minutos. Es muy usado en animales
pequefios como ratones (Gould, Dao y Kovacsics, 2009).

- En segundo lugar, Test Novel Object consiste en introducir un objeto extrafio en el
recinto donde previamente se ha aislado al animal y valorar unos parametros
comportamentales que indican el interés del animal al objeto y el estrés que ha
causado el objeto durante 5 minutos (Forkman et al., 2007).

Estos pardmetros pueden ser (Verbeek, Ferguson, Monjour, y Lee, 2012):
a) Frecuenciay duracion de contacto

b) Duracién del acercamiento

c) Numero de zonas cruzadas

d) Distancia al nuevo objeto

e) Exploracién olfatoria y/o visual

f) Balidos

g) Postura corporal

h) Movimientos

i) Micciones y defecaciones

j)  Numero de saltos o escapes

En este test, se permite observar el desarrollo del miedo a un objeto extrafio nuevo
(Novel Object) y el comportamiento innato exploratorio del animal (Boissy y Bouissou,

1995).

Dado que se ha demostrado que el test Novel Object es efectivo a la hora de valorar el estrés
en roedores, es posible que su utilizacion permita valorar, del mismo modo, efectos

estresantes en ovino y determinar el efecto ansiolitico de la melatonina.
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2 OBIJETIVOS

La melatonina, a pesar que se conoce sus efectos a nivel reproductivo, apenas hay bibliografia
en cuanto a su efecto ansiolitico durante periodos de estrés, como el destete o manejo

rutinario.

Por tanto, el principal objetivo de esta investigacién fue valorar si la administracién de

implantes de melatonina tuvo efectos ansioliticos en el ganado ovino. La valoracién de este

posible efecto se realizé mediante la metodologia de Novel Object.
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3 MATERIAL Y METODOS

El experimento ha sido aprobado por el Comité de Etica en Experimentacién Animal de la

Universidad Catdlica de Valencia “San Vicente Martir” (UCV), con referencia CEEAUCV2012.

3.1 Animales

El estudio se llevd a cabo durante el mes de julio en la granja de la UCV (REGA:
ES461650000003), ubicada en Massanassa dentro del Parque Natural de la Albufera, cuyas
coordenadas GPS son Latitud: 39.395430 (392 23' 43.55" N) y Longitud: -0.364260 (02 21'
51.34" W).

Se muestred una poblacién de estudio de 30 individuos de la especie ovina en el mismo estado
fisiolégico (vacias) confirmado por ecografia (Ecégrafo modelo IMAGO, Humeco, Huesca,
Espafia). La condicién corporal se encontraba entre 2,5 - 3,5 (Romero, 2015), del tronco

entrefino, edad entre 1 a 6 afios, alimentadas con la misma dieta y con agua ad libitum.

Previo al estudio se verifico el estado general de los animales mediante un examen fisico
llevado a cabo por veterinarios, descartando aquellos animales que presentaran algun
problema sanitario (mal aspecto de la lana, tos, secreciones, inadecuada condicion corporal,

cojeras, etc.).

La poblacion de estudio se dividid en tres grupos de 10 individuos por grupo, cuya eleccion fue

al azar:

a) Grupo 0 (GO): fueron aquellos animales a los cuales no se les aplicd ningun
tratamiento.

b) Grupo Melatonina (GM): animales a los que se les puso un implante de melatonina con
el fin de comprobar su efecto.

c) Grupo Control (GC): animales tratados con diazepam, el cual se conoce su efecto

ansiolitico.
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3.2 Disefo experimental

Se realizd un protocolo de sincronizacién mediante esponjas de progesterona con el fin de
evitar variaciones en las concentraciones de estrégenos y progesterona. El tratamiento
consistid en la colocaciéon de esponjas impregnadas con progestagenos (Chronogest® 20mg,
Intervet, Igoville, Francia) 5 dias antes de la primera evaluacion, junto con la aplicacién de dos
dosis de andlogos de PGF2a (Estrumate®, Alcantarilla, Murcia, Espaiia), la primera dosis

cuando se coloca la esponja y la segunda 2 dias antes de la prueba.

Al GM se colocé un implante subcutdneo de melatonina de liberacion prolongada
(Melovine® 18 mg, Barcelona, Espafia) en la base de la oreja cinco 5 dias antes del inicio de la

prueba.

Al GC, en el inicio de la prueba, se le inyecté 0.1 mg/kg de diazepam por via intravenosa. A las
ovejas GM y GO se les aplicd suero fisioldgico salino via intravenosa con el fin de que todos los
animales del estudio, independientemente del grupo al que pertenecieran, tuviesen las

mismas condiciones de manejo (Figura 8).

Asi mismo, en todos los animales se evalud la frecuencia respiratoria (FR) y la frecuencia
cardiaca (FC) mediante fonendoscopio (Littmann classic 1l). Ademas, se midié la
temperatura, tanto rectal (termémetro digital) como por termografia infrarroja en la oreja,
hocico, ojo y vulva (Bosch GTC 400 C, BOSCH, Stuttgart, Germany). También se colocé un
pulsdmetro (POLAR V800 equine, Polar Electro Oy, Keempele, Finlandia) en el térax del

animal para la medicidn de la FC durante todo el proceso experimental.

El Open Field se construyé con unas dimensiones de 16 m” con paredes opacas de dos
metros de altura. El suelo se dividio en dieciséis cuadrantes (1 m x 1 m) numerados de forma
consecutiva (de los cuales los cuadrados centrales eran 6, 7, 10 y 11; y los cuadrantes
periféricos 1, 2, 3, 4,5, 8,9, 12, 13, 14, 15 y 16) (Forkman et al., 2007). El disefio se puede

observar en la Figura 9.
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Figura 9. Imagen del recinto donde se realizaron los test Open Field y Novel Object

El traslado del animal al Open Field se realizd de forma individual y por sus propios medios.
Alli permanecid durante 10 minutos aislado del resto del rebafio y nos permitié analizar su
comportamiento mediante una grabacién. A los cinco minutos de empezar la prueba se
introdujo un objeto extrafio o Novel Object (en este caso, una pelota) para observar posibles
variaciones en los pardmetros analizados referentes al comportamiento general (el nimero
de olfateos, paradas, desplazamientos, intentos de escape, balidos, correr, tumbarse,
miccidn y/o defecacidn) y especificos con el Novel Object (cantidad de olfateos a la pelota,
acercamientos, acercamientos a 1 metro, tiempo y nimero de veces que mira y/o toca la

pelotay agresividad hacia ella).

En el caso de los desplazamientos se determind el numero de lineas divisorias cruzadas,

cuadrados centrales y periféricos.

Una vez terminado cada periodo de grabacién, el animal fue devuelto al corral con el resto
del rebafio por la misma manga de manejo. Al finalizar de cada prueba se limpid el suelo con

hipoclorito sédico diluido para eliminar el olor del animal testeado anteriormente.
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Figura 8. Diagrama esquematico del disefio experimental para evaluar el efecto ansiolitico de la melatonina en
ovino de carne. D 0= dia del inicio de la prueba; Implante Subcutdneo de Melatonina= Melovine® 18 mg;
Diazepam= 0.1 mg/kg por via intravenosa; SSF= suero fisioldgico salino.
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3.3 Andlisis estadistico

Se hizo un estudio de las variables estudiadas para determinar si se distribuian de forma

normal o no mediante el test de Shapiro (Shapiro y Wilk, 1972).

Posteriormente, para las variables que se distribuian de forma Normal se realizé un test Anova
y para las variables que no se distribuian de forma Normal se efectué un test Kruskal-Wallis (K-
W). En ambos test se valoraba si los datos eran significativos, tomando como referencia un p-

value < 0.05. Se realizé el andlisis mediante el software R-project (R Core Team, 2020).
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4 RESULTADOS

Ninguna de las variables estudiadas resulté significativa para el contraste entre grupos
experimentales (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Tabla resumen de los resultados observados para las diferentes variables seguin el método realizado
(Kruskal-Wallis (K-W) o Anova) y el p-value obtenido.

Variables Método | p-value
Numero (n.2) de balidos K-W 0.0965
N.2 de escapes K-W 0.88
N.2 de defecaciones K-w 0.763
N.2 de olfateos K-w 0.064
N.2 de veces que ha corrido K-W 0.237
N.2 de miradas a la pelota K-wW 0.5536
N.2 de acercamientos a la pelota K-W 0.640
N.2 de acercamientos a 1 metro de la pelota mirdandola | K-W 0.108
N.2 de veces que toca la pelota K-W 0.698
N.2 de veces que olfatea la pelota K-W 0.3356
N.2 de lineas cruzadas K-w 0.7146
N.2 de paradas Anova 0.478

Pese a no encontrarse diferencias significativas, si se aprecié una tendencia de las variables:

balidos, olfateos y olfateos a la pelota con menor nimero para el GD.
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5 DISCUSION

En general, los animales suelen prestar mayor atencidon hacia los estimulos amenazantes

cuando se encuentran en mayor estado de ansiedad (Lee, Verbeek, Doyle, y Bateson, 2016).

Durante el estudio, los animales tratados con diazepam (GC) deberian haber permanecido mas
tranquilos o menos atentos ante la presencia de un Novel Object que los animales no tratados
(GO) o los tratados con melatonina (GM), puesto que se conoce el efecto ansiolitico del
diazepam (Destrez et al., 2012). En cuanto a la melatonina, pese que hay estudios que
muestran el efecto ansiolitico en mamiferos como roedores o ratas (Guesdon, Bahadur, Bharti

y Srivastava, 2013), en nuestro estudio, no se ha demostrado.

Golombek, Martini y Cardinali (1993) indicaron que el efecto ansiolitico de la melatonina es
mayor durante la noche. En cambio, nuestro estudio se llevd a cabo por el dia durante los

meses de maxima luz, por lo que podria haber influido en los resultados.

Con respecto al diazepam, en los estudios realizados por Lee, Verbeek, Doyle, y Bateson (2016)
y Monk et al. (2019) se comprobd la eficacia de diferentes tratamientos (meta-
clorfenilpiperazina, diazepam y morfina) mediante el comportamiento ante un sesgo de
atencién. En ese caso, el sesgo de atencidn fue la fotografia de una oveja en una de las
paredes del recinto y en la pared opuesta se colocé una ventana donde detras habia un perro.
En sus trabajos, se observd que en las ovejas con diazepam, el tiempo de mirar hacia la
amenaza fue mas reducido, disminuyendo la vigilancia. Por lo tanto, el grupo diazepam estuvo
menos alerta ante el estimulo, viéndose reducida la ansiedad durante el desarrollo de la
prueba. Ambos estudios contaron con una muestra superior (60-80 animales,

respectivamente) lo que podria explicar las diferencias encontradas.

Sin embargo, también podemos encontrar experimentos con conclusiones similares a las
nuestras donde el uso del diazepam como ansiolitico no resulté efectivo en ovejas y bovino de

carne (Doyle, Lee, McGill y Mendl, 2015; Lee et al., 2017, respectivamente).

Ademas, en ovejas, se ha demostrado que la experiencia previa con humanos, podria alterar la
percepcion del miedo (Viérin y Bouissou, 2002). Puesto que se trata de una granja
experimental y educativa, estos animales estan en contacto continuo con estudiantes y, por
tanto, es posible que hayan desarrollado una asociacién con el manejo, lo que puede influir en

sus respuestas durante las pruebas.
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Asi mismo, la falta de respuesta podria ser debido a que los farmacos o las dosis empleadas en
el estudio fuesen inapropiadas para modificar los comportamientos o no indujeron los
comportamientos esperados. Por otro lado, la eficacia del test Novel Object quizas no seria
adecuada para medir el estrés en ovino de carne. Para poder contrastar esta hipdtesis, seria

necesario correlacionar nuestros resultados con un analisis de cortisol (Destrez et al., 2012).

Por lo tanto, se requieren de mads estudios para validar el uso de melatonina como tratamiento

ansiolitico en animales de ganaderia.
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6  CONCLUSIONES

Al evaluar el comportamiento animal mediante test Novel Object no se obtuvieron diferencias

significativas para los diferentes tratamientos estudiados.

En todo caso, seria aconsejable realizar mas estudios y con una muestra mayor para certificar

el efecto ansiolitico de la melatonina vy la eficacia del test Novel Object en ovejas.
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