UNIVERSIDAD ]ﬁ%
F) POLITECNICA W
DE VALENCIA CIHEAM

UNB

MASTER INTERUNIVERSITARIO EN MEJORA GENETICA
ANIMAL Y BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION

Niveles de cortisol en saliva de cerdas
reproductoras durante el destete, el estro y
la inseminacion y su relacién con la
fertilidad

Tesis de Master
Valencia, Julio 2011
Gerald Muca
Directores:

Dr. Jordi Roca Aleu

Dra. Inmaculada Parrilla Riera
Universidad de Murcia



UNIVERSIDAD DE MURCIA

El trabajo experimental de la presente Tesis de Master ha sido realizado en los laboratorios
del Grupo de Investigacion “Reproduccion Animal” de la Universidad de Murcia.



UNIVERSIDAD DE
MURCIA

JORDI ROCA ALEU, Catedratico del Departamento de Medicina y Cirugia
Animal de la Universidad de Murcia e INMACULADA PARRILLA RIERA

contratada “Ramén y Cajal” de la Universidad de Murcia,

INFORMAN:

Que Gerald Muga, alumno del Master Interuniversitario en Mejora Genética
Animal y Biotecnologia de la Reproducciéon, ha realizado bajo nuestra
direccién la Tesis de Master titulada “niveles de cortisol en saliva de cerdas
reproductoras durante el destete, el estro y la inseminacién y su relaciéon
con la fertilidad” en las instalaciones del grupo de investigacion “Reproduccion

Animal” de la Universidad de Murcia a lo largo del curso académico 2010-2011.

Murcia a treinta de junio de 2011

Hospital Clinico Veterinario, 32 Planta. Campus de Espinardo. 30100 Murcia
T. 868 884 735 — F. 868 887 069 — www.roca@um.es



“Este estudio experimental
ha sido financiado por CICYT-GAN
(AGL2008-04127), Madrid y GERM
(04543/07), Fundacion Séneca, Regidn
de Murcia”.



DEDICATORIA

EN RECUERDO Y HONOR DE MI NBUELN Y MI SEGUNDXN MADRE SABRIE CEKXA, POR
ENSENARME Y CUIDARME EN LOS PRIMEROS PASOS DE MI VIDXA, €5 MUY DIFiCIL
ENCONTRAR. LAS PALABRAS PARA DESCRIBIR. LAS DIMENSIONES DEL AFECTO Y €L
RESPETO QUE SIENTO POR. ESTA PERSONA. HACE TIEMPO QUE NO LA VEO, QUE JAMAS
TENDRE LA POSIBILIDAD DE VERLA Y ABRAZARLA OTRA VEZ. LA TENDRE SIEMPRE €N
MIS RECUERDOS POR. LA SINCERIDAD, SU CARACTER Y PERSONALIDAD QUE TENIXA, QUE
HOY €N DiX HAY POCAS PERSONXN Q\E LO TIENEN, ME FALTARA PARAX TODO €L RESTO
DE MI VIDA



AGRADECIMIENTOS.

A mi familia, a mi madre Nazmie y a mi hermano Ardit, en especial a mi madre, que es una de
las personas mas especiales que he conocido en esta vida, por el apoyo sin limite que me ha
dado y sin ella no sé donde seria hoy, perdonarme por todos los problemas y le he provocado.

Al Dr. D. Jordi Roca Aleu, director de la tesis, por la acogida y la confianza que dio en mi, por su
tiempo y paciencia que ha mostrado conmigo durante todo este tiempo. Por ensefiarme los
primeros pasos de un trabajo experimental.

Al codirectora de la tesis, Dra. Inmaculada Parrilla Riera, por el soporte durante todo este
tiempo y por sus consejos y por la gran ayuda a la hora darle la forma definitiva la tesis.

Al Dr. D Emilio Martinez Garcia, jefe del Area de Reproduccién y Obstetricia, por permitirme
ser parte de este grupo de investigacion que dirige con un gran carisma, que dan cuanta de una
gran persona y excelente profesional.

A mis exprofesores de carrera, Prof. Petriti, Prof, Pascali y Prof, Luigji por la suerte que tuve
de formarme profesionalmente con ellos, ahora que este tiempo ya ha pasado puedo recordar y
comprender muchas cosas y salgo en conclusién que sentiré siempre culpable y en debido con
ellos para no dedicarle y mas intencién y respeto, estas excelentes personsa en plan personal y
profesional que es dificil que encontrare parecidos.

A todos los amigos del departamento, gracias por hacer de mi estancia una agradable
experiencia y por el apoyo que me habeis dado para saltar los obstaculos de este trabajo y por
compartir sus alegrias y logros. A Dr. Jonatan y Carmen, gracias a Dr. Toii, Dr. Xiomara Dr.
Cristina y gracias a David, Miguel, Carolina, Jesus,Lola, Sonia y Maria José.

A mis amigos de “La Granja Veterinaria”, por todos los buenos momento compartidos, por la
amistad brindada, por los buenos momentos pasados y por soportarme durante este tiempo. A
Diego, Livia, Luis , Alma, Isis, Ernesto, Susana, Nayeli, Patricia, Kasia, Gustavo, Maribel,
Victor.

A Mariano, Paco y Fina por el soportamiento y por los buenos momentos que he pasado con
ellos.

A Antonio, Miguel y su familia, por el apoyo y soportamiento que me han dado durante el
desarrollo de esta experiencia.

Un agradecimiento particular por mi compafiero de master Anthony Valverde, por todos los
momentos que hemos compartido, los momento dificiles y buenos durante este periodo, sin
olvidar a Erika durante el tiempo que le junto al nuestro camino, por los agradables momentos
que hemos pasado y por una amistad sincera que hemos compartido.

A todos mis amigos que hice y conoci durante este master, empezando por mis compatriotas,
Jonida, Fatmira, y Olgert, y todos que conoci durante los primeros dias de mi estancia en
Espafia, A Carine, Rafia, Myriam, Amine, Fadi, Maged, Monie, Hatiche, Basim, Muhamedpor
los agrandables momentos que pase con ellos.



A los compafieros del master, Mokhtar, Ayman, Virginia, Gabriel, Dianelis, Rommel, Ronald,
Alan, Rubén Mustafa y Aldemar, por todos los momentos que hemos compartido durante este
master.

Y a los ultimos pero no por la importancia, a mis compatriotas y mis campesinos, por todos los
valores humanos y el caracter que tiene, pesar que no tengo ningtin de vuestros caracteristicas,
lo se que soy uno de los peores entre vosotros, esto no me impide de ser eternamente orgulloso
de nacer y pertenecer a este lugar mitico con todos los sentidos de la palabra.



INDICE GENERAL

CAPITULO I: INTRODUCCION ......cccuieurienriineereisressesssessesssessesssesseessasssessessssssasssessesssessssssesssessessssnsans 1
CAPITULO 11: REVISION BIBLIOGRAFICA .......ccueeiieireeenessessesesessessessessesssesssssessesssssessessessessensensens 5
2.1. ANTECENDENTES HISTORICOS Y ESTADO ACTUAL DE LA PRODUCCION PORCINA .......cccovuvrennnee 6
2.2 PAPEL DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL EN LOS SISTEMAS ACTUALES DE PRODUCCION
[0 13 {0l | V- NN 7
2.2.1. La Inseminacion Artificial y su importancia en la especie porcing. ..............cccceeeeecveeeeanne.. 7
2.2.2. Nuevas técnicas de iNSEMINGACION. ..........cccoeeeuueeeeeiieeeeeee e eeeieee e eetee e e e e e vaieeaeeaaens 8
2.3. BIENESTAR ANIMALY EL ESTRES .....uvtiieeeieieeeiiiseeeesseeesseesessesssssesssssesssssesssssssssesssssesssssessssssssns 11
I I B S B T =T a =Ry L o 14 111 2 o | A 11
2.3.2. CQUEB BS @] @STIOSP ettt e ettt e e e e ettt e e s e et taee e e s s ettt saeesasrassaaaenaees 12
2.3.2.1. La respuesta fisioldgica al estrés. Importancia del eje Hipotalamo-Pituitario-Adrenal (HPA). .........ccc........ 14
2.3.3. BIieNEStAr QNIMQI Y @STrES. ..ottt e e e e e e ettt a e e e e e e e e ssssssssasaaaaaaaaaes 18
2.4. EFECTO DEL ESTRES SOBRE LA REPRODUCCION ......uvveeeiueeeereeeieseeesssessssesssssesssssesssssssssssessssesas 20
2.4.1. Eventos endocrinos sobre 10 reproduCCiON...............cc.ueeeeeccvuveeeeeciieeeeesciieeeeescieeeeeecieeeaeans 20
2.4.2. La ACTH exdgena y 1Q reprodUCCION...........ccoeeeeeeeieieeeeeeaeeeeeeseecctteeaa e e e e e e e essssissssaaaaaaaaeens 21
2.4.3. Estrés relacionado con 1G reprodUCCION .............eeeeeecueeeeeeiiiieeseeiiieeeeeciieeeeesciaeeaesiaeeaaeens 21
2.4.5. EStrés agudo Y rePrOAUCCION ...........eeeeeecieeeeeeeiieeeeesceeeeeeeetaeeaeestaeaaesstssaaessssssasesssssssaaesas 24
2.4.6. El @Strés dUIQNTE @ QST ....u.ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eettee e e e e teee e e s e etiaisesssaveasiseneseess 25
2.4.7. El estrés durante la monta natural y la inseminacion artificial................cccccovuveevecvvenannns 26
2.4.8. El estrés durante la inseminacion 1aparoSCOPICQ. ............cccueeeeecvveeeeesiieieeeesiiiieeeeeciiveeeenns 27
2.5. EVALUACION DEL ESTRES .....veeueeueireerreiieesesseseessessessessessessessessessessessessessessessessessessessesssssensens 27
BB Y B = el Y 4 { Ko ] R 27
2.5.2. Métodos para evaluacion del COTtISOL ..........ocvuuvvimvivreiresieesiiesieesieesiesieeseessesereesaee s 31
2.5.2.1. Determinacion del COrtiSOl €N SANGIE.......ccueiiiueieeiiieieteeeecieee et e cetee et e et e e ebeeeesbeeseabeeeeabesessbeeeentaeeeens 31
2.5.2.2. La saliva como una alternativa viable para una evaluacién objetiva de los niveles de cortisol. .................. 32
2.5.2.3. La varianza individual €n 12 reSpUESa @l @SIrES......cccuveiiiiiiiiieiie ettt eeter e e eeebaae e e e seabeeeeeeeeanes 35
CAPITULO HI: MATERIALES Y METODOS. .....c.uceeeeeteeseeeeesteessessessesssesssesssssssssssssessssssessssssasssssnes 37
3.1 IMATERIALES. ... et eieeteieeeiieeteteetecteeeeesteectascsnssesssasesasssasssassesssasssasssnssasssasssssssnsssnsesnssasssnsennsse 38
3.1.1. Animales, alojamiento y QlIMENTACION. ..............ceeeeceueeeeeeciieeeeecieeeeescteeeeescieee e e s cieeaa e 38
3.2, IMIETODOS ....oouveveneereeseeseesseseeseeseessessessessessessessessessessessessessessessessessessessessensessensessessssssessensensen 39
3.2.1. Manejo reproductivo de QS CErdas. ............oouvummimmiiiuueieeiiiiiieseeiiieeeeesiieeeessiiaeeeeesiieeaaenns 39
3.2.2. Recogida y procesado de las muestras de saliva. ..............coeceeevvuvveeeeeeseeesisecciiiiivieeeaaaannn, 40
3.2.3. Recogida de los eyaculados y preparacion de dosis de inseminacion............................... 42
3.2.3. INSeMINACION VIO COIVICAI. ....vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et seeseseeeenenaneeas 43
3.2.4. Inseminacion Por laPAroSCOPIQ. ..........ccuveeeeeecieeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeceaee e e ettt aeessssaaaesssrsseaaenas 46
3.2.5. Evaluacion de 1 fertilidQd...............ouuuuuuuieieeeiiiie ettt eecttee e st a e e s sstaae e e s siaeaa e 48
3.2.6. Determinacion de 10S Niveles de COILiSOL. ................ooouuuuuueeeeeeeeeeiiiiiiiiisesieeeeeeeeeeeeeeeeeeenen, 48

3.3. DISENO EXPERIMENTAL......ccueeerrererenessessessessessesssssessesssessessessessssesssessessessessessessessessessassassans 49



3.4. ANALISIS ESTADISTICOS ...ceveeeieeeeieseereseeressesesssesssssessssessessesssssessssesssssesssssesssssesssssssssssesssesss 52
CAPITULO IV: RESULTADOS ....uveieueeeeeeeeseeeesssessesssessssssssessssssssessssssssssssssssassssssssesssssssssssssssssesssssssas 53

4.1. NIVELES EN SALIVA DE CORTISOL ANTES, DURANTE E INMEDIATAMENTE DESPUES DE UN
ESTRES AGUDO ....ccoouueiieeeeeieeeiesseeeeseesessessessessassessssssssssssssssesssssssesstesssssessssessestessssessessesssssesssssessns 54

4.2. NIVELES DE CORTISOL EN SALIVA DESDE EL DESTETE HASTA DESPUES DE FINALIZAR EL ESTRO

4.3. NIVELES EN SALIVA DE CORTISOL A LO LARGO DEL ESTRO ......ccccoiiiiiiiniiiiiiinissinssssssssssssssssssnnnns 55

4.4. INFLUENCIA DE LOS PROCEDIMIENTOS DE INSEMINACION ViA CERVICAL EN LOS NIVELES DE
CORTISOL EN SALIVA......ccoreeiiiiiiiininnaniiiiiiiiieennssiiiiiistissssssssssiiiisiiesssssssiissttsssssssssssssssssssssnsssss 56

4.5. INFLUENCIA DEL PROTOCOLO DE INSEMINACION LAPAROSCOPICA EN LOS NIVELES DE
CORTISOL EN SALIVA........eiiissnaisssisaassetsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnns 59

4.6. RELACION ENTRE LOS NIVELES SALIVARES DE CORTISOL Y LOS PARAMETROS DE FERTILIDAD 60

CAPITULO V: DISCUSION ....cceveeiereeiereeeiesseeeesaesesseesessesesssesssssesessssssssessssssssssesssssessssssssssssssssessssssssns 62
CAPITULO VI: CONCLUSIONES ......eeieeeeeieeeeresseesesssessssesesssessssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessssssas 72
CAPITULO VII: RESUIMEN ......eieveieueeeseeeeseeessessteessesessesssessssssssessssssssesssssssesessessssssssssssesssssssesesesssssns 74
RESUIMEN ..ottt et et et e et e e e et ee e e e e eeeaeeseeseeeeueeeeeeeseneeseeseseeseaseeeeeeneeseaseneeeeseeeaseneeneeseneeaenseeeasenes 75
SUIMIARY .ottt ee et e e e et et et e e e e e e e e es e e eeeeseeeaseeseeeeseeseseseseasenseeenseeseessesensenseaensenseaenseneessnsenneens 76
RESUIMIE ..ottt et ee et e et e et e et e e e e e e e e e e e s e eseeseeeeeaeeseeeeeeeeeeeeeenseesensaneensensensansensensensesensensessessessessensessens 77
CAPITULO VIHI: BIBLIOGRAFIA .....eeeieeeeieeeeeeeeeeeeteeseesesssesesssssessesssssesssssesessssssssesssssesssssssssssesssesan 78



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. La composicion del pienso para [as cerdas. .......ccoveeeeecieeeeeciiiee e e 38

Tabla 2. Composicién del diluyente Beltsville Thawing Solution (BTS).......ccccoveeeeicuveeeeeennneen. 43

Tabla 3. Cantidades medias (tsem) de cortisol cuantificadas antes (15 min), durante y
después (15 min) de las inseminaciones realizadas por via cervical. .......cccooveeiiiiviieeiiiciiee e 59

Tabla 4. Parametros de fertilidad en cerdas inseminadas (IA) empleando diferentes
procedimientos de INSEMINACION. .......cciiiiiiiiiiiiiireee et e e e e e e e e e e sebrareeeeeeeeeeeeessssrssereeesaeeeeanns 61



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Inseminacidn Convencional (IIC), tomado de Roca y cols. (2006) .......cccccecuvveeeeennneen. 8
Figura 2. Inseminacion Post Cervical, tomado de Roca y cols. (2006). ......cccceecvvereeeecreeeeeennnen. 9
Figura 3. Inseminacidn intrauterina- Profunda, tomado de Roca y cols. (2006) .................... 10
Figura 4. Inseminacion por Laparoscopia, tomado de Roca y cols. (2006)..........ccccuvveeeenneen. 11
Figura 5. El funcionamiento del eje HPA, adaptado de Kranendonk (2006)..............cccc........ 18
Figura 6. Esquema del sistema de la evaluacion del bienestar animal, adaptado de (Velarde y
DT o =10 A 0 K ) FR RSP PUUUTR 19
Figura 7. La produccién del cortisol, adaptado de Martin. (1985). ....ccccceveeeeciereeeecriee e, 28
Figura 8. La estructura del cortisol (C,;H3005) obtenido de Citizendium. Enciclopedia en linea.
102174 16 B DR VA 1 PR 28
Figura 9. Cortisone/Cortisol transformacién, adaptado por Martin. (1985). ......ccccccevveeeunenn. 29
Figura 10. Deteccidén del estro mediante verraco en cerdas enjauladas. .......ccccceeecvvveeeennnnen. 40
Figura 11. Esponja utilizada para hacer de hiSOpO. ......cccceecieiiiiiiiiiii e, 41
Figura 12. Colocacién de la esponja en la varilla e hisopo preparado para su uso................. 41
Figura 13. Hisopo introducido en la boca de la cerda. ......ccccceeeviieiiinciieii e, 41
Figura 14. Colocacién de la esponja en el tubo. ......ccveeiiiiiiiiii e 42

Figura 15. Tubos de saliva preparados para centrifugar y esponja en el interior del tubo. ... 42
Figura 16. Inseminacion intra-cervical. Posicidon del extremo del catéter entre los pliegues del
ColU 11| To UL 4T [ To TR OO PP 44
Figura 17. Inseminacién intra-uterina. Disposicién del extremo del catéter tradicional de
inseminacién entre los pliegues del cuello uterino y de la canula interna que alcanza la luz del cuerpo
(o 1= IV =Y o TR OO SPPPR 45
Figura 18. Inseminacion intra-uterina profunda. Disposicién del extremo del catéter
tradicional de inseminacién entre los pliegues del cuello uterino y de la sonda interna que alcanza la
profundidad de Uno de [0S CUBINOS ULEIINOS. .......eeiiiiiiiiieeiiiieee e ceiiee et e e ertee e e e e ebree e e e eareee e e eaaeeas 46
Figura 19. Inseminacién por laparoscopia. Disposicion del laparoscopio y de los puertos
e Tolo=TYo ] [0 -3 U UPPINN 47
Figura 20. Inseminacidn por laparoscopia. Deposicidn de la dosis seminal en el interior de un
Lo 1Y/ T ¥ or o TR0 SOPPPPPN: 47
Figura 21. Inmovilizaciéon de la cerda mediante la prueba del freno nasal y recogida de
muestra de saliva durante dicha iNMOVIliZacioN..........cceeeiiiiicie i 49
Figura 22. Recogida de muestra de saliva en una cerda durante la inseminacion. ................ 51
Figura 23. Recogida de muestra de saliva en una cerda después de la laparoscopia y todavia
bajo [0S efeCtOS de 1@ ANESTESIA. .iiiiiciieee et e e e et e e e e bre e e e e e araee e e nraeas 52
Figura 24. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva de cerdas estabuladas en parques (n? = 11) y recogidas a los 15-20 min antes,
durante y 15-20 min después de la sujecion del hocico mediante un lazo. Las cajas representan los
percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro de las cajas
representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la media (xsem) a lo largo de
los tres tiempos de cuantificacion. a,b indica diferencias entre tiempos para P < 0°01...................... 54
Figura 25. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 40) al destete, 24 h post-destete, durante el estro y 24
h post-estro. Las cajas representan los percentiles 25y 75 y los bigotes los percentiles 5y 95. La linea



continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (+sem) a lo largo de los tres tiempos de cuantificacidn. a-c indica diferencias entre estadios
fiSIOIOZICOS PAra P < 0/00. .euvveieeeeiieeeeeeeiteee ettt e eeettre e e e eette e e e eetbae e e e e taaeeeeesssaeseesassreeeesassseeeesasrreeeens 55

Figura 26. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n? = 84) que mostraron signos de estro durante 3 d. Las
cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro
de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucién de la media (tsem) a
lo largo de los tres tiempos de cuantificacién. a,b indica diferencias entre los dias del estro para P <

Figura 27. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 16) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado convencional o intra-cervical
(IIC). Las cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea
continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (xsem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones. .......cccceeceevrvveeeeeeeeeennnn. 57

Figura 28. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 16) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado post-cervical o intra-uterina
(V). Las cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea
continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (xsem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones. .......ccccoeeccuvrvreveeeeeeeeennn. 58

Figura 29. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 17) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado intrauterina profunda (DUI).
Las cajas representan los percentiles 25y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua. 58

dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucién de la
media (+sem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones. ........cccccveeeeeecveeeeeennen. 59

Figura 30. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n? = 18) sometidas a inseminacion artificial a través de
laparoscopia. Las muestras de saliva fueron recogidas momentos antes de la sedacién (antes),
durante la sujecion mediante lazo (sujecion) y a los 40 (Post-lap40), 80 (Post-lap80) y 120 min (Post-
lap120) post-sedacion, tiempos éstos que coincidian con el final de la laparoscopia, el despertar de la
anestesia y la incorporacion de la cerda, respectivamente. Las cajas representan los percentiles 25 y
75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro de las cajas representa la mediana. La
linea entre cajas representa la evolucion de la media (+sem) antes, durante y después de cada una
de las inseminaciones. a,b indica diferencias entre los dias del estro para P < 0'01.........ccccccvvveeennns 60



Capitulo I: INTRODUCCION



INTRODUCCION

En los tiempos recientes somos testigos a nivel mundial de una creciente demanda de
productos derivados de la carne de cerdo, como consecuencia del aumento de la poblacién y
una mejora en las aspiraciones nutritivas del ser humano. Esto ha determinado nuevos avances
en las caracteristicas de crecimiento y reproduccion del cerdo para aumentar su competitividad
y responder a las nuevas exigencias del mercado. La produccién moderna porcina basa su éxito
en la eficiencia. Este objetivo se puede conseguir con las optimizaciones de los recursos
biolégicos disponibles con la dltima intencién de hacer la produccién mas rentable. Entre los
recursos bioldgicos a optimizar estarian los eyaculados, particularmente aquellos procedentes

de reproductores de alto valor genético.

Uno de los procedimientos mas empleado en el manejo intensivo y que marca una de lo
mas grandes avances de la biotecnologia de la reproduccién es la inseminacién artificial (1A),
cuyo uso comercial ha sido clave para la mejora genética y el desarrollo industrial en el sector
porcino. Desde el uso por primera vez por Ivanov en los afios 1900 (Foote, 2002) esta técnica en
los ultimos tiempos ha conocido notables avances. Entre ellos, aquellos destinados a optimizar
los eyaculados. Asi se ha pasado de la inseminaciéon intra-cervical o convencional (IIC), que
requiere un elevado nimero de espermatozoides por dosis de 1A, a procedimientos mas
eficientes como son la inseminacién intra-uterinal (IIU; Gil y cols, 2000) y la intrauterina
profunda (DUI; Martinez y cols, 2001) o la inseminacién por laparoscopia (LAP; Vazquez y cols,
2006). Estas nuevas y mas eficientes técnicas de aplicacion de las dosis seminales en el tracto
genital de la cerda tienen como denominador comun, son mas invasivas que la técnica de
inseminacién convencional. Dicha circunstancia, motiva cierto recelo, considerando a dichas
técnicas como invasivas y estresantes para las cerdas. Evaluar el nivel de estrés que la

aplicaciéon que dichas técnicas produce en la cerda sera objetivo de este estudio.

Amplios sectores de la sociedad estan, en estos tiempos, especialmente sensibilizados
por el bienestar de los animales, particularmente por aquellos destinados al consumo humano y
principalmente por los que estdn sometidos a un manejo intensivo. El bienestar animal es percibido
cada vez mas como un elemento integrante de la calidad de los alimentos que proceden de los
animales. Las normas del bienestar del porcino en la Unién Europea estan descritas en la directiva

2008/120/EC, (http://eur-lex.europa.eu/), la cual deben ser seguidas por las granjas de manejo

intensivo y hacen especial énfasis en aspectos tales como la castracion, amputacién de la cola, el
disefio de los parques, el espacio en m? por animal. Sin embargo, en ella no se recogen normas o

recomendaciones relativas a los procedimientos de IA. Para evaluar el bienestar animal hay
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distintos procedimientos, siendo la activacién del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA;

Minton, 1994) un buen indicador de la perturbacion del bienestar (Moberg, 1985).

Hoy es generalmente aceptado que el estrés puede perturbar la funcién reproductiva en
varias especies (bovino: Herskin y cols., 2004; ovino: Daley y cols., 1999; Equino: Berghold,
2007; humana: Tarin y cols., 2010), incluyendo la porcina (Einarsson y cols., 2008). También se
sabe que el efecto negativo del estrés en la funcién reproductiva depende de la duracion del
efecto estresante, del momento reproductivo en el que dicho estrés sucede, de la predisposiciéon
genética y del tipo del estrés (Madej y cols., 2005; Brandt y cols., 2006). Durante el estrés se
activa el eje HHA (Minton, 1994), secretando glucocorticoides desde la glandula suprarrenal al
torrente circulatorio. El principal glucocorticoide secretado en cerdos es el cortisol (Bottoms y
cols., 1972). Por lo tanto el aumento de la concentracion plasmatica de cortisol se ha usado como
un indicador del estado del estrés en los animales. En porcino se ha constatado su aumento en

animales sometidos a diferentes situaciones estresantes (Turner y cols., 2002).

Normalmente el cortisol se mide en sangre, en suero o en plasma, y en menor medida en
orina y heces. La deteccién de cortisol en dichos fluidos organicos acarrea sus problemas. La
obtencion de una muestra de sangre es un procedimiento que requiere la restriccién del animal,
lo que a su vez provoca estrés, al activarse el eje HPA (Nyberg et al, 1988). También implica
otras limitaciones relacionadas con el uso del catéter venoso. La insercién del catéter es una
técnica que requiere cierta especializacion y es dificil que el catéter mantenga su funcionalidad
por un periodo de tiempo largo, limitando su uso a un reducido nimero de animales y para un
limitado tiempo. Ademas de los problemas relativos a la obtencion de muestras, la medicion de
cortisol en sangre tiene sus limitaciones fisioldgicas relacionadas con la saturacion de la
proteina que liga al cortisol (Brien., 1980). En cuanto a la orina, la recogida de muestras es
dificil, requiriendo dispositivos especiales, lo que también limita su uso a un niimero reducido
de animales. Ademas, los niveles de cortisol en orina dependen del volumen de orina (Cook y
cols., 1997). Lo mismo se puede decir con relacion al uso de heces para medir el nivel de
cortisol. Como alternativa, se estd usando cada vez mas la saliva. Las limitaciones en la toma de
muestras y la “validez biolégica” se pueden superar en gran medida mediante la medicién de
cortisol en saliva. Este procedimiento de muestreo es relativamente facil de realizar, no exige la
retencion del animal y se puede lograr en condiciones que son incompatibles con la toma de
sangre y orina, por ejemplo durante el transporte. El cortisol pasa de inmediato de la sangre a la
saliva en difusién pasiva, la concentracion es independiente del flujo de filtracion y es un reflejo
del cortisol libre en sangre (Riad-Fahmy y cols., 1982; Cooper y cols., 1989; Cook y cols, 1996).

Se ha demostrado en porcino que el nivel de cortisol en saliva es un buen indicador del cortisol
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libre en plasma (Cooper y cols, 1989; Cook y cols, 1996). Por lo tanto, medir el nivel de cortisol

en saliva es informativo del estrés que sufre un animal.

Referido a la duracion del proceso de inseminacion, el estrés que se puede crear es del
tipo agudo. Evaluar el nivel de cortisol es un buen indicador del estrés agudo, y se ha
demostrado que cuando se induce una situacion de estrés los niveles de cortisol se incrementan
inmediatamente desde el inicio del estrés, alcanzando niveles maximo dentro de los primeros
15 min (Farmer y cols, 1991). En cuanto a si el proceso de inseminacién causa o no estrés en la
cerda, es todavia tema de discusién. En el tinico estudio realizado hasta la fecha se demuestra
que la inseminacion, convencional o IIU, no genera mas estrés que la monta natual (Norrby y
cols.,, 2007), estrés que, ademas, podria estar mas asociado al estimulo generado por la
presencia del verraco, ya que las inseminaciones se realizaron en presencia del verraco, que al

hecho en si de la inseminacion.

Los objetivos del presente estudio van orientados a aportar informacién de si las
inseminaciones, independientemente del procedimiento empleado para ello, crean estrés en las
cerdas, y llegado el momento que asi sea si dicho estrés, siempre en términos de cortisol en
saliva, es mayor que el ocasionado por otras situaciones fisiol6gicas como podrian ser el destete
o el propio estro. También se pretende evaluar la posible relacién entre los niveles de cortisol
en saliva, valorados durante la inseminacion, y la posterior fertilidad de las cerdas inseminadas.
Al respecto, no existen todavia estudios sobre dicha relacién. En un estudio donde se induce la
produccién de cortisol mediante la administracion de ACTH por 48h durante el periodo
preestral, se observé que dicha produccién afecté negativamente el crecimiento folicular, la

ovulacion y que alargé la duracién del estro (Einarson y cols, 2007).
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2.1. ANTECENDENTES HISTORICOS Y ESTADO ACTUAL DE LA PRODUCCION
PORCINA

El cerdo domesticado tiene su origen en el cerdo salvaje euroasiatico (sus scrofa), y ha
sido parte de la historia de la humanidad desde practicamente los comienzos de la misma. Los
registros arqueoldgicos indican que la domesticacién empezd por primera vez en el suroeste de
Asia unos 9000 afios antes de hoy, difundiéndose desde aqui, unos 6000-7000 afios antes de
hoy, al sureste del Europa (Porter, 1993). Con la domesticacion, el cerdo se someti6 a la
seleccion genética realizada por sus criadores y las razas fueron cambiando de acuerdo a los
cruces que se hicieron eligiendo los caracteres elegidos por el hombre (Darwin, 1859). Con el
paso de los siglos, los cerdos se hicieron parte de la vida cotidiana de la poblacién, manejandose
en un principio alrededor de las viviendas en grupos grandes hasta que llegaron los primeras
instalaciones de manejo intensivo en la década de los 60 (Daelemans, 1984).

La intensidad en el manejo y la producciéon han crecido mucho, desde las primeras
instalaciones intensivas hasta nuestros dias. El cerdo sigue siendo el principal productor de
carne mundial y en el afio 2009 la produccién de carne porcina fue 106. 069 x 10° toneladas de

carne, FAOSTAT, 2009. (http://faostat.fac.org/). Una parte importante de este resultado es

producto de un manejo intensivo del cerdo. A pesar de la existencia de un gran niimero de
fenotipos, el cerdo de hoy tiene el fondo genético muy parecido al de sus antecedentes, lo que
significa que la adaptacién de la vida libre a las instalaciones del manejo intensivo es un cambio
muy drastico. En las condiciones del manejo intensivo actual los animales no pueden desarrollar
determinados comportamientos y/o actitudes habituales en la vida en libertad. El manejo
intensivo tiene como objetivo la maxima produccién y no mantener las condiciones naturales y
fisiologicas que el animal tenia en la vida libre. La aplicacién de técnicas de manejo intensivo
puede afectar al bienestar animal asi como a los parametros reproductivos debido a la presion

del estrés que se ejerce sobre los animales (Blokhuis y cols., 1998).
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2.2 PAPEL DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL EN LOS SISTEMAS ACTUALES
DE PRODUCCION PORCINA

2.2.1. La Inseminacion Artificial y su importancia en la especie porcina.

Una de las biotecnologias mas antiguas usada en las granjas de porcino es la
Inseminacion Artificial (IA). Este método que se aplico por primera vez por Ivanov en los afios
1900 (Foote, 2002), es hoy en dia una de las técnicas mas usadas en las granjas a nivel
comercial, esto es debido a una de sus ventajas principales que es la aceleracion del
mejoramiento genético. Esto se alcanza con la transferencia del potencial genético de los
mejores machos a un gran niumero de hembras, aumentando el diferencial de selecciéon (Roca y

cols., 2006).

El la especie porcina la aplicacién comercial de la IA empez6 en el afio 1980, siendo
ahora una técnica rutinaria. A finales del afio 1990, el 50 % de las cerdas a nivel mundial se
inseminaron con IA, técnica que ha venido creciendo en todo el mundo. En algunos paises
europeos como: Italia, Noruega, Holanda, Espafia y Bélgica casi en el 80% de las granja se usa

esta técnica (Weitze, 2000).

Hoy en dia 25 millones de 1A se registran en todo el mundo y 99% de estos se hace con
inseminacion artificial convencional (IIC), utilizando semen diluido en estado liquido,
conservado a temperaturas de entre 15-20 °C durante alrededor de 3 dias. La IIC consiste en la
deposicion del semen en la parte posterior del cérvix con un catéter que se fija en los pliegues
del cérvix imitando la monta natural, (ver Figura 1), esta técnica se establecida por primera vez
por Melrose y O’'Hagen, se sigue usando en todo el mundo (Roca y cols., 2006). Este protocolo
incluye una cantidad grande de espermatozoides por dosis (3 x 109 espermatozoides por dosis
de inseminacion) en un volumen de inseminacién de unos 80-100 ml de semen diluido,
(Johnson y cols., 2000). Esta técnica tiene resultados de 80-90% de fertilidad con un nimero de
partos y tamafio de camada igual o mas grande que la monta natural. El 1% que queda de las
inseminaciones, se hace con el semen criopreservado en cuyo caso la dosis de inseminacion es
de 5-6 x 109 espermatozoides. A pesar del mayor nimero de espermatozoides criopreservados
por dosis, la fertilidad es mas baja que la que se obtiene con el semen fresco, esta realidad hace
que el uso de semen descongelado tenga actualmente un uso reducido a nivel de granja. El uso
generalizado de la IIC con el semen fresco es debido que es una técnica simple y facil de aplicar,
es barata, tiene una fertilidad alta y se ha usado en la reproducciéon porcina con éxito por

muchos afos.
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Figura 1. Inseminacidn Convencional (IIC), tomado de Roca y cols. (2006)

2.2.2. Nuevas técnicas de inseminacion.

En los tiempos recientes y gracias a los numerosos avances realizados en el campo de la
biotecnologia de la reproduccién porcina se encuentran disponibles nuevas técnicas de
reproduccidn asistida que resultan de gran interés en ganado porcino. Estas técnicas como son:
la criopreservacién de espermatozoides, la separacién de espermatozoides por citometria de
flujo para preseleccionar el sexo de la descendencia, la creaciéon de animales transgénicos
mediante transferencia genética mediada por espermatozoides asi como el uso de,
espermatozoides encapsulados y semen liofilizado requieren la utilizaciéon de procedimientos
de inseminacién que aseguren una alta fertilidad con un numero bajo de espermatozoides por

dosis.

Hoy en dia se sabe que en la inseminacién convencional el 90% de la dosis de semen se
pierde en el camino hacia istmo del oviducto de la cerda. La primera barrera es el cérvix donde
el 40% de semen se pierde por el reflujo del cérvix y la otra barrera es el ambiente uterino
donde se genera una respuesta inmunitaria y se pierde 60% de dosis seminal. A pesar de los

3000 millones de espermatozoides que lleva la dosis, solo alrededor de 1-1.5 x 103
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espermatozoides llegan al reservorio de semen en el istmo oviductal (Steverink y cols., 1998;

Woelders y Matthijs., 2001; Eriksson y cols., 2002).

La necesidad de adaptarse a las nuevas biotecnologias reproductivas, con la intencion de
obtener una tasa de fertilidad y tamafio de camada grande usando un ndmero bajo de
espermatozoides por dosis ha determinado el desarrollo de nuevas técnicas de inseminacion.
Estas nuevas técnicas son tres: la inseminacion post cervical (IIU), la inseminacién intrauterina

profunda (DUI) y la inseminacidn laparoscépica (LAP).

La IIU, se realiza con un conjunto catéter-sonda de 15-20 cm que sirve para depositar el
semen en el cuerpo del tutero (ver Figura 2). En este tipo de inseminacion el objetivo es pasar el
cérvix para evitar la pérdida de semen por el reflujo cervical. En esta inseminacién se suelen
usar 1.5 x 109 de espermatozoides por dosis de semen, es decir la mitad de semen que se usa en
la inseminacion convencional (Watson y Behan, 2002). En un estudio hecho por Roberts y Bilkei
(2005) se registro una tasa de fertilidad de 87.8% con dosis de semen que llevaban una
cantidad de 1 x 10% espermatozoides. Esta técnica tiene buenos resultados y se puede usar con
el semen fresco y/o en combinacion, en el futuro, con las nuevas técnicas de la reproduccion

asistida (Rocay cols., 2006).

Figura 2. Inseminacién Post Cervical, tomado de Roca y cols. (2006).

La DUI, se lleva a cabo con un conjunto de catéter y una sonda fina flexible que sirve para
depositar el semen en el tercio distal del cuerno uterino (ver Figura 3). En la DUI se pasa la

barrera cervical y una parte del Utero dejando un niimero suficiente de espermatozoides en la
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profundidad del cuerno uterino de tal forma que pueden pasar la unién ttero-tubarica. En este
tipo de inseminacion son suficientes 6 x 108 espermatozoides por dosis de semen frescoy 1 x
109 espermatozoides por dosis de semen congelado (Vazquez y cols., 2006; Roca y cols., 2006;
Martinez y cols., 2005) para la obtencidn de unos 6ptimos resultados. Esta técnica se puede usar
con el semen criopreservado, semen sexado y semen modificado genéticamente (Roca y cols.,

2006).

Figura 3. Inseminacién intrauterina- Profunda, tomado de Roca y cols. (2006)

La inseminacién laparoscdpica, se hace con un procedimiento de cirugia minimamente
invasiva. Teniendo en cuenta las barreras fisioldgicas en el transporte de los espermatozoides,
en esta técnica se evitan la mayor parte de estas barreras ya que el semen se deposita
directamente en el oviducto (ver figura 4) permitiendo asi bajar mucho el nimero de
espermatozoides que son necesarios para una inseminacion exitosa. En este técnica el nimero
necesario de espermatozoides por dosis se puede bajar hasta 0.3 x 10 6 espermatozoides de
semen sexado para cada oviducto (Vazquez y cols., 2008). La aplicacién de esta técnica, aunque
todavia se encuentra en fase experimental, podria resultar rentable en combinacién con semen
sexado, semen congelado y con otros procedimientos en los cuales disponemos de nimero de
espermatozoides reducido que ademas pueden tener limitada su funcionalidad (Roca y cols.,,
20006).

10
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Figura 4. Inseminacidn por Laparoscopia, tomado de Roca y cols. (2006)

Todos estos nuevos procedimientos de inseminacion son técnicas que requieren gente
especializada y suponen un mayor invasion hacia al interior del tracto genital de la hembra
(Rocay cols., 2006). Este hecho ha determinado el planteamiento, por parte de algunos autores,
de dudas sobre el grado de trauma que se produce con estas técnicas a la mucosa uterina
(Bathgate y cols., 2005). Esto logicamente, estd relacionado con cuestiones sobre el grado de
estrés que se les produce a los animales con estas técnicas, siendo este tema importante sobre

todo con la importancia que esta ocupando el bienestar en la reproduccién porcina.

2.3. BIENESTAR ANIMAL Y EL ESTRES

2.3.1. El bienestar animal

Como bienestar animal entendemos el animal en un estado fisico, mental y de salud
optimo, en armonia con su ambiente (Hughes, 1976). Entre las muchas definiciones que existen
sobre el bienestar animal, la definicién mas frecuente es del afio 1996 hecha por Broom que
define el bienestar animal como el estado del animal que esta intentando hacer frente a su
ambiente. En realidad el bienestar animal es un concepto mucho mas amplio, siendo un término
que expresa la preocupacién de la sociedad sobre el como se encuentra un animal, un término
que se introdujo por los criticos de la sociedad y los filésofos, en definitiva es un término

complejo que tiene dimensiones cientificas y éticas (Fraser, 1995).

Todas las definiciones que se han dado sobre el bienestar animal coinciden en tres

grandes direcciones. La primera es la escuela de “la vida natural” que se refiere a las condiciones

11
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de vida que le permiten al animal expresar su comportamiento natural y sus capacidades
genéticas (Singer, 1975). La segunda es la escuela del “funcionamiento biolégico” que se refiere
al buen funcionamiento de los sistemas biolégicos del animal como la base del bienestar
(Taylor, 1972). La tercera es la escuela de los “sentimientos” que hace referencia a las
emociones subjetivas y a la falta de emociones desagradables como el principal causante de un

bienestar animal (Fraser, 2008).

(Como podemos evaluar el bienestar animal?. En respuesta a esta pregunta el bienestar
animal lo podemos evaluar en dos direcciones principales que son, los cambios del
comportamiento y los cambios fisiolégicos. Para hacer una evaluaciéon previa del
comportamiento es necesario saber el comportamiento normal que expresa un animal, estos
cambios del comportamiento son importantes en la evaluacion del bienestar animal, y reflejan
una modificacion de ese estado de bienestar en menos tiempo que los cambios fisioldgicos. En
los cambios del comportamiento se incluyen; el nivel de la actividad, la postura, escala del
movimiento, escala del suefio y digestion, vocalizacion y la agresividad. Las alteraciones de estos
comportamientos son tipicos en el estrés crénico. (Broom, 1996; Keeling y Jensen, 2002;

Squires, 2003).

Entre los cambios fisioloégicos se incluyen la activacion del eje HPA (Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal) y la produccién de su producto final el cortisol y la activacion del sistema
nervioso simpatico. El aumento del latido cardiaco y otros efectos fisioldgicos que se producen
con la activacion de estos dos sistemas son indicadores de un bienestar animal alterado

(Moberg, 1985; Mormede, 1995).

2.3.2. ;Qué es el estrés?

El estrés es un término dificil de definir con palabras sencillas, como consecuencia se le
han dado distintas definiciones que tienen en comun la definicién del estrés como trastorno de
la homeostasis. El fundador de este término en las ciencias biomedicinas, Hans Selye, defino el
estrés como “una reaccion inespecifica del organismo a cualquier demanda a la que se enfrenta”
(Selye, 1974). Otra de las definiciones dadas para el estrés es: “una incapacidad de los animales
para hacer frente a su ambiente” (Broom y Johnson, 1993). Mas recientemente, Morberg hace
referencia al estres como una respuesta biolégica generada cuando una animal percibe una
amenaza de su homeostasis (Morberg, 2000). Von Borell da otra definicién: “un amenaza que el

cuerpo necesita ajustar, es una mezcla de componentes de naturaleza, fisiolégica, fisica y

12
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interoceptiva” (Borell, 2001). Actualmente con el estrés se hace referencia al estado fisiolégico,
de comportamiento y psicolégico que se expresa en el animal cuando éste se enfrenta, a una

situacion potencialmente amenazante (Terlouw, 2005).

El término “estrés” se utiliza mucho hoy en dia y forma parte del lenguaje de la vida
cotidiana de tal manera que a primera vista parece que no haya necesidad de definicion. Esta
descrito que cuando un término de la ciencia base se usa abundantemente en la sociedad existe
la posibilidad de su simplificacién y alteracion ocultando su origen y siendo un fuente de
confusién (Selye, 1976). Asi el termino estrés, actualmente, es un concepto cientifico que ha sido

aceptado y ha pasado a ser demasiado conocido pero poco comprendido.

Hans Selye realiz6 un trabajo experimental sobre las hormonas femeninas. Parte de su
experimento era la administracién de varias substancias a ratas de laboratorio. Evaluando sus
experimentos, Selye vio tres cambios inesperados que consistian una triada de cambios
morfologicos desconocidos, (ulcera gastro-intestinal, hipertrofia adrenal y atrofia timo-
linfatica), conocida como “la triada morfolégica del estrés” y que fueron cambios inespecificos
en todas las ratas independientemente del tipo de sustancia y del tipo de manipulacién sufrido
por los animales. Este autor realizo comprobaciones en otras especies y los cambios eran igual

de inespecificos.

Para nombrar este fendémeno Selye relacion6 estos hallazgos con el “sindrome del
enfermo” estudiado en sus tiempos de estudiante de medicina. Este sindrome agrupa los
sintomas generales que expresan pacientes que sufren distintas patologias y en base a este
nombro la reaccién inespecifica del organismo contra un agente indeseable encontrada en sus
experiencias como el “Sindrome General de Adaptaciéon” (SGD) dividiendo este reaccidn en tres
fases: fase de alarma, fase de resistencia y la tercera y ultima fase que es la fase de agotamiento
(Selye, 1936; Viner, 1999). Después de publicar este estudio en el ano 1936, Selye siguio
buscando un nombre para el agente que causaba este reaccion inespecifica, después de muchos
esfuerzos decidi6 aplicar el término “estrés” utilizado en las ciencias fisicas e ingenieria (Szabo,
1985), haciendo que este término sea uno de los mas citados en la literatura de biomedicina con

mas de 210.000 citaciones a partir del 1970 (Michel, 2007).

El estudio no empez6 ni término con el uso de este término, el estudio del estrés data de
mucho tiempo antes. Claude Bernard (1813-1878) fue el primero que definia el cuerpo como
una matriz de fluido y explico en su tiempo los esfuerzos que hace el cuerpo para guardar la
estabilidad de su ambiente interno frente a los desafios del medioambiente (Gross, 2008). El

segundo en la linea de Bernard, fue Cannon (1878-1945) el pionero de la palabra homeostasis
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en biomedicina, y que explico el papel del sistema o del eje simpatoadrenal (SA) en la respuesta
inmediata al estrés. La reacciéon inmediata del organismo contra las fuerzas que perturban su
homeostasis, la liberacién de catecolaminas en el corriente sanguineo, preparando el organismo
para la respuesta de “lucha y huida” dando importancia al sistema simpatoadrenal, a la medula
adrenal y a las catecolaminas en la reaccion inespecifica del organismo contra los desafios que
se le hacen a su homeostasis (Cannon, 1932; 1935) y el tercero fue Selye (1907-1982),
anteriormente nombrado, que explico el papel de Sistema Hipotadlamo-Hipo6fisoadrenal (HPA) y
el “sindroma de adaptacién general” que ademas del concepto de estrés introdujo otros nuevos

términos como, glucocorticoides y mineralcorticoides (Szabo, 1985).

2.3.2.1. La respuesta fisiolégica al estrés. Importancia del eje Hipotdlamo-Pituitario-
Adrenal (HPA).

Los factores estresantes pueden ser de naturaleza fisica, fisiolégica o psicolégica o una
combinacidn de estos tres factores (von Borell, 2001). El Sistema Nervioso Central (SNC) evalua
todos los estimulos que percibe para detectar situaciones en las que una amenaza relevante esta
ocurriendo, si se identifica una amenaza el hipotadlamo inicia una respuesta aguda (Moberg,
1985). La comprension basica de la naturaleza del estrés no ha cambiado desde los dias de
Cannon y Selye, y actualmente se considera que tiene un caracter multifactorial y relativamente
no especifico con consecuencias fisiolégicas y del comportamiento, que se producen

principalmente por dos vias: neurovegetativa y neuroendocrina (Moberg, 1985).

En la respuesta neurovegetativa o simpatoadrenal, estan involucrados el sistema
nervioso simpdatico (SNS) y las glandulas adrenales. El sistema simpatoadrenal se activa en
pocos segundo, preparando el animal para la repuesta “lucha y huida” e incluye una serie de
eventos fisiolégicos a corto plazo (Cannon, 1929). La respuesta SA llega a los tejidos diana a
través del sistema nervioso. En el caso concreto de la medula adrenal las fimbrias
preganlionicas estimulan directamente la medula de las glandulas adrenales para liberar

adrenalina y noradrenalina en la circulacién periférica (Goldstein, 1987).

El aumento de adrenalina y noradrenalina resulta en la movilizacién de energia corporal
almacenada para afrontar las exigencias de la situaciéon de estrés a las que se enfrenta el
organismo. Otros efectos que tienen estas substancias son: el aumento del latido cardiaco,
dilatacion del arbol bronquial, dilatacién de la pupila y la redistribucion de sangre del sistema
gastrointestinal y rifiones hacia los musculos del esqueleto y el musculo cardiaco, 6rganos que

mas lo necesitan, (Undelsman y Goldbrook, 1994). Hay pocos estudios que hayan evaluado el
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nivel de catecolaminas en sangre, debido a su alta variabilidad, a la dificultad de medir su
concentracion en plasma y porque el tiempo de liberacién y eliminacién es muy rapido (Minton,

1994; Sapolsky y cols, 2000).

Otra respuesta siempre presente ante un estimulo estresante es la activacion del eje
Hipotalamo-Pituitario Adrenal (eje HPA), con su producto final los glucocorticoides (cortisol),
que se activa en situaciones de estrés como una herramienta para reponer los parametros
fisioldgicos a un estado normal y para adaptar el organismo a la situacién en la que se encuentra
(Minton, 1994). Este eje HPA se activa en condiciones de estrés agudo junto con el sistema SA 'y
si el estrés sigue por un tiempo largo, pasando de un estrés agudo a un estrés croénico, el eje

HPA sique siendo activo y dirige todos cambios que se provocan por este tipo de estrés.

El estrés crénico es la continuacién del estrés agudo. La exposicion al estrés agudo
normalmente provoca la activacién de eje HPA y el aumento del nivel de los glucocorticoides
inmediatamente después, niveles que bajan a valores normales aproximadamente 15 minutos
después, (Farmer y cols., 1991). Este fendmeno se llama respuesta adaptativa debido al rapido
retorno a los niveles normales, pero si el estrés persiste mas de algunos dias entramos en un
estrés de tipo croénico, al que pueden acompafar una serie de patologias como el desgaste
muscular, la aparicion de ulceras gastricas, la supresiéon del crecimiento, del sistema
inmunitario y de las funciones reproductivas (Sapolsky, 1992). Ademas, en una situacién de
estrés, los glucocorticoides preparan el cuerpo para afrontar el estrés estimulando
determinadas reacciones de comportamiento y la movilizacién de energia en forma de glucosa
disponible, en este tiempo los eventos fisiolégicos que no son imprescindibles para la

supervivencia, como el crecimiento y la reproduccion, se inhiben (Munck y cols., 1984).

Para tener un conocimiento mas amplio de los mecanismos con los cuales el organismo
reacciona en situaciones de estrés es importante conocer el funcionamiento del eje HPA
mencionado anteriormente, como una de las dos vias principales que el sistema nervioso

central usa para afrontar las situaciones de estrés.

El nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN) recibe numerosos estimulos de otros
nucleos hipotalamicos (estos estimulos llevan sefiales metabdlicos y de intervalos dia-noche),
desde.el tronco del encéfalo (en relaciéon con estimulos neuronales de la periferia), desde el
organo subfornical (que controla la composicién del plasma sanguineo) y del sistema limbico
(que genera las sefiales relacionadas con el estado emocional). Esta multiplicidad de sefiales
convergentes al PVN, explica la sensibilidad del eje HPA a una amplia gama de estimulos, tanto

de origen interno como externo. En situaciones de estrés el nucleo paraventricular del

15



REVISION BIBLIOGRAFICA

hipotalamo le da inicio la activacion del eje HPA. Este eje consiste en tres elementos que son: el
hipotdlamo, la parte anterior de la hip6fisis y la parte cortical de las glandulas adrenales y su
principal funcién es el aporte eficiente de energia y mantenimiento de la presién hidrostatica.

(Dallman y cols., 1987; Manteuffel, 2002).

En situaciones de estrés el sistema limbico alerta al PVN que libera la Hormona
Liberadora de Corticotropina (Corticotropin Releasing Factor; CRH) y Lisina-Vasopresina (LPV).
La CRH y LPV estimulan la parte anterior de la hipéfisis que libera la Hormona Adreno-
Corticotropa o ACTH (Antony, 1993; Jenssen y cols., 1995b). En cerdos la CRH y la LPV tienen
un efecto sinérgico, aunque la CRH tiene un mayor efecto estimulador para ACTH que la LPV
(Minton, 1994). La CRH pasa del sistema portal sanguineo a la parte anterior de la hipéfisis
donde estimula la secrecién de ACTH, que una vez en el torrente sanguineo tiene como principal
organo diana la zona reticulada de la glandula adrenal donde estimula la produccién de los
glucocorticoides (por ejemplo el cortisol). El cortisol puede inhibir o estimular el eje HPA

dependiendo del lugar del sistema limbico donde actue (ver Figura. 5).

El cortisol, como otra parte de las hormonas esteroideas, ejerce su efecto a través
receptores intracelulares, mas precisamente en el nticleo de la célula controlando la expresién
de distintos genes y la sintesis de distintos productos pepitidicos. Los glucocorticoides se unen
con los receptores mineralocorticoides (RM) y glucocorticoides (RG), localizados en varios
tejidos, incluso algunas aéreas del hipotdlamo donde controlan el nivel de cortisol en
circulacién. En condiciones normales son los receptores de mineralocorticoides los que
balancean el nivel de cortisol en circulacién, y en condiciones de produccién excesiva de
cortisol, son los receptores de glucocorticoides los que se ocupan de la recuperacion del nivel
normal de cortisol (el efecto de retroalimentaciéon negativa). La activacion por un tiempo largo
(un estrés croénico) de estos receptores puede producir una alteraciéon del funcionamiento
RG/RM que puede tener como consecuencia desordenes organicos durante una reaccién de
estrés (Van Praagy cols., 2004). Como se ha sefialado anteriormente la exposicion al cortisol por
un tiempo largo tiene consecuencias negativas sobre el organismo como: atrofia muscular,
insuficiencia en crecimiento, hipertension arterial, inmunosupresion, etc (Munck y cols., 1984).
Este hecho determina la importancia no solo de la activacién sino también de la autorregulacién
del eje HPA y sobretodo de la retroalimentacidn negativa. El cortisol juegan un papel importante
en la retroalimentacién negativa sobre el eje HPA, ejerciendo el efecto de retroalimentacién
negativa a nivel de la parte anterior de la hipoéfisis, hipotdlamo y las estructuras
suprahipotaldmica como hipocampos y amigdala cerebral para controlar la actividad del eje

HPA.
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La produccién de las hormonas del eje HPA sigue, en condiciones normales, un ciclo
circadiano, con niveles altos de cortisol y ACTH por la mafiana y niveles bajos de los mismos por
la tarde. Este es un ciclo que se establece durante la semana 20 de edad en cerdos en
condiciones normales, sin embargo durante condiciones de estrés y dependiendo de las
caracteristicas del estrés este ritmo se altera. Debido la organizacion del eje HPA la liberacién de
cortisol es un proceso gradual y el tiempo de reacciéon depende de la severidad del agente
estresante. En situaciones de estrés agudo el eje HPA dependiendo de las caracteristicas del
estrés reacciona con velocidad. En cerdos se ha visto que durante el estrés agudo provocado con
el freno nasal el nivel de cortisol es detectable dentro de los 15 minutos siguientes al inicio del
estimulo (Parrot y Lloyd, 1995). Lo mismo se ve durante otros procedimientos dolorosos como
son, la castracion, corte de los dientes y amputacion de la cola en lechones (Prunier y cols.,
2005). Parecida es la reaccién durante el estrés agudo en vacas donde durante las pruebas de

aislamiento y fijacion, el nivel de cortisol llega un maximo (Herskin y cosl., 2004).

Durante las situaciones de estrés cronico el eje HPA no es permanente activado por el
efecto de la retroalimentaciéon negativa que ejerce el cortisol durante este tiempo. Esto se
determina en general por la fuerza y las caracteristicas de agente estresante. (Jensen y cols.,
1996a). De eso se ha visto que durante un estrés créonico este ritmo se perturba. En un estudio
se vio que cuando las cerdas se trasladaron de los parques y fueron estabuladas en jaulas
durante 20 semanas el ritmo circadiano cambio su patrén normal. El nivel de cortisol se vio que
era alto no solo por la mafnana sino que también se notaba un aumento por la tarde y el patrén
de cortisol tuvo una aparicién planada (Janssens y cols., 1995a). En otras situaciones de estrés
cronico se ha visto que el eje reacciona en otro modo. Asi en un experimento donde a las cerdas
se las someti6 a un tratamiento de estrés cronico se vio que en el grupo donde las cerdas sufrian
un estrés en la hora de inyectar ACTH las cerdas tenian un nivel mas alto de cortisol comparado

con el grupo de control (Janssens y cols., 1994).
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Figura 5. El funcionamiento del eje HPA, adaptado de Kranendonk (2006)

2.3.3. Bienestar animal y estrés.

El estrés y el bienestar animal comparten muchas cosas, los dos conceptos se han
descrito en términos de la respuesta fisioldgica y de comportamiento y las dos respuestas tienen
muchas cosas semejantes. Las dos situaciones, el estrés y el bienestar animal son opuestas y se
expresa uno o otro dependiendo del estado mental del animal y de como este percibe y evalia

las situaciones (Veissier y Boissy, 2006).

La sociedad actual es cada vez mas sensible y esta mas preocupada por el bienestar
animal. En el caso concreto de la especie porcina las preocupaciones estan relacionadas con las
condiciones de manejo de los animales, si son restringidas y dificiles, si sufren dolor durante la
castracién o amputacion de la cola o durante otros procedimientos utilizados en las
explotaciones. En el proyecto planteado por Velarde y Dalmau. (2010), se plantea un esquema
de evaluacién del bienestar de los animales en distintas instalaciones donde se encuentran. A
partir de alli, la informacién pasa al consumidor, donde se informa sobre los estandartes del
bienestar animal que tiene cada instalacién, donde proceden los productos que el compra

(Figura 6).
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Ante estas preocupaciones la Comision Europea ha incluido en la legislaciéon de
bienestar animal unas normas minimas de bienestar en la produccién porcina. Estas normas

estan descritas en la directiva 2008/120/EC.(http://eur-lex.europa.eu/), que describe la legislaciéon

existente en el bienestar del porcino. En esta directiva estan incluidos aspectos relacionados con
el espacio libre que deben tener los animales, con los materiales utilizados en las instalaciones,
con el manejo de los animales, con el acceso a la comida y al agua de los animales, con el tipo de
alimento que deben recibir los animales segin el periodo en el que se encuentren, con los
estimulos ruidosos o luminicos que sufren los animales y con las manipulaciones sufridas por

los mismos ya sea con fines terapéuticos y/o diagndsticos.

Productor
AIOJamlento Gestion Estrategias de
mejora
Animal Consumidor
Sistema de evaluar el bienestar Informacion Producto

Figura 6. Esquema del sistema de la evaluacion del bienestar animal, adaptado de (Velarde y
Dalmau, 2010).

También se debe prestar atencidn a los aspectos relacionados con los operarios que
estdn empleados en una granja. El papel del operario trabaja con los animales es fundamental
para el bienestar animal y parala productividad de la explotacién, aunque esto de forma
general harecibido poca atencién en las instalaciones ganaderas. El siguiente estudio
demostrado que el papel y el impacto que el operario tiene en los animales no tienen que ser
subestimado. De esto se desprende que los operarios que trabajan en las instalaciones de los
animales tienen que tener la experiencia, el conocimiento y la conciencia adecuada para cada
procedimiento que esta relacionado con el animal en si, con instalaciones y/o con el manejo Se
ha demostrado que un mal manejo tiene consecuencias negativas serias en el bienestar de los

animales y en la productividad de las granjas. Seria deseable, por tanto, que en el futuro tanto
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los ganaderos como la sociedad en general le dieran mas importancia a este tema, asegurando la

competencia de los operarios que trabajan con animales (Coleman y cols, 2000).

2.4. EFECTO DEL ESTRES SOBRE LA REPRODUCCION

2.4.1. Eventos endocrinos sobre la reproduccion

La reproduccién en las hembras estd controlada por una serie de hormonas que
interactian entre el cerebro, la parte anterior de la hipdfisis y los ovarios. Este sistema se
conoce como el eje Hipotalamo-Hipdfisis-Ovario. El hipotalamo secreta la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH), concretamente en la especie porcina las neuronas secretoras de esta
hormona estan localizados en el area predptica media (Kineman y cols., 1988). En este punto la
GnRH se libera de modo pulsatil en el sistema portal de la hipéfisis, estimulando la parte
anterior de la misma para secretar la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo
estimulante (FSH). FSH y LH pasan a la circulacién sistémica y llegan a su destino que son los
ovarios, donde tienen como funcién la estimulacién de las células germinales, provocar la
ovulacion y la produccion de hormonas del ovario que son progesterona, estrogenos e incluso

los esteroides sexuales y la inhibina (Kraeling y Barg, 1990).

El éxito de la reproduccion de una cerda depende del funcionamiento del eje
Hipotalamo-Hipéfisis-Ovario que tiene que estar sincronizado con los eventos fisioldgicos y del
comportamiento. Como eventos fisioldgicos y de comportamiento se entiende el ciclo estral de
la cerda, que en la especie porcina tiene una duracién de alrededor de 21 dias (Hughes, 1982).
La mayor parte del ciclo estd dominada por la fase lateal donde domina la produccién de
progesterona y de estrogenos que ejercen un efecto de retroalimentacién negativa sobre
hipotalamo - hipofisis. La otra etapa comprendida dentro del ciclo estral de la cerda es la fase
folicular que se caracteriza por la predominancia de los estrogenos que ejercen al principio un
efecto de retroalimentacién negativa y al fin de la fase folicular se transforma en
retroalimentacién positiva. El nivel alto de estrégenos induce los signos del celo, que se

contindan con la secrecién del LH y FSH que inducen la ovulacién (Zeleznic y Hilller, 1996).

El estro y la ovulaciéon ocurren en un tiempo idéneo donde ocurre la monta de las
hembras, por parte de los machos, y que es un tiempo O6ptimo para la fertilizacion. La
interrupcién de cualquier de estos eventos del ciclo estral o la interrupciéon del tiempo en el que

ocurren afecta a la reproduccion.
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2.4.2.La ACTH exégenay la reproduccion

La ACTH se ha usado en varios estudios en cerdos con la intenciéon de estimular la
actividad del eje HPA y aumentar el nivel de cortisol. Los efectos del tratamiento fueron

parecidos a un tratamiento con glucocorticoides.

Las evidencias que hay en cerdos son que la ACTH, probablemente su efecto lo ejerce
con la mediacién de la glandula adrenal y cortisol, esto lo demuestran experimentos donde en
los animales ovario o adreno-ectomizadas el flujo del LH se bloqueaba solo en presencia de las
glandulas adrenales intactas (Fonda y cols., 1984). Esto lo demuestran también los estudios
hechos invitro donde se ha visto que la capacidad de las células del hipofisis de producir LH
estimulada con GnRH se reduce con la presencia de cortisol y no cuando se cultivaban con ACTH
(Li, 1987). La ACTH se ha visto que influye en muchos parametros reproductivos, atrasando o
bloqueando la ovulacién (Liptrap, 1973) y atrasando o bloqueando la ola preovulatoria del LH
(Hennessy y Williamson, 1983). En el estudio hecho por Einarsson y cols. (2007) la inyeccién de

ACTH durante 48 h si vio un alargamiento del ciclo estral con 2.5 horas.

Emack y sus colaboradores. (2008), estudiaron el efecto de ACTH inoculada en lechones
que provenian de madres tratadas durante tres periodos de gestacién (dias, P1 21-50; P, 51-80;
P3; 81-110) después de inseminar con el Acetato de Hidrocortisona (HCA). Los lechones que
provenian de de este grupo de cerdas tenian un peso al nacimiento menor y la concentracion de
cortisol en los lechones tratados con ACTH fue mas bajo en los lechones que provenian del
grupo Pi y P3, muestreando que el aumento periférico de cortisol afecta los parametros de la

camada y la fisiologia de los lechones.

2.4.3. Estrés relacionado con la reproduccion

La existencia de interaccion entre el estro, la reproduccion y el estrés hace afios que se
sabe. El efecto del estrés en la reproducciéon depende de cuando ocurre, si ocurre en un tiempo
critico que seria relacionado con la fase del ciclo estral, de la predisposicion genética al estrés y
del tipo de estrés. El efecto del estrés depende también del tiempo que dura, sabiendose que el
estrés crénico afecta la reproduccion (Clarke, 1992; Tilbrook y cols., 2002; Turner y cols, 1999a)
y por tanto a la productividad de las explotaciones (Hennessy y Williamson, 1983). Este efecto

negativo del estrés sobre la reproduccién ha sido descrito en diferentes especies (bovino:
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Herskin y cols., 2004; ovino: Daley y cols., 1999; Equino: Berghold, 2007; humana: Tarin y cols.,

2010), incluida la especie porcina (Einarsson y cols., 2008).

El estrés puede ser de tipo, fisico, psicoldgico o fisioldgico y puede ser de dos formas:
agudo que dura segundos, minutos o pocas horas y crénico que dura dias, semanas o meses. En
la mayoria de estudios realizados en referencia al efecto del estrés sobre la reproduccion se
estudia el efecto del estrés crénico sobre los procesos reproductivos, y hay pocos estudios
hechos sobre el efecto del estrés agudo sobre la reproduccién. Sin embargo, una idea
generalizada a este respecto es que la cerda es vulnerable a los efectos del estrés agudo durante
una serie de eventos que acompaifian al estro y la ovulacién (Morberg, 1985b; Varley y

Stedman, 1994).

2.4.4. Estrés créonico y reproduccion.

Es evidente que el estres durante un largo tiempo afecta a la reproduccion, a pesar de
esto siempre hay individuos que son resistentes al estrés largo o crénico. En condiciones
productivas, hay distintas situaciones que someten a las cerdas a condiciones de estrés cronico
como, la densidad de animales (drea en m2/cerda), la interaccién del personal de trabajo con los
animales, el sistema de alojamiento (atadas, manejo en jaulas o corrales), y/o el ambiente social

(Varley y Stedman, 1994).

En este sentido se realizo un experimento con cerdas que se alojaron en dos condiciones
de densidad, alta densidad (1m2?/cerda) y baja densidad (3m2/cerda), por 21 dias. En este
experimento las cerdas en condiciones de densidad alta tenfan niveles mas altos de cortisol
comparado con las que estaban en condiciones de baja densidad. Estos niveles altos de cortisol
se reflejaron en los parametros reproductivos y el nimero de cerdas en estro y de cerdas
inseminadas fue menor en el grupo de animales alojado en alta densidad. En este experimento
se comprobd también que las cerdas que mostraron estro, asi como las inseminadas dentro del
grupo estabulado en alta densidad no se afectaron por la exposicién a este estrés mostrando

una resistencia individual a las condiciones de densidad (Hemsworth y cols., 1986b).

En otro estudio las cerdas se sometieron a dos tratamientos distintos, en el primer
tratamiento se realizé un “manejo no satisfactorio” que implica el movimiento en bloque 3 veces
a la semana en la semana 11 de edad, durante este periodo de tiempo otro grupo de cerdas fue
expuesto a un tratamiento “bueno” que incluye caricias ligeras del personal técnico. En las

medidas de cortisol que se hicieron en la semana 20, el nivel méas alto de cortisol era en el grupo
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del tratamiento no satisfactorio. Se noto la diferencia entre los dos grupos en los parametros de
reproduccidn, y un 33% de las cerdas del grupo “no satisfactorio” se diagnosticaron gestantes
mientras que en el grupo de tratamiento “bueno” quedaron gestantes un 88% de los animales.
Esto demuestra que un manejo inadecuado afecta a la reproduccidn, pero se nota que durante el
experimento el comportamiento de las cerdas del grupo “no satifactorio” durante la pubertad y
el estro era semejante con el grupo del tratamiento “bueno”. Los datos mostraron ademas que 3
animales incluidos en el grupo del tratamiento “no satifactorio” eran resistentes al nivel de

estrés crénico (Hemsworth y cols., 1986a).

En el estudio hecho por Soede y su colaboradores. (1997), donde se hizo la comparacion
del nivel de cortisol en las cerdas alojadas en jaulas individuales o en parque, observandose que
el nivel de cortisol era mas alto en cerdas alojadas en jaulas que en cerdas alojadas en parque, la
tasa de gestacién fue mas baja (65,9%) en los animales alojados en jaulas individuales
comparado con el obtenido en las cerdas alojadas en parque (85,7%). No hubo diferencia entre
los grupos respecto al comportamiento durante el estro y al tamafio de camada. También
relacionado con el tipo de alojamiento se ha visto que a pesar de que algunas cerdas eran
resistentes y no se afectaron por ser alojadas en jaulas individuales, en el 66% de ellas se noto
una duracidén del estro mas bajo (42+2h) comparado con el otro grupo que era (63 £2h) (Soede

y cols., 1997).

Recientemente, Lay y colaboradores (2008) hicieron un experimento en cerdas
prefiadas para evaluar el efecto del estrés inducido por la inyecciéon del ACTH y un tratamiento
que suprime el estado de confort en animal, del dia 42-77 de la prefiez en el desarrollo de los
lechones y la reaccién al destete. En los resultados se vio que los lechones que provenian del
grupo de las cerdas a las que se inyecto ACTH tenian niveles mas altos de cortisol y una
distancia ungid-genital mas pequefia comparado con el grupo control y con el grupo del
tratamiento que suprime el estado de confort en animal El grupo con tratamiento “insatisfecho”
tenian valores intermedios, los dos tratamientos usados en este experimento no tuvierdn efecto

sobre el crecimiento o el sistema inmunitario de los lechones.

En un estudio hecho con conejillos de india donde las madres le sometieron a un estrés
cronico en la segunda parte de la gestacion hasta el destete de los gazapos, para ver qué
consecuencias hay en los lechones, durante el experimento se vio que las madres tenfan valores
altos de cortisol comparado con el grupo control. En los gazapos se vio que los machos eran mas
vulnerables a este tratamiento presentando un peso corporal bajo y dificultades locomotoras.
En las hembras estos efectos no se notaron, pesar de esto en los machos asi que en la hembras

se noto un aumento del nivel basal cortisol en saliva (Emack y cols., 2008).
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2.4.5. Estrés agudo y reproduccion

Hasta el momento se han hechos pocos intentos para evaluar el impacto del estrés agudo
en la reproduccion del cerdo. No hay evidencias claras de como el estrés agudo puede afectar la
reproduccion en cerdas sobre todo cuando se produce en la fase folicular del ciclo estral
(Moberg, 1987). La idea es que el estrés agudo durante la fase folicular, puede afectar a los
eventos que vienen después como, el estro, la ovulaciéon y posiblemente la fecundacién y la
gestacion.

Esta hipotesis se basa en el nivel alto de estrégenos que hay durante este periodo, y que
segun un estudio hecho en ratones, podrian tener un efecto estimulatorio en el eje HPA. Este
hecho no se ha comprobado en cerdas pero podria ser que ocurriera lo mismo que en ratones y
que un estrés durante la fase folicular afectara los eventos reproductivos que ocurren durante
este periodo (Da Silva, 1995).

Uno de los primeros estudios hechos sobre este tema nos muestra evidencias, aunque no
bien argumentadas, de que en cerdas los sintomas de estro se atrasan cuando una cirugia o
varios enfermedades ocurren durante la fase folicular. Estos resultados no son del todo
determinantes ya que se desconoce si las cerdas eran fértiles o no, y tambien otros datos sobre
parametros como la ovulaciéon y el nivel de LH (Hennessy y Williamson, 1983). En este sentido
un estudio hecho por (Barb y cols., 1982) se vio que el tratamiento con ACTH y Acetato de
Hidrocortisona, con la intencién de aumentar el nivel de cortisol en circulacién hicieron que la
ovulacién y la ola preovulatoria de LH se bloquearon. Por otro lado existen evidencias de que el
estrés agudo tiene un efecto estimulatorio en algunos parametros reproductivos (Turner y cols.,
2002) y en este linea también ha sido demostrado que el estrés durante el transporte avanzaba

la pubertad en cerdas prepuberales (Hughes y cols., 1982).

En un estudio hecho por Turner y colaboradores (1999a) donde se estudio el efecto del
aumento agudo y prolongado o sostenible del cortisol en la secrecidon de LH, estro y ovulacion se
vio que el aumento agudo de cortisol no influyo en ninguno de los parametros evaluados,
mientras que el aumento sostenible de cortisol inhibio la secrecién de LH, ovulacién y la
aparicion del estro. En un estudio parecido (Turner y cols., 1999b) se estudio el efecto del
aumento sostenible o agudo repetible de cortisol en la secrecion de LH en cerdas
ovarioectomizadas y se vio que para bajar el nivel del LH es necesario un aumento sostenible de
cortisol mas de 4 dias y este efecto no se aumenta con la presencia de la retroalimentacion

negativa del estradiol. El mismo autor habia demostrado previamente (Turner y cols., 1998) que
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el aumento agudo repetible de cortisol no afectaba parametros reproductivos como la
ovulacion, la tasa de prefiez y el nimero de embriones. Otro grupo de autores (Pearce y cols.,,
1998) estudiaron el efecto de un aumento agudo de cortisol y del aumento agudo de cortisol
acompainado con la administracién GnRH. Los resultados demostraron que el aumento agudo
del cortisol no aumentaba el nivel de LH endégeno, en los casos donde el cortisol se
acompafiaba con GnRH se vio que el nivel del pico de LH bajaba sin afectar cuando se produjo
ese pico.

También ha sido estudiado (Turner y cols., 1998a) el efecto de la introduccién del
verraco para detectar el estro o la deteccion del mismo por el técnico sin permitir contacto con
el verraco. Cuando el estro se detecto con el verraco aumento el nivel de cortisol en las cerdas,
mientras que cuando no hubo contacto no se produjo este aumento.. Lo interesante en este
estudio fue que en las cerdas que estuvieron en presencia del verraco se noto un aumento de la
ovulacién y el ciclo estral fue mas corto. En una publicacién mas reciente (Turner y cols., 2005),
se sugiere que los parametros reproductivos de las cerdas no se afectan con el aumento cronico
o con el aumento agudo sostenible de cortisol, comprobando la resistencia de las cerdas a estos
tratamientos. Los autores sugieren que solo si el estrés o el nivel de cortisol es sostenible (<4

dias) puede afectar los pardmetros reproductivos.

2.4.6. El estrés durante el destete.

El destete ha sido descrito como un periodo estresante que se acompafia con el aumento
del estrés y como consecuencia del nivel de cortisol. Esto se vio en un estudio hecho por Ash y
Heap (1975), en este estudio se midio el nivel de progesterona, estrégeno y cortisol. Esto de
hizo en el final de gestacion, lactaciéon y después del destete. Hubo un gran aumento en el nivel
de cortisol durante parto, destete y estro. Un hecho interesante de este estudio es que en una de
las cerdas 4 dias después del destete (que se hizo el dia 31) el nivel de cortisol estaba bajo
produciéndose un pico del cortisol el quinto dia tras el destete, tiempo que coincido con el estro.
Un nivel alto de cortisol durante el parto y al inicio del estro se observo en el estudio hecho por

Kunavongkrit y cols. (1984).

Otro estudio hecho por Wise y cols. ( 2001) donde se midieron las hormonas foliculares
y el cortisol en dos razas de cerdas, Meishan e hibridos blancos, desde después del destete hasta
la fase luteal del ciclo estral indicaron que el nivel de cortisol era mas alto en las cerdas Meishan
y alcanzaba un pico el primer dia del destete y el séptimo dia después del destetar, tiempo que

coincide con el ciclo estral. El nivel alto de cortisol en el primer dia del destete ha sido descrito

25



REVISION BIBLIOGRAFICA

en otros estudios (Guedes y Nogueria., 2001; Hultein y cols., 2002) en los que se midi6 el nivel
de cortisol durante la lactaciéon, y después de destetar. Hay que destacar que en el estudio
hecho por Guedes y Nogueria (2001), el nivel de cortisol fue mas bajo los ultimos 6 dias de

gestacion y los 2 primeros dias de lactacidn.

2.4.7. El estrés durante la monta natural y la inseminacion artificial.

La cantidad de informaciéon que existe sobre el estrés que puede provocar la
inseminacion en la especie porcina es escasa sobre todo en lo relativo a las dltimas técnicas de
inseminacion que estan disponibles hoy en dia. En los pocos estudios que hay vemos que el nivel
de cortisol que se produce durante la inseminacio no es relativamente grande y si nos fijamos
en el estudio hecho por Norrby y colaboradores (2007) el nivel de cortisol durante la

inseminacion es mas pequeifio que cuando se usa la monta natural.

En este estudio (Norrby y cols., 2007) en el que se evalud, entre otros parametros, el
nivel de cortisol en plasma durante la monta natural, inseminacién convencional y la
inseminacion intrauterina se vio que el nivel de cortisol aumento de 75 nmol/l, 10 minutos
antes de inseminar a 130 nmol/l después de inseminar, tanto en la inseminacién convencional
como en la intrauterina, a partir de este momento el cortisol sigui6é un nivel plano que duro 7-8
minutos para volver después al nivel inicial. En las cerdas inseminadas por monta natural el
nivel de cortisol fue mas alto llegando un pico 144 nmol/l, 15 minutos después de la monta. En
las cerdas cubiertas de forma natural 10-20 minutos después de inseminar el cortisol seguia
siendo mas alto que en las que en las inseminadas independientemente del método de
inseminacion utilizado. En este estudio se observo también el aumento de los productos de la
prostaglandina Fa, en las cerdas inseminadas en el modo convencional y por inseminacion

intrauterina, comparado con la monta natural donde no se vio este aumento.

El dltimo estudio reciente hecho sobre la inseminacion IIC es el realizado por Norrby y
colaboradores en 2011, en el que la principal idea fue lo de evaluar el efecto de un fitoestrégeno
que se encuentra en la soja, en el patréon de hormonas (entre ellos el cortisol) durante la
inseminacion por IIC en cerdas. De los datos que estos autores han registrado en el grupo de
control que estaba compuesto por 5 animales inseminadas por el mismo procedimiento se noto
un aumento de los niveles de cortisol a la hora de terminar de inseminar. Los niveles de cortisol

de 125 nmol/L antes de inseminar y de 198 nmol/L 6 min después de la inseminacion.

26



REVISION BIBLIOGRAFICA

2.4.8. El estrés durante la inseminacion laparoscopica.

Hay pocos estudios hechos sobre el nivel de estrés que se produce durante la realizaciéon
de la laparoscopia en cerdos y menos sobre el efecto del la inseminacién por laparoscopia. La
mayoria de los estudios se han hecho sobre la aplicacién de laparoscopia en humanos. En
humanos se ha comparado el grado de estrés y los cambios neuroendocrinos que ocurren en
una intervencion abierta y en una intervencion de minima invasién como la laparoscopia. En los
estudios realizados se demuestra que no hay una diferencia notable en el nivel de estrés que se
provoca en cada procedimiento. En los estudios hechos en la especie humana las ventajas
atribuidas a la laparoscopia estan relacionadas con el nivel minimo de lesiéon que se genera y

con un tiempo de recuperacién mas rapido.

Los datos sobre el nivel de cortisol y estrés de estos estudio son contradictorios, en una
parte de los estudios indican que el nivel de estrés es igual durante la laparoscopia y una
intervencion abierta (Joris y cols, 1992; Nguyen y cols., 2002), mientras que en otros se
describe un nivel de estrés mas bajo durante laparoscopia que durante las intervenciones
abiertas (Miyake y cols., 2002; Buunen y cols., 2004). Este discrepancia en los resultados se
explica porque que la diferencia no se nota cuando la laparoscopia dura un tiempo largo (Ayres
y cols., 2007) y por el efecto que distintos anestésicos tienen sobre la secreciéon de cortisol

(Desborought, 2000).

Uno de los pocos estudios existentes sobre el efecto de la laparoscopia cerdos, es
el realizado por Burpee y colaboradores (2002) en el que se hizo una biopsia hepatica en cerdas
y se comparo entre la biopsia hecha a través de la laparoscopia o la biopsia hecha con cirugia
abierta. Para hacer la comparacion entre las dos técnicas se evaluaron el nivel de cortisol,
interleucina-6, el factor necrético tumoral, proteina reactiva C, grados de adhesién y otros
parametros de la respuesta inmunitaria. Al fin del experimento se noto que la diferencia en el
nivel de cortisol entre los dos grupos era insignificante aunque el grupo de la laparoscopia tenia

niveles mas bajos de cortisol.

2.5. EVALUACION DEL ESTRES

2.5.1. El cortisol

La hormona liberadora de la corticotropina (CRH) liberada por hipotdlamo actua
en el lado anterior de la hipéfisis y causa la liberacion de la ACTH, que es transportada por la

sangre a la corteza suprarrenal donde induce la libercién el cortisol. La vasopresina y oxitocina
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en sinergia con la CRH influyen en la liberacién de ACTH (McCann y cols., 2000). El cortisol es un
glucocorticoide con 21 atomos de C que pertenece a la familia de los esteroides junto con los
androégenos (C19), estrégenos (C18) y progesterona (C21) y a su vez todos proceden de
colesterol, (Figura. 7,8). El cortisol pasa a la sangre y se puede detectar en heces, saliva, orina y
leche (Kirschbaum y Hellhammer, 1989; Cook y cols, 1996). La medicion de cortisol
(corticosterona, en algunas especies) es un método tradicional para evaluar el estrés, a pesar de
que la interpretacién de los resultados puede ser dificil debido a la amplia definicién del estrés

(Einarsson y cols., 2008).

Colesterol
17 a-OH-
G ‘ Pregnenolone
A 4
Pregnenolone
—_
(.—
|
Y » 17 a-OH-
Progresterona € l Progresterona
—_—

11-deoxycortisol

e

Cortisol

Figura 7. La produccién del cortisol, adaptado de Martin. (1985).

HO
CHB‘ ‘

Figura 8. La estructura del cortisol (C,;H3005) obtenido de Citizendium. Enciclopedia en linea.
(David E. Volk).
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118- hidroxisteroid dehidrogenesa tipo 1

- Cortisol Cortisona

- 118- hidroxisteroid dehidrogenesa tipo 2 j

Figura 9. Cortisone/Cortisol transformacidn, adaptado por Martin. (1985).

La mayor parte del cortisol esta ligado con la globulina fijadora de glucocorticoides,
(GFG) que es biol6gicamente inactiva, solo entre un 3 y un 10% esta libre (no ligado con GFG) y
es biolégicamente activo pudiendo llegar a las células diana (Torpy y Chrousos, 1996). El
cortisol es el principal glucocorticoide en ganado porcino y su concentracién total (libre y
ligado), sigue un ritmo circadiano. Este ritmo circadiano de cortisol en cerdos depende de la
edad, sexo y las caracteristicas del estrés. El ritmo circadiano empieza con niveles altos las
primeras semanas de vida y se estabiliza en la semana 20, se ha visto, ademas, que los machos

tiene niveles mas altos que las hembras (Ruis y cols., 1997).

El estrés agudo se refleja en el nivel maximo de cortisol después de 15 minutos de
iniciado el estrés, (Parrot y Lloyd, 1995). El impacto de la concentracién de cortisol depende de
tres factores que son: la concentraciéon de GFG, la actividad de la enzima 113-hidroxisteroide
deshidrogenasa tipo 2 en las células diana que transforma el cortisol de forma activa a la forma
inactiva (cortisona), (Figura. 9), y la presencia y la afinidad de los receptores para juntarse con

el cortisol (Van Praagy cols., 2004).

Los glucocorticoides tienen muchas y variables funciones que tienen como intencién el
incremento de la energia como respuesta al estrés a través del aumento de la glucogénesis en el
higado, de inhibir el funcionamiento de la insulina y de aumentar la lipolisis (Munck y cols.,
1984; Undelsman y Holbrook, 1984). El cortisol, de hecho, forma parte del grupo de los
glucocorticoides y tiene los mismos efectos en el sentido de guardar la homeostasis. Asi, el

cortisol tiene efectos anabdlicos en el higado donde aumenta la produccién atraves la activacién
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del sistemas enzimatico de glucogénico. Los efectos catabdlicos donde aumenta la concentracion
de glucosa estimulando la glucogénesis el cortisol los tiene en otros tejidos como el musculo y el
tejido adiposo. En el musculo el cortisol estimula la reduccién de la sintesis de las proteinas
aumentando la descomposicion de las proteinas y acido nucleico, y en el tejido adiposo el
cortisol estimula la lipolisis , incrementando la concentraciéon del lactato (Fauci, 1979). Ademas
el cortisol también tiene un gran efecto antiinflamatorio, teniendo efecto prejudicial sobre la
inmunidad celular y humoral (Fauci, 1979; Elenkov y Chrousos, 2002). El cortisol tiene otros
efectos también como: guardar presién sanguineo, guardar la homeostasis de otros sistemas,
del sistema cardiovascular, inmunitario, nervioso, endocrino los rifiones y el musculo del

esqueleto (Goulding y Flower, 2001)

Como se ha sefialado anteriormente, las situaciones de estrés activan el eje HPA
obteniendose como producto final el cortisol que se encuentra en plasma. El cortisol plasmatico
ha sido utilizado durante mucho tiempo como un punto de referencia en la evaluacion del estrés
y ha quedado demostrado que es un buen indicador del mismo. Esta asociacion entre el cortisol
plasmatico y el estrés se ha usado en varios estudios destinados a evaluar si diferentes
situaciones supuestamente estresantes, como la mezcla de animales de distintos origines, el
traslado, la cirugia, y/o la administracion de cortisol ex6geno o la administraciéon de ACTH se
acompaifa con el aumento del nivel de cortisol, (Dalin y cols., 1993; Janssens y cols., 1994). En
este sentido hay otros muchos estudios en los que el cortisol plasmatico ha sido identificado

como un buen indicador del estrés (Terlouw y cols., 1997).

Estudios de niveles de cortisol han sido realizados en diferentes liquidos corporales
como orina (Hay y cols., 2000), saliva (Cooper y cols., 1989), heces (Carlsson y cols., 2007) y en
las ciencias forenses han llegado a usar el pelo como muestra para detectar el cortisol. El nivel
de cortisol en sangre ha sido utilizado en muchos estudios, aunque hay experiencias donde es
dificil tomar muestras de sangre como durante el transporte de los animales (Cook y cols.,
1996). Ademas la toma de muestras de sangre supone una situacién estresante por si misma y

tiene otras dificultades técnicas que se expondran mas adelante.
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2.5.2. Métodos para evaluacion del cortisol.

2.5.2.1. Determinacion del cortisol en sangre.

La toma muestras de sangre y la evaluacion de cortisol pesar de ser técnicas muy usadas
tiene sus limitaciones que son relacionado con:

a) La extraccion de muestras de sangre requiere la fijacion y restriccion del animal
que son métodos que son en si mismo estresante, (Fell y cols., 1985; Nyberg y cols., 1988). En
estas condiciones siendo la evaluacion de cortisol en sangre un método que no
necesariamente refleja la situacion real que esta pasando el animal debido al estrés que pasa
el animal durante la toma de sangre, existe una confusioén en el grado de la activacién del eje
HPA y los niveles de cortisol determinados (Nyberg y cols., 1988). En estas circunstancias la
medicién del cortisol mediante un método menos estresante tiene mas ventajas y nos da
valores mas fiables de aquello que queremos evaluar.

b) La toma de muestras de sangre requiere un personal cualificado en poner el
catéter intra-venoso y en la especie porcina este procedimiento es todavia mas dificil por la
profundidad en que se encuentran las venas (excepto las orejas). La sangre tiene otras
limitaciones relacionadas con la dificultad de tomar muestras de sangre fuera del recinto de
los animales, el nimero limitado de animales que se pueden usar, y el tiempo limitado de
tomar muestras.

c) En sangre encontramos un nivel total de cortisol formado por la fraccién libre y
por la parte ligada con la GFG. Sabiendo que en condiciones de estrés la GFG se satura esto
haria que la fraccion libre se aumentara en desproporcién con el cortisol ligado, y por tanto
la medicion del cortisol total no necesariamente reflejaria la fraccion libre biolégicamente
activa. Este hecho junto con la dificultad de las técnicas utilizadas para medir la fraccion libre
del cortisol en sangre hacen que este sea un método dificil de aplicar en condiciones

rutinarias (Brein, 1980).

En estas circunstancias se busco un método menos estresante para el animal con el fin
de tener valores de cortisol mas fiables y mas aceptables desde el punto de vista del bienestar
animal, aspecto que estd tomando hoy en dia mdas importancia. En base a estos hechos se
hicieron estudios alternativos en la especie porcina utilizando la saliva, orina y heces en lugar de

sangre como muestras para determinar cortisol.
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Uno de los método alternativos para evaluar el cortisol es su determinacién en orina. El
cortisol en orina representa la parte libre del cortisol en circulacién, pero también la evaluacion
del cortisol en orina tiene su limitaciones. Estas limitaciones estan relacionadas con el nimero
limitado de los animales que se pueden usar en el mismo tiempo y con el hecho de que el animal
no orina en el tiempo que para nosotros seria valido. Ademas, la concentracién de cortisol se
expresa en unidades de cortisol sobre unidades de tiempo (que normalmente es 24 h). Por las
dificultades técnicas pero también fisioldgicas, la orina no se puede usar para evaluar
reacciones de estrés agudo, porque como hemos visto en situaciones de estrés agudo el nivel de
cortisol vuelve a bajar al poco tiempo y la produccidn fisiolégica de orina no nos ofrece

cantidades de orina en intervalos muy cortos (Cook y cols, 1997).

El cortisol se puede medir en heces, en realidad son los metabolitos de cortisol los que se
detectan en heces. Este método tiene limitaciones semejantes a las descritas para la orina
relacionadas con, una gran variabilidad de los resultados entre animales, las dificultades
técnicas de coger las muestras y la imposibilidad de medir las situaciones de estrés agudo. En
porcino tiene limitaciones especificas relacionadas con el tiempo largo del proceso fisiolégico de
formarse las heces, él intervalo entre el liberacién de cortisol y el paso de su metabolitos a
heces. Ademas debe ser tenido en cuenta que estos metabolitos en cerdos componen solo 7% de

la concentracion de cortisol (Palme y cols., 1997; Mormede y cols., 2007).

2.5.2.2. La saliva como una alternativa viable para una evaluacion objetiva
de los niveles de cortisol.

El cortisol entra en saliva por difusion pasiva a traves de las celulas hacinares de las
glandulas salivares, penetra solo la fraccién libre en sangre que son moléculas pequefias no
ligadas con las GFG y la concentracion en saliva es independiente flujo de saliva (Walker y cols.,
1978; Riad Fahmy y cols., 1982).

Los ultimos estudios indican que la determinacién de cortisol en saliva es una
herramienta valida y eficiente de evaluar el cortisol por varias razones:

a) Es un procedimiento no invasivo y menos estresante para el animal. Se puede usar
con facilidad también en condiciones dificiles como durante el transporte. Ademas permite
una evaluacion del eje HPA a lo largo del tiempo, (por ejemplo para ver el ciclo circadiano) y

también en situaciones de estrés agudo.

32



REVISION BIBLIOGRAFICA

b) La saliva contiene la fraccion de la parte libre del cortisol en sangre, que es la parte
biol6gicamente activa del cortisol, en estas circunstancias, las muestras de saliva llevan una
informacidn cuyo nivel de significacion biolégica es mas alta.

c) El cortisol se puede medir en pequeiias cantidades de saliva.

d) Es un procedimiento que no requiere un personal cualificado ni herramientas
especiales.

e) Tiene un alto coeficiente de correlacién positiva entre la concentracién de cortisol
en saliva y la fraccién libre del cortisol en sangre.

La medicidn de cortisol en saliva pesar de sus ventajas tiene tambien sus inconvenientes
como (Lwis, 2006) son:

a) En humanos la presencia de las enzimas 11f3-hidroxisteroide deshidrogenasa tipo
2 y 17-hidroxisteroid deshidrogenasa, complica la relacién entre los esteroides libres en
saliva y en plasma.

b) Analizar esteroides en saliva puede ser un problema analitico ya que son niveles
mucho mas bajos que en sangre.

c) Un ensayo exitoso requiere kits especiales de medir cortisol en saliva o adaptar los
ensayos en plasma para evaluar el cortisol en saliva.

d) Durante el muestreo de saliva existe una posibilidad de una contaminacién por el

uso de esteroides exdgenos que se administran via oral.

Debido las ventajas que presenta la evaluacion del nivel de cortisol en saliva se esta
considerando y usando cada vez mas en los estudios que implican la determinacién de niveles
de cortisol (Morberg, 1985). Ademas, se ha demostrado una alta correlacién positiva entre el
cortisol en saliva y la fraccion libre de cortisol en plasma en la especie porcina (Parrot y cols.,
1989; Cook y cols., 1996; Bushong y cols., 2000; Weston., 2009). Este correlacién positiva se ha
demostrado también en varias especies: ovina (r = 0’88; Yates y cols., 2010); bovina (r = 0'71;
Negrao y cols., 2004); caballos equina (r = 0’80; Peeters y cols., 2010); humana (r = 0°62;
Restituto y cols., 2008); y canina perros (r = 0°98; Wenger y cols., 2010). Los primeros ensayos

del cortisol en saliva se hicieron en humanos (Walker y cols., 1978).

La evaluacidn del cortisol en saliva, no estd muy difundido en la especie porcina,
a pesar de sus ventajas y de que en la mayoria de estudios se ha comprobado su utilidad para
evaluar el estrés o evaluar el estado de eje HPA. Sin embargo algunos autores han expresado sus

reservas acerca de este método (Parrott y cols., 1989; Blackshaw y Blackshaw, 1989).
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Cook y colaboradores (1996) describieron la saliva como una alternativa 6ptima para
evaluar el nivel de cortisol debido sobre todo a la alta correlacién positiva que presentaba el
nivel de cortisol hallado en saliva con la fraccion libre del cortisol en sangre. Estos hallazgos los
obtuvieron en un en un experimento realizado con 6 cerdos a los que les administraron ACTH
para evaluar la reaccién del eje HPA. La correlacion entre el cortisol en saliva y sangre fue alta (r
= 0’88), igual que en otro grupo de animales sometidos al estrés de restricciéon con lazo donde la
correlacién fue de r = 0'79. Durante la estimulaciéon con ACTH se vio que el nivel de cortisol se
aumento mas en plasma que en saliva, resultados parecidos durante la estimulacién de estrés
tuvo (Parrott y cols., 1989). En principio tenia que ser al contrario sabiendo el hecho de que
cuando la GFG se satura, aumenta el porcentaje del cortisol libre, tal y como describen
diferentes autores (Parrott y cols., 1989). Cook y sus colaboradores (1996) explicaron este
hallazgo por una mayor capacidad y variabilidad que tiene la GFG en cerdos y no como se
pensaba debido a una probabilidad del efecto dilucién del moco que se mezcla con saliva. Otra
cosa que se observé durante este estudio fue que el pico de cortisol fue mas alto durante la
estimulacién con ACTH que durante la fijacién con lazo. El autor les explica estos resultados por
el posible nivel bajo de basal que tenian los animales que se fijaron con lazo y por un individuo

que tuvo valores muy altos.

Los mismos resultados descritos por Cook y colaboradores fueron obtenidos por
Bushong y colaboradores en 2000. En el trabajo de Bushong se hicieron dos experimentos, en el
primero se evalud el aumento agudo del cortisol estimulando su produccién con inyeccién i.v e
im de ACTH depo. En el segundo se evalu6 el aumento crénico del cortisol, con la inyeccién i.m
de ACTH y ACTH en gel. En estos experimentos se vio que el coeficiente de correlacion entre el
cortisol en saliva y plasma en la estimulacion aguda con ACTH i.v. e i.m. fue respectivamente r =

0’58 y r = 0’79, mientras que en la estimulacién cronica fue de r= 0’30 y 0°’63.

Sin embargo, hay otros estudios (Blackshaw y Blackshaw, 1989) en los que se describe
una falta de correlaciéon entre los niveles de cortisol en saliva y en plasma. Esta falta de
correlacién podria estar relacionada con las limitaciones metodoldgicas de la experiencia
realizada por Blackshaw y Blackshaw. En su estudio estos autores desarrollaron distintos
experimentos, en el primero tomaron muestras de las cerdas gestantes de 14 dias. En el
segundo se tomaron muestras de cerdas sometidas al efecto de la sujeciéon con lazo. En la
tercera experiencia se tomaron muestras de cerdas sujetas en cuello con una cuerda y con el
lazo. En el cuarto experimento se sometieron los animales a ejercicio fisico y en el quinto y
ultimo se tomaron muestras de animales estimulados con pilocarpina. La falta de correlacién

entre el cortisol hallado en saliva y en plasma se podria explicar por la toma de una muestra

34



REVISION BIBLIOGRAFICA

Unica de saliva después del estrés sin seguir la curva de cortisol. Ademas la saliva se colectaba
con una pompa y el procedimiento duraba 5 minutos y la dificultad en sacar saliva, podria dar
lugar a la obtencién de valores que no fueran un reflejo real de lo que esta pasando. Parrott y
colaboradores (1989), hicieron un experimento parecido al de Cook y Bushong. En este caso los
autores inyectaron ACTH en distintas dosis y vieron que no habia diferencia entre las dosis de
ACTH y el aumento del cortisol. De igual manera que Cook los autores obtuvieron una menor
sensibilidad en la saliva para detectar un aumento en el nivel de cortisol comparado con el

plasma.

La saliva se esta usando mas hoy en dia para evaluar el nivel de cortisol debido las
ventajas mencionadas anteriormente y por la alta correlacion con la fraccion libre de cortisol en
sangre que ha tenido en varias especies. A pesar de esta falta de coincidencia en algunos
estudios sobre la validez de saliva para evaluar niveles de cortisol, esta generalmente aceptado
que es un método valido, como se comprueba en la mayoria de los estudios mencionados
anteriormente. La falta de coincidencia en pocos estudios, podria estar mas relacionado con las
fallos metodoldgicos que con la eficiencia de saliva en si misma como muestra para evaluar el

nivel de cortisol.

2.5.2.3. La varianza individual en la respuesta al estrés.

Independientemente del método utilizado para determinar el nivel de cortisol y por
tanto el nivel de estrés debe ser tenido en cuenta que la respuesta del eje HPA tiene una gran
variacién entre individuos incluso si viene de grupos homogéneos (Ingram y cols, 1980). La
respuesta al estrés esta condicionada por distintos factores como el estado metabélico, la salud,
la edad, la predisposicidn genética y la madurez sexual. Por otro lado la respuesta al estrés

también depende de la naturaleza, la intensidad y la duracién del estrés.

Se ha comprobado que el nivel de cortisol en cerdos baja entre la semanas 12 y 24 de
edad y que en la seman 20 se alcanza la estabilidad en el ritmo circadiano de cortisol. También
se han descrito niveles mas altos de fraccion libre de cortisol en machos que en hembras, lo cual
puede ser debido una experiencia estresante anterior sufrida por los machos durante la
castracion que determina en una hipersensibilidad del eje HPA y un nivel mas bajo de la

globulina fijadora de cortisol que en hembras (Marco y cols., 1997)

La varianza individual entre los individuos en la respuesta al estrés complica la

explicacion de los datos y su validez en evaluar un estado fisiolégico o un estado de estrés. La
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variacidn refleja el papel del factor fisiologico, que esta relacionado con los sentimientos, como
determinantes de la respuesta al estrés. Scherer. (2001) explica que esta variaciéon de los
sentimientos son resultado de evaluaciones subjetivas de los estimulos, basdndose en lo que es
nuevo, el control y previsiéon que un individuo tiene (Wiepkema, 1990). En los ultimos estudios
al nivel genético se ha visto que la varianza en comportamiento y respuesta al estrés tiene una

base genética (Murani y cols., 2010).

La variacion individual en el comportamiento durante el estrés esta relacionado con dos
tipos de comportamiento para afrontar el estres que el animal puede seguir y que se conocen
como “la huida”, que es un comportamiento activo y “la adaptaciéon” que es un comportamiento
reactivo. Los cambios a nivel hormonal que hay entre las dos tipos de comportamiento es que
“la huida” se caracteriza por liberacion de las catecolaminas y “la adaptacidn” se caracteriza por

la liberacidn los glucocorticoides (Henry y Stephens, 1977; Koolhaas y cols., 1999).

La variacién individual mencionada en el parrafo anterior, tiene que ser tenida en cuenta
a la hora de planificar y diseflar un estudio relacionado con niveles de cortisol en saliva. La
variacion entre individuos podria ser traducida en variacion en distintos grupos de
experimento, en distintas granjas de experimento y en distintos tipos de animales. Esta
variacién légicamente, podria ser parte integral de grupo de animales que podrian ser incluidos
en nuestro estudio. Seria razonable, por tanto, que este hecho relativamente importante a la
hora de interpretar los resultados, fuera tenido en cuenta a la hora de diseflar un trabajo
experimental. Esto se podria solucionar con un grupo control de animales. Este grupo control
seria relativamente idéntico con nuestro grupo de experimento solo que no se someteria en la
prueba experimental. Otra forma seria evaluar anteriormente los patrones de cortisol que tiene

cada animal, antes de ser sometidos a la prueba experimental.
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MATERIAL Y METODOS

Los disefios experimentales y los protocolos de trabajo fueron aprobados por el Comité de

Etica para la experimentacion con animales de la Universidad de Murcia.

3.1. Materiales

3.1.1. Animales, alojamiento y alimentacion.

El trabajo experimental se realizd en dos granjas porcinas de la Regién de Murcia, la granja
de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Murcia (Espinardo, Murcia) y la granja comercial
Agropor S.L. (Las Torres de Cotillas, Murcia). Las cerdas empleadas fueron hibridas comerciales
(Large White x Landrace), de 1 a 6 partos y con un peso que oscilaba entre los 150 y 250 Kg. Al
destete, las cerdas se trasladaron a la nave de gestacidon y fueron alojadas en jaulas individuales (2.2
x 0.6 x 1,3 m/cerda) con suelo de rejilla bajo condiciones ambientales controladas mediante sistema
“cooling” (temperatura media de 18 a 22 °C). La alimentacion se realizo mediante la administracion,
dos veces al dia, de un pienso comercial para cerdas en gestacion (entre 1,8 y 2 Kg por animal/dia;

ver Tabla 1). El agua estaba disponible ad libidum.

Tabla 1. La composicion del pienso para las cerdas.

Componente %
Proteina Bruta 13-16
Grasas Bruto 3-3.14
Fibra Bruta 6.6-7
Ceniza Bruto 5.3-55
Lisina 0.6-0.8

El semen empleado para las inseminaciones procedié de verracos de raza Duroc y de
una linea hibrida comercial (Large White x Landrace). Todos ellos eran adultos (entre 2 y 4 afios), de
fertilidad probada y sometidos a recogidas regulares de semen (2 recogidas por semana). Los
verracos se encontraban ubicados en 2 centros de inseminacion artificial bajo similares condiciones
de alojamiento y de alimentacién. Todos ellos se encontraban alojados en parques individuales de
unos 6 m* en naves con temperatura controlada (entre 15 y 25 °C) expuestas a la luz natural la cual

se suplementaba con luz artificial hasta completar 16 h diarias. Los verracos tenian libre acceso al
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agua y consumian una dieta comercial formulada de acuerdo a los requerimientos de verracos

adultos (Chiba, 2006).

3.2. Métodos

3.2.1. Manejo reproductivo de las cerdas.

Las cerdas se destetaban cada jueves entre las 8 y las 10 h de la mafiana tras una lactacion
media de 21 d (rango entre 18 y 24 d). Una vez destetadas, eran reubicadas en jaulas individuales en

la nave donde se realiza la deteccion del estro y la consiguiente inseminacion.

Todas las hembras utilizadas en este estudio fueron sometidas a un tratamiento de
superovulacién y sincronizacién de la ovulacidon consistente en la aplicacion de 1.250 Ul de
gonadotropina corionica equina (ECG; FOLLIGON® 5000 Intervet, Boxmer. Holanda) administrada via
muscular a las 24 de del destete, y 750 Ul de gonadotropina corionica humana (hCG; VeterinCorion:
Divasa Farmavic, Barcelona. Espafia) administrada también por via muscular al momento de la

deteccion del estro.

La deteccidn del estro fue realizada por los técnicos de las granjas en las mismas naves de
gestacion, donde las cerdas estaban estabuladas, con ayuda de un verraco maduro que se pasaba
por delante de las jaulas de las cerdas (Figura 10). La deteccidn del estro se hizo dos veces al dia, por
la mafiana y por la tarde. Se consideraba que una cerda estaba en estro cuando al paso del verraco
mostraba el signo de inmovilidad frente al operario: Como signos complementarios también se
valoraba el edema e hipertrofia vulvar y la posicion en horizontal de las orejas. Una vez detectado el
estro, se repetia el protocolo de deteccidon cada 24 h para confirmar la existencia o ausencia del

mismo.
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Figura 10. Deteccién del estro mediante verraco en cerdas enjauladas.

3.2.2. Recogida y procesado de las muestras de saliva.

Para la toma de las muestras de saliva se utilizé varillas metdlicas en cuyo extremo final se
coloco una esponja comercial de uso comdn (Surplastic, Tobain” Huelva, Espafia), con dimensiones
de 2 x 1.5 x 1 cm, formando un hisopo, que se colocaba en la boca de cerda para que lo masticara
durante un minuto aproximadamente hasta que la esponja tuviera una cantidad adecuada de saliva

(Figuras 11, 12, 13 y 14).

Una vez que la esponja estaba bien empapada se introducia en los tubos especificos de
saliva (Salivette®, Sarstedt, Alemania) de los cuales se habia eliminado previamente el algodén que
tenian en su interior. La introduccién de la esponja en los tubos se realizaba utilizando un embudo
plastico y empujandola a través del mismo facilitando que la saliva en ella acumulada fuera
depositandose en el interior del tubo. Una vez introducida la esponja, el tubo se cerraba y se
colocaba en una gradilla en posicidon horizontal (Figura 15, 16 y 17). La utilizacién de esponja en
lugar de algoddn en los tubos se hizo en base a un trabajo reciente (Gutiérrez y cols., 2011) en el que
se describe que la esponja es menos absorbente y ofrece una buena liberacidn de la saliva después

de la centrifugacion.

40



MATERIAL Y METODOS

Figura 11. Esponja utilizada para hacer de hisopo.

Figura 12. Colocacién de la esponja en la varilla e hisopo preparado para su uso.

Figura 13. Hisopo introducido en la boca de la cerda.
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Figura 14. Colocacién de la esponja en el tubo.

Figura 15. Tubos de saliva preparados para centrifugar y esponja en el interior del tubo.

Una vez en el laboratorio, los tubos con las muestras de saliva se centrifugaron (Heraeus
Sepatch Megafuge 1.0 R, DJB Labcare, Reino Unido) a 3000 x g durante 10 min (Gutiérrez y cols.,
2011). Una vez centrifugadas, se aspiro el sobrenadante con micropipetas (Pipet-Lite LTS 100-100
ul), teniendo mucho cuidado en no coger nada del pellet, y se depositd en tubos Ependorf de 1.5
ml. Los tubos, correctamente identificados, se almacenaron en un congelador a -80 °C hasta su el

momento de analizar los niveles de cortisol.

3.2.3. Recogida de los eyaculados y preparacion de dosis de inseminacion

La recogida de los eyaculados se realizd mediante el método de la mano enguantada

y recogiendo solo la fraccion rica del eyaculado. El eyaculado, inmediatamente después de la
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recoleccidn, se diluyé 1:1 (vol/vol) con BTS (Beltsville Thawing Solution; Pursel and Johnson, 1975;
Tabla 2) previamente atemperado a 37°C. Una vez diluido el semen se enviaba al laboratorio donde
se evaluaba la concentracion, motilidad, formas anormales, siguiendo protocolos estandar (Roca y
cols., 2006), y se preparaban las dosis de inseminacién. Solo eyaculados con una concentracién de
més de 200 x10° espermatozoides/ml, una motilidad superior al 75% y con menos de un 15% de
formas anormales fueron utilizados para preparar las dosis de inseminacién (Roca y cols., 2006).
Para preparar las dosis de inseminacién, el semen se diluia con BTS hasta 30 x 10°
espermatozoides/ml. Las dosis, de 80 ml, se conservaban en el refrigeracion a una temperatura de

17 °C hasta el momento de aplicacion.

Tabla 2. Composicién del diluyente Beltsville Thawing Solution (BTS)

Componente Mm

Glucosa (G-6152, Sigma Aldrich) 205

Citrato sddico (S-4641, Sigma Aldrich) 204
Bicarbonato sédico (S-5761, Sigma Aldrich) 15
EDTA (E-6758, Sigma Aldrich) 3’6
Cloruro potasico (P-3911, Sigma 10

Aldrich)
Kanamicina (K-4000, Sigma Aldrich) 0’07 mg/ml

3.2.3. Inseminacion via cervical.

Las inseminaciones por via cervical se realizaron empleando los 3 procedimientos
existentes en la actualidad, es decir la denominada inseminacion cervical o intra-cervical (IIC),
conocida como procedimiento tradicional o convencional de inseminacién; la inseminacidn intra-

uterina (IIU), también conocida como post-cervical, y la inseminacion intra-uterina profunda (DUI).
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Las IIC, se hicieron usando catéteres Safeblue ClearGlide® (Minitiibe, Germany). El
procedimiento de inseminacidn se realizaba como se describe a continuacién. En primer lugar se
procedia a limpiar cuidadosamente la vulva de la cerda con agua jabonosa y secarla posteriormente
con papel desechable. A continuacidn se introducia el catéter de inseminacidn en el tracto genital de
la hembra. Para ello se separaban los pliegues de la vulva y se introducia el catéter en la vagina en
direccion dorso-craneal empujandolo suavemente hasta alcanzar el inicio del cuello del utero.
Entonces se giraba el catéter, en sentido contrario a las agujas del reloj, facilitando que se enroscara
en los pliegues del cuello del utero. Cuando el catéter quedaba insertado de forma correcta, lo que
se verificaba intentando retirarlo sin conseguirlo, se procedia a depositar lentamente la dosis de
inseminacidn, que para este tipo de inseminacidn presentaba un volumen de 80 ml con un nimero

total de espermatozoides de 3 x 10° (Figura 16).

Figura 16. Inseminacion intra-cervical. Posicidn del extremo del catéter entre los pliegues del
cuello uterino

Para la realizacién de las IlU, se utilizaron catéteres Verona con Safeblue ClearGlide’
(Minitiibe, Germany), formando un procedimiento de inseminaciéon que contempla un catéter de
inseminacién convencional por el que discurre una canula de pldstico de menor diametro que
permite atravesar el cuello del Utero en su totalidad y depositar el semen en el cuerpo uterino

(Figura 17).
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Figura 17. Inseminacién intra-uterina. Disposicién del extremo del catéter tradicional de
inseminacién entre los pliegues del cuello uterino y de la canula interna que alcanza la luz del cuerpo
del dtero.

Para realizar la inseminacién, una vez limpia el drea perianal, se introducia el catéter
convencional o tradicional de inseminacion hasta insertarlo en los pliegues del cuello uterino. Una
vez insertado en el cuello del Utero y sujetado fuertemente, con la otra mano se empuja
enérgicamente la canula de 1 a 2 cm hasta abrir el tapdén que sella el catéter. Una vez retirado el
tapon, con movimientos suaves pero firmes se hace avanzar la canula entre los restantes pliegues
cervicales hasta alcanzar el cuerpo del Utero. Una vez atravesado el Ultimo pliegue, se introduce la
canula un maximo de 3 cm para garantizar que la inseminacion se realizaba en el cuerpo del utero.
En este tipo de inseminacidn se empled un volumen de 40 ml de dosis de inseminaciéon con una

concentracién total de 1’5 x 10° espermatozoides.

Las inseminaciones DUl se realizaron utilizando la sonda de inseminacion
intrauterina profunda Deepblue’ (Minitiibe, Germany), que tiene una longitud de 1’8 m, un didmetro
externo de 4 mm e interno 1’8 mm. Para realizar la inseminacidn, una vez limpiada el drea perianal,
se inserta, en primer lugar, un catéter convencional de inseminacién en los pliegues del cuello
uterino. A continuacidn, se introduce la sonda intrauterina, empujandola de forma suave pero firme,
sorteando los restantes pliegues del cuello uterino, alcanzando el cuerpo del Utero y progresando a
través de un cuerno uterino hasta alcanzar las profundidades del mismo o haber introducido toda la
sonda (Martinez y cols., 2001, 2002). Una vez introducida la sonda se inyecto a través de la misma la
dosis de inseminacién que en esta caso fue de de 20 ml con una concentracion espermatica total de

6 x 10® espermatozoides, (Figura 18). Antes de retirar la sonda y el catéter, se inyectaron a través de
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la sonda 2 ml del diluyente BTS para arrastrar hacia el interior del cuerno uterino los restos de la

dosis seminal que pudieran haber quedado en el interior de la sonda.

Figura 18. Inseminacion intra-uterina profunda. Disposicién del extremo del catéter
tradicional de inseminacién entre los pliegues del cuello uterino y de la sonda interna que alcanza la
profundidad de uno de los cuernos uterinos.

3.2.4. Inseminacion por laparoscopia.

La inseminacion laparoscdpica es una técnica quirdrgica minimamente invasiva que permite
depositar el semen directamente en el Utero o en el oviducto y que resulta muy util para cuando se

requiere depositar un nimero muy reducido de espermatozoides.

Para llevar a cabo esta técnica los animales se sedaron mediante la administracién
de Azaperona (Stresnil’, Boehringer Ingelheim, Alemania; 2 mg/kg de peso vivo, i.m.).
Posteriormente, una vez inmovilizados con la ayuda de un freno nasal, se les indujo la anestesia
general mediante la aplicacidn via intravenosa de Tiopental Sddico (Tiobarbitalg, Braun Medical, SA,
Barcelona, Espafia) y fue mantenida via inhalatoria con isofluorano (Isobawvet, Madrid Espafia, 100%
p/p, Nr. regist. 1510). Las cerdas anestesiadas se colocaron en la posicién de Trendelemburg en un
angulo de aproximadamente 20° respecto a la horizontal. Una vez que el animal a inseminar estuvo
correctamente colocado, se procedio a la realizacién de una incisidon de 1,5 cm cerca del ombligo y
tirando de los bordes de la incision se procedio a la introduccidn de un trocar de 12 mm de didmetro
(Optiview trocar, Ethicon Endo-surgery Cincinnati OH, USA) por el que posteriormente se introdujo
un laparoscopio de 0° dentro de la cavidad abdominal. Una vez en el interior de la cavidad
abdominal, una parte del trocar Optiview es retirado y sustituido por el laparoscopio de 0° (Karl

Storz, Tuttlingen, Alemania). En este momento, la cavidad abdominal se insuflo mediante la
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introduccion de CO, hasta alcanzar una presién de 12 mmHg. Paralelamente, se colocaron dos
puertos accesorios en el hemi-abdomen derecho e izquierdo, que sirven para la introduccién de
unas pinzas Duval de laparoscopia (Karl Storz, Tuttlingen, Alemania) cuya misién es la de manipular
los cuernos uterinos y sujetar el oviducto para poder introducir dentro del mismo la aguja de
inseminacién que es manipulada por el segundo puerto accesorio (Figura 19). Tras la introduccién de
la dosis de inseminacién (200 pl con un total de 1 x 10° espermatozoides por oviducto) en el

oviducto (Figura 20), los trocares y puertos son retirados y las incisiones suturadas. El tiempo medio

requerido para la realizacién de esta cirugia de minima invasién es de sélo unos 15 min. Desde la
sedacion hasta el final de la intervencidn quirurgica transcurren unos 40 min, despertdandose la cerda

unos 40 min después.

Figura 19. Inseminacion por laparoscopia. Disposicidn del laparoscopio y de los puertos
accesorios.

Figura 20. Inseminacion por laparoscopia. Deposicidn de la dosis seminal en el interior de un
oviducto.
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3.2.5. Evaluacion de la fertilidad.

La fertilidad fue evaluada de diferente manera segln las inseminaciones fuesen via
cervical o por laparoscopia. En el primero de los casos, via cervical, los embriones fueron recogidos
via quirurgica después de una laparoscopia a los 6 dia del inicio del estro. Para ello, las cerdas fueron
sedadas y anestesiadas siguiendo el mismo protocolo que para las inseminaciones por laparoscopia.
Una vez anestesiadas, el tracto reproductivo se exteriorizdé mediante una incision paramedial
abdominal realizada a la altura de las dos ultimas mamas. Una vez exteriorizado el Utero y los
ovarios, se procedid a la evaluacién morfolégica de estos ultimos para determinar el nimero de
cuerpos luteos presentes en cada ovario. A continuacion se realizé el lavado de la regidén anterior de
cada oviducto conjuntamente con la anterior del cuerno uterino correspondiente para la obtencion
de los embriones. El medio de lavado se recogié en tubos Falcon de 50ml y se depositd en placas de
Petri para su visualizacion. El examen de las estructuras recuperadas (ovocitos y/o embriones) se
llevé a cabo bajo un estereomicroscopio de 60x. Se considerd gestante toda cerda en la que se

recuperaron mas de 4 embriones.

En las cerdas inseminadas por laparoscopia, la fertilidad se evalud a término, es decir
en el momento del parto, considerdndose 2 parametros. Por un lado, el porcentaje de cerdas

inseminadas que llegaban al parto vy, por otro lado, el nimero de lechones nacidos por camada.

3.2.6. Determinacion de los niveles de cortisol.

Las muestras se analizaron en el Laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital Clinico

Veterinario de la Universidad de Murcia. El analisis de cortisol se hizo utilizando un inmunoensayo
enzimatico quimioluminiscente en fase solida (IMMULITE® 1000, Siemens Healthcare Diagnostics Inc,
Deerfield, IL, USA) adaptado para saliva de cerdo. Su validez y las caracteristicas analiticas fueron
comprobadas por Fuentes y cols. (2011). En este ensayo, los anticuerpos (anticuerpos-anticortisol
policlonales de conejo) son inmovilizados en una fase solida. Sobre éstos, se depositan los antigenos
ligados con la enzima, y también los antigenos libres (la muestra). En este momento, se establece
una competicion entre los antigenos ligados con la enzima y la muestra. Cuanto mayor sea la
cantidad del antigeno que lleva la muestra menor nimero de antigenos ligados con la enzima se

juntaran con los anticuerpos y la cantidad del luminiscencia que se libera serd negativamente

proporcional a la cantidad del antigeno que lleva la muestra. Una vez terminada la reaccién se
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eliminan los anticuerpos que no se han ligado mediante lavado de las muestras. Los resultados se

expresaron en pg/dL, y con el factor de conversidn (27’59) se convierten en nmol/L.

3.3. Diseio experimental

El experimental se ha desarrollado a lo largo de 7 meses (desde octubre de 2010 a
abril de 2011) en los que se cuantificaron los niveles en saliva de cortisol a un total de 215 cerdas,
todas ellas seleccionadas al azar. El nimero de muestras de saliva analizadas por cerda varié entre 3

y 6 de acuerdo al experimento realizado. El nimero de experimentos desarrollados ha sido de 5.

1. Niveles en saliva de cortisol antes, durante e inmediatamente después de un

estrés agudo provocado por el freno nasal.

Este experimento, que podriamos considerar como ensayo preliminar, tenia como objetivo
evaluar el tiempo de respuesta en niveles de cortisol en saliva frente a un estrés agudo. A un total de
11 cerdas, ubicadas en grupo en un parque, se les realizd la prueba del freno nasal. Prueba
consistente en la sujecién del hocico mediante un lazo (Figura 21), procedimiento habitualmente
empleado para inmovilizar a las cerdas. Al provocar dicha sujecidn un estrés agudo, el propésito de
este experimento fue evaluar los cambios en los niveles en saliva de cortisol antes, durante y
después de la sujecion del hocico. Para ello se recogieron muestras de saliva a los 15-20 min antes
de la sujecion, durante la misma (a los 2-3 min de iniciar el procedimiento) y a los 15-20 min después

de la misma.

Figura 21. Inmovilizacién de la cerda mediante la prueba del freno nasal y recogida de
muestra de saliva durante dicha inmovilizacién.
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2. Niveles de cortisol en saliva desde el destete hasta después de finalizar el

estro.

A un total de 40 cerdas se les recogieron muestras de saliva en 4 momentos diferentes entre
el tiempo transcurrido desde el destete hasta el final del primer estro post-destete. Las tomas se
realizaron (1) inmediatamente después del destete, (2) 24 h después del destete, (3) 24 h después

del inicio del estro y (4) 24 h después de finalizar el estro.
3. Niveles en saliva de cortisol a lo largo del estro.

Para este experimento, se seleccionaron al azar 100 cerdas con el objetivo de recogerles
muestras de saliva en 3 tiempos diferentes (cada 24 h) a lo largo del estro para evaluar posibles
cambios en los niveles de cortisol durante el tiempo del estro. Dieciséis de las cerdas, por presentar
un estro corto y no mostrar signos de estro en el momento de la tercera toma, fueron excluidas del

experimento. Por lo tanto, el nimero final de cerdas en estudio fue de 84.

4, Influencia de los procedimientos de inseminacidn via cervical en los niveles

de cortisol en saliva.

Un total de 60 cerdas fueron seleccionadas al azar para realizar este experimento destinado
a evaluar como la inseminacidn via cervical realizada empleando los 3 procedimientos existentes,
influye en los niveles de cortisol en saliva. Las cerdas fueron distribuidas al azar en grupos de 20 para
cada uno de los 3 procedimientos de inseminacién: (1) inseminacion intra-cervical (lIC) o también
conocida como tradicional o convencional, (2) inseminacidon intra-uterina (lIU) o también conocida
como post-cervical, y (3) inseminacién intra-uterina profunda (DUI). Once de las cerdas fueron
finalmente retiradas del estudio (4 del grupo IIC, 4 del 1IU y 3 del DUI) por concurrir en ellas alguna
de las siguientes circunstancias: (a) duracién corta del estro (menos de 48 h), (b) problemas en
aplomos con dificultad para incorporarse y/o mantenerse en estacion, y (c) nerviosismo excesivo. A
cada una de las cerdas en estudio se las insemind 3 veces, a las 0, 24 y 48 h desde el inicio del estro.
Para cada una de las inseminaciones, a cada cerda se les recogid 3 muestras de saliva (Figura 22)
distribuidas de la siguiente manera: (1) 15 min antes de la inseminacion, (2) durante la inseminacion,
y (3) 15 min después de la inseminacidon. Las muestras se recogieron una vez el catéter de
inseminacién habia sido introducido en el tracto reproductivo de la cerda y se procedia a depositar
la dosis de semen. Se eligié este momento de acuerdo a los resultados obtenidos por Norrby y cols.

(2008).
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Figura 22. Recogida de muestra de saliva en una cerda durante la inseminacion.

5. Influencia del protocolo de inseminacion laparoscdpica en los niveles de

cortisol en saliva.

Para este ultimo experimento se seleccionaron, también al azar como en todos los
anteriores, un total de 20 cerdas para ser inseminadas mediante la técnica de laparoscopia. Dos de
las 20 cerdas inicialmente seleccionadas fueron rechazadas del estudio al haber ovulado antes del
momento previsto, lo cual las hacia no validas para ser sometidas a la inseminacién. A las restantes
18 cerdas se les recogieron 5 muestras de saliva a los siguientes momentos: (1) momentos antes de
inyectarles el sedante, (2) transcurridos unos 5 min de la aplicacion del sedante y durante la sujecién
con el lazo, momento previo a la aplicacidn del anestésico en vena, (3) al finalizar la laparoscopia,
aproximadamente 40 min después de la sedacion (Figura 23), (4) a los 80 min de la sedacion,
momento en el que la cerda ya se despertaba de la anestesia, y (5) a los 120 min después de la

sedacion, momento en el que la cerda ya totalmente despierta era llevada al estabulado.
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Figura 23. Recogida de muestra de saliva en una cerda después de la laparoscopia y todavia
bajo los efectos de la anestesia.

3.4. Analisis estadisticos

Para analizar los datos obtenidos en los diferentes experimentos se utilizé el programa
estadistico SPSS (version 15.0, SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Inicialmente se comprobd la
distribucién de los datos mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov, realizandose una transformacion
logaritmica de aquellos que no seguian una distribucion normal. Se realizaron Andlisis de Varianza
(ANOVA) de una, dos o tres vias, segun el experimento, para determinar el efecto de la toma de
muestra sobre los niveles de cortisol. Los resultados se expresan en diagramas de cajas y bigotes, y
como media * error estandar de la media (sem). Se consideraron diferencias estadisticamente

significativas para una P < 0’05.
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4.1. Niveles en saliva de cortisol antes, durante e inmediatamente después
de un estrés agudo

La sujeciéon del hocico mediante un lazo, denominado freno nasal y usado para
inmovilizar a las cerdas, provoca un subito y significativo (P <0’01) incremento de los niveles de
cortisol en saliva (5'79+0°71) respecto a los cuantificados 15-20 min antes (2°63+0°26). Niveles
que desciende dentro de los siguientes 15-20 min posteriores hasta valores basales (2’57+0°25),
considerando como tales a los que se observaban en las muestras de saliva recogidas entre 15 y

20 min antes de la sujecién (Figura 24).
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Figura 24. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva de cerdas estabuladas en parques (n2 = 11) y recogidas a los 15-20 min antes,
durante y 15-20 min después de la sujecion del hocico mediante un lazo. Las cajas representan los
percentiles 25y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro de las cajas
representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la media (+sem) a lo largo de
los tres tiempos de cuantificacion. a,b indica diferencias entre tiempos para P < 0’01.
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4.2. Niveles de cortisol en saliva desde el destete hasta después de finalizar
el estro

Los niveles de cortisol varian significativamente (P < 0’001) entre los 4 estadios
fisioldgicos (Figura 25). Los niveles mas elevados se cuantifican en las muestras recogidas en el
destete (15’72+1°53) y los més bajos en las recogidas a las 24 h post-destete (5'14+0°33) y a las
24 h post-estro (4’37+0°’33). Durante el estro, los niveles de cortisol (7'97+£0°45) son mas
elevados que en el post-destete y post-estro, pero mucho mas bajos que los cuantificados en el
destete. Destacar la variabilidad entre cerdas en los niveles de cortisol cuantificados en el

destete (36’98 para el percentil 95 y 2°92 para el percentil 5).
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Figura 25. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 40) al destete, 24 h post-destete, durante el estro y 24
h post-estro. Las cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea
continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (+sem) a lo largo de los tres tiempos de cuantificacion. a-c indica diferencias entre estadios
fisiolégicos para P < 0'01.

4.3. Niveles en saliva de cortisol a lo largo del estro
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Los niveles de cortisol en saliva fueron cuantificados cada 24 h en cerdas que mostraron
signos de estro durante 3 d (Figura 26). Dichos niveles muestran diferencias significativas (P <
0’001) entre los 3 d. Los valores mas altos se recogieron durante el primer dia (8'76+0°74) y los
mas bajos durante el segundo (5'77+£0°41), situandose los del tercer dia en un término medio
(8'28+0°38). Destacar también la amplitud de rango en dichos niveles, particularmente durante

el primer dia (21’76 para el percentil 95 y 1’38 para el percentil 5).
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Figura 26. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n? = 84) que mostraron signos de estro durante 3 d. Las
cajas representan los percentiles 25y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro
de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucidn de la media (¥sem) a
lo largo de los tres tiempos de cuantificacién. a,b indica diferencias entre los dias del estro para P <
0’'01.

4.4. Influencia de los procedimientos de inseminacion via cervical en los
niveles de cortisol en saliva

Las cerdas inseminadas con procedimientos via cervical lo fueron 3 veces por estro
empleando el procedimiento tradicional (inseminacién intra-cervical), post-cervical

(inseminacidn intrauterina) y el denominado inseminacién intrauterina profunda. Tal y como se
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representa en la Figuras 27, 28 y 29, los niveles de cortisol medidos en el momento de la
inseminacion se comparan con los medidos 15 min antes y 15 min después de la inseminacion,
para cada una de las 3 inseminaciones realizadas a lo largo del estro. No se observaron
diferencias significativas (P > 0’05) entre los 3 tiempos para ninguno de los 3 procedimientos de
inseminaciéon. Tampoco hubo diferencias entre procedimientos de inseminacién (P > 0°05).
Destacar que, aun cuando las cerdas fueron distribuidas al azar entre los 3 procedimientos de
inseminacion, aquellas que fueron inseminadas empleando la I[IU o la DUI mostraron un rango
mayor en los niveles de cortisol ya antes de la primera inseminacién lo que repercuti6 en los
rangos observados durante y después de las inseminaciones. Dicha mayor amplitud de rango
fue mas evidente durante la primera de las inseminaciones. En la Tabla 3 se muestra los valores

medios de cortisol cuantificados antes, durante y después de las inseminaciones.
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Figura 27. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 16) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado convencional o intra-cervical
(IIC). Las cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea
continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (+sem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones.
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Figura 28. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 16) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado post-cervical o intra-uterina
(llV). Las cajas representan los percentiles 25y 75 y los bigotes los percentiles 5y 95. La linea
continua dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la
media (+sem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones.
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Figura 29. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n2 = 17) antes (15 min), durante y después (15 min) de cada
una de las inseminaciones realizadas con el procedimiento denominado intrauterina profunda (DUI).
Las cajas representan los percentiles 25 y 75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua
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dentro de las cajas representa la mediana. La linea entre cajas representa la evolucion de la media
(xsem) antes, durante y después de cada una de las inseminaciones.

Tabla 3. Cantidades medias (xsem) de cortisol cuantificadas antes (15 min), durante y
después (15 min) de las inseminaciones realizadas por via cervical.

Procedimiento N@ Cortisol (nmol/L)
de inseminacién Cerdas . ) i
15 min antes Durante IA 15 min después
1A 1A
Intra-cervical 16 6'77 £ 0’60 7°40 + 0’65 5'68 + 0’44
Intra-uterina 16 7’73 £ 0°66 8'06+0°79 7'53+0’76
Intra-uterina profunda 17 8'13+0'89 6'79 + 0’56 7'78 + 0’80

4.5. Influencia del protocolo de inseminacion laparoscépica en los niveles
de cortisol en saliva

Los niveles salivares de cortisol fueron cuantificados a diferentes momentos del
protocolo, coincidentes con el momento de la sedacién (15 min antes de la sujecién con el lazo),
durante la sujecion y a los 40, 80 y 120 min después de la sedacidn, que coincidia con el final de
la laparoscopia, el despertar de las cerdas y su incorporacion para su traslado a los estabulados,
respectivamente. Como queda reflejado en la Figura 30, hubo diferencias significativas (P <
0’001) entre los diferentes momentos contemplados en el protocolo de laparoscopia. Los
niveles mas bajo, y no diferentes entre si, se cuantificaron en el momento de la sedacién
(4°07+0°47), de la sujecion (5'41+0°64) y a los 120 min después de la sedacién (6°08+1°01). Los
niveles mas altos y tampoco diferentes entre si pero diferentes de los anteriores, se

cuantificaron a los 40 y 80 min post-sedacion (11'07+1°10 y 12°47+1’58, respectivamente).
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Figura 30. Diagramas de cajas y bigotes mostrando los niveles de cortisol cuantificados en
muestras de saliva recogidas en cerdas (n? = 18) sometidas a inseminacion artificial a través de
laparoscopia. Las muestras de saliva fueron recogidas momentos antes de la sedacién (antes),
durante la sujeciéon mediante lazo (sujecion) y a los 40 (Post-lap40), 80 (Post-lap80) y 120 min (Post-
lap120) post-sedacién, tiempos éstos que coincidian con el final de la laparoscopia, el despertar de la
anestesia y la incorporacion de la cerda, respectivamente. Las cajas representan los percentiles 25 y
75 y los bigotes los percentiles 5 y 95. La linea continua dentro de las cajas representa la mediana. La
linea entre cajas representa la evolucién de la media (xtsem) antes, durante y después de cada una
de las inseminaciones. a,b indica diferencias entre los dias del estro para P < 0’01.

4.6. Relacion entre los niveles salivares de cortisol y los parametros de
fertilidad

En la Tabla 4 se recoge el resumen de los parametros de fertilidad recogidos en las
cerdas inseminadas. Las cerdas inseminadas empleando procedimientos via cervical quedaron
todas gestantes, mientras que en aquellas inseminadas via laparoscopia hubo 4 de las 18
(22’22%) que repitieron estro a los 19-28 d post-inseminacion. Destacar que en 1 de las 48
inseminaciones intra-cervical se observd sangre en el catéter al finalizar la inseminacién. Otro
tanto ocurrid en 3 de las 51 inseminaciones intrauterina profundas.

Respecto a posibles relaciones entre los parametros de fertilidad y los niveles de cortisol
cuantificados, es obvio, a tenor de los resultados de fertilidad, que los niveles de cortisol

medidos no condicionaron la fertilidad en las cerdas inseminadas via cervical. Con relacion a las
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cerdas inseminadas por laparoscopia, las 2 cerdas que mostraron de manera repetida en las 4
valoraciones (excluyendo la primera de las 5) los niveles mas elevados de cortisol quedaron
gestantes y parieron 9 y 11 lechones. Respecto a las 4 cerdas no gestantes, una de ellas mostré
niveles elevados de cortisol en las 4 valoraciones. Otras 2 mostraron niveles medios y la cuarta
niveles muy bajos. En cuanto a la presencia de sangre en el catéter de inseminacién observado
en 4 inseminaciones realizadas via cervical, destacar que 3 de dichas inseminaciones
coincidieron con niveles elevados de cortisol (superiores a 15 nmol/L). De hecho en las cerdas
que ocurrié dicha circunstancia, los niveles mas elevados de cortisol se observaron
precisamente en las inseminaciones donde apareci6 la sangre al retirar el catéter de

inseminacion.

Tabla 4. Parametros de fertilidad en cerdas inseminadas (IA) empleando diferentes
procedimientos de inseminacién.

Parametros de fertilidad deIA N®
Procedimient Ne Sons
odelA de cerdas Ne N2 3
Gestantes N® Lechones sar(l)/gre
o
(%) Parto (%) (mediatsem) (%)

. 161 161 4652 1/48
Intra-cervical 16 (100) (100) (29°07+3'15) (2'08)

. 161 161 6612 0/48
Intra-uterina 16 (100) (100) (41'33+3'86) (0)
Intra-uterina 17 171 171 5762 3/51

profunda (100) (100) (33'88+3'11) (5'88)
Laparoscopia 18 14 14 129
P P (77'78) (77'78) (9'21+0°61)

1Recogida quirdrgica de embriones a los 6 dias del inicio del estro
2Numero de embriones recogidos
3Presencia de sangre en el catéter de inseminacion
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DISCUSION

En este estudio el principal resultado que se aporta es que el nivel de cortisol, como
indicador del estrés agudo que se genera en los animales, durante la inseminacién por via cervical,
independientemente del procedimiento empleado, no aumenta respecto al que ya de por si tienen
las cerdas durante el estro. Ademas, este estudio demuestra por primera vez que la aplicacion de la
inseminacién intrauterina profunda no implica una situacién estresante en las cerdas y que la
inseminacién por laparoscopia, si bien eleva los niveles de cortisol temporalmente, tampoco induce

situaciones de estrés que comprometan la capacidad reproductiva de las cerdas.

Se sabe que la evaluacion del estrés en saliva en un método valido y no invasivo en porcino
(Cook y cols., 1996; Weston, 2009). Ademas, al ser un método no invasivo, la toma de muestra no
genera estrés adicional, no altera el bienestar animal y por ello los resultados obtenidos reflejan
mejor la situacidon real de estrés del individuo. No obstante, deben ser considerados algunos
aspectos relacionados con la técnica que pueden falsear los resultados. Por ejemplo, el
procedimiento de recogida de muestra y la manipulacidon posterior de la misma, pueden influir en
los resultados (Lewis, 2006). En el presente estudio estas variables han sido tenidas en cuenta a la
hora de establecer los protocolos de trabajo, los cuales siguieron los procedimientos descritos por
Gutiérrez vy cols. (2009). El procedimiento descrito para la tomado de muestras de saliva y
manipulacion de la misma en este estudio ha demostrado ofrecer niveles de cortisol comparables a
cuando las muestras son tomadas desde plasma sanguineo (Cook y cols., 1996; Weston, 2009). En
este estudio, se uso la saliva para medir el nivel de cortisol, esto se ha respaldado y sigue
respaldando hoy en dia mas por las razones que hemos nombrado en los apartados anteriores.
Desarrollando este trabajo le dariamos una gran evaluacion al uso de saliva como muestra para
detectar el estrés, la experiencia personal que hemos tenido durante este periodo también hemos
comprobado que es un procedimiento facil de aplicar. Lo que destacariamos durante nuestra
experiencia es que en la mayoria de las cerdas el flujo de saliva fue suficiente y no hubo dificultades
en recoger las muestras. Si el flujo de saliva era menor, hecho que sucedié en pocas cerdas, se
compensaba con un mayor tiempo de recogida, aunque nunca fueron necesarios tiempos de
recogida superiores a 1.5 min. Lo que fue interesante es que en la mayoria de las cerdas después de
las primeras recogidas, en las siguientes fue mas facil tomar las muestras de saliva. Esto se podria
explicar por el proceso de adaptacion y acostumbramiento que pasan las cerdas. Este hecho podria

ser un buen inicio para otros estudios relacionados con la etologia de los animales.

La elevacién puntual de cortisol en sangre y saliva es considerada un indicador de estrés
aguda (Mostl y Palme, 2002). Esto hecho queda demostrado en nuestro estudio en el experimento

preliminar en el que se inmovilizaban los animales mediante el freno nasal, considerado un
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procedimiento eficaz para provocar un estrés agudo en cerdas (Becker y cols., 1985). Se ha visto que
la prueba del freno nasal, al provocar un estrés agudo, induce un aumento de los niveles de cortisol
dentro de los primeros 15 min desde el inicio de la sujecidon (Farmer y cols., 1991; Parrot y Lloyd,
1994). Este estudio preliminar tuvo especial relevancia para nosotros ya que nos demostraba que los
niveles de cortisol en saliva se elevan de forma significativa en respuesta al efecto estresante, y que
dichos niveles caian de forma drastica regresando, pasados 15-20 min, a los niveles existentes antes
del estrés. Esta dinamica en los niveles de cortisol se corresponde con el patron de estrés agudo
(Prunier y cols., 2005; von Borell y Ladewig, 1989 ; Neubert y cols., 1996). Los resultados de esta
prueba preliminar fueron de especial ayuda para establecer las pautas de toma de saliva que

deberiamos seguir a largo del estudio.

Nuestros resultados demuestran la existencia de una gran variabilidad en los niveles de
cortisol entre cerdas en la respuesta a las hipotéticas situaciones de estrés durante el manejo
reproductivo, hecho también comprobado anteriormente por Soede y cols. (2007). Asi por ejemplo,
el episodio de manejo reproductivo que mas estrés produce, segun las mediciones de cortisol
obtenidas de las muestras de saliva, es el destete. Este hecho, el estrés que ocasiona el destete en
porcino, ya fue puesto en evidencia con anterioridad (Tsuma y cols., 1995). Esto autores observaron
un aumento significativo de cortisol en plasma en las horas siguientes a la retirada de los lechones,
observando asi mismo un gran variabilidad entre animales. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el presente estudio y demuestran que el estrés provocado por el destete como paso
fundamental en el manejo reproductivo porcino y evaluado en funcién del aumento de cortisol
depende en gran medida del individuo. Esta variabilidad individual en el presente estudio también se
observa en las otras etapas de manejo reproductivo evaluadas, particularmente al inicio del estro y
después de la intervencion laparoscopica. Esta variabilidad individual, que esta relacionada con el
estado metabdlico, salud, edad, diferencia individual, madurez sexual, intensidad y duracion del
estrés y la raza de cerdo (Einarsson y cols., 2008; Wise y sols., 2001), deberia ser tenida en
cuenta cuando se pretende evaluar el estrés que determinadas situaciones de manejo pueden
suponer. Por ejemplo, en nuestro estudio las cerdas fueron distribuidas al azar entre los diferentes
procedimientos de inseminacién, sin embargo aquellas que fueron destinadas a la DUl mostraron
niveles mas elevados de cortisol antes de la primera inseminacién comparado con aquellas otras
destinadas a IIC e llU. Hecho éste totalmente ajeno a la propia inseminacidén, pero que podria

condicionar los resultados obtenidos durante las inseminaciones.

Aunque la principal idea de este trabajo fue hacer un estudio para aclara las incertidumbres

sobre el estrés que se produce durante los distintos procedimientos de inseminacién, entendemos
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que la influencia estresante que pueden ocasionar dichos procedimientos deberia ser
contextualizada en el manejo reproductivo que se hace en las cerdas. Asi por ejemplo pueden existir
diferencias en el estrés que sufran las cerdas primiparas respecto al que puedan sufrir las cerdas
destetadas o incluso las cerdas repetidoras. Aunque esto no ha sido evidenciado en porcino,
estudios en yeguas si demuestran la existencia de diferencias en los niveles de cortisol segun la
condicion reproductiva de las hembras (Berghold y cols., 2007). Por lo tanto en el presente estudio,
ademas de cuantificar los niveles de cortisol durante las inseminaciones, hemos querido también
cuantificar dichos niveles en tiempos antes y después de las mismas, incluyendo desde el destete

hasta después del estro.

Estd bien demostrado que el destete es un momento de estrés para las cerdas,
observandose un aumento significativo de cortisol (Ash y Heap, 1975; Neuton y cols., 1987; Wise y
cols., 2001; Hulten y cols., 2002). El estrés que se produce durante el destete se podria explicar
como un estrés de tipo psicoldgico que se acompanfia con un subida elevacion del nivel cortisol en los
momentos posteriores a la separacion de la cerda de sus lechones, elevacidn respecto a los ya de
por si niveles elevados de cortisol que tiene la cerda durante la lactacion, debido al
amamantamiento de los lechones (Rojkittikhun y cols., 1991). Durante nuestro estudio los niveles de
cortisol el dia del destete fueron mas altos que 24 h después del destete y mdas altos que los
observados al estro y después del estro. Nuestros valores en el momento del destete son
semejantes con los observados por Wise y cols. (2001) y de Ash y Heap (1975). Después de 24 h del
destete el nivel de cortisol desciende, esto se podria explicar por la falta de los factores que
concurren durante el destete y por el hecho que el estrés que se provoca durante el destete es de
tipo agudo, y como se sugiere en distintos trabajos que durante el estrés agudo el nivel de cortisol
vuelve a bajar en pocas horas hacia los niveles normales (Newton y cols., 1987; Tsuma y cols., 1995;

Turner y cols., 1998).

Como hemos comentado los niveles de cortisol descienden 24 h después del destete pero
vuelven a aumentar cuando la cerda entra en estro, situacién que suele ocurrir entre los 3 y 7 dias
después del destete (Soede y cols, 1997). Durante este periodo transitorio entre el destete y el inicio
del estro los niveles de cortisol son muy bajos, los mds bajos obtenidos en este estudio. Niveles que
ademas se caracterizan por ser poco variables entre cerdas. Estos hechos se podrian explicar porque
es probablemente el periodo de tiempo en que las cerdas no experimentan cambios funcionales
relacionados con la reproduccién que exijan su manipulacién. Podriamos decir que se encuentran en
un periodo de espera, por lo tanto podriamos interpretar los niveles de cortisol medimos en este

momento como niveles basales.
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Siguiendo nuestro experimento, los valores de cortisol vuelven a aumentar otra vez durante
el estro. Esto se podria explicar como consecuencia de una supuesta interacciéon entre los ovarios y
las gldndulas adrenales donde se ha visto que el aumento de los estrogenos se acompaifia con el
aumento del cortisol y por el estado de excitacién que tienen las cerdas durante el estro (McGuire y
cols., 1975). Otra explicacién que se les daria el aumento de cortisol durante el estro podria ser por
el efecto del verraco que se usa durante la deteccidn del estro. Se ha visto que la exposicién al
verraco conlleva un aumento de los niveles de cortisol (Newton y cols., 1987). Al terminar el estro
los valores de cortisol vuelvan a bajar, lo cual ya ha sido descrito con anterioridad (Ash y Heap, 1975)
. Esto debido al regreso del animal a condiciones normales de minima manipulacién, donde faltarian
las causas que provocan la elevacién del cortisol y estamos en un estadio de “tranquilidad
fisiologica” donde el nivel de estrégenos es bajo. La hormona que domina el periodo después del
estro es la progesterona, hormona con propiedades anti estresantes tal y como se ha demostrado en

la especie humana (Tarin y cols., 2010).

Aunque existen numerosos estudios sobre los patrones de hormonas como FSH, LH o
estrégenos durante el estro (Razdan y cols., 2002; Lang y cols., 2004) y el efecto que determinados
factores estresantes pueden tener sobre estos patrones, no existe apenas informacion sobre la
dindmica de los niveles de cortisol durante este periodo de estro. En un estudio de Turner y cols.
(1998) se observa que el cortisol se sitia en niveles elevados el primer dia del estro y va
disminuyendo progresivamente hasta el tercer dia. Pero esto no ocurre en el estudio hecho por
Kunavongkrit y cols. (1998), donde se observa un aumento del nivel de cortisol el tercer dia del
estro. Este ultimo patrdn, es decir niveles elevados de cortisol el primer dia del estro, un descenso
durante el segundo dia y una nueva elevaciéon de dichos niveles durante el tercer dia, ha sido
observado también en nuestro estudio, aunque la elevacion en los niveles de cortisol observados en
el tercer dia no diferian de los observados durante el segundo dia. Las razones que explicarian los
cambios en los niveles de cortisol durante el estro no estdn recogidas en los estudios arriba
mencionados, probablemente porque ello no era el objetivo primario del estudio. Hasta donde
nosotros conocemos no existen estudios que expliquen las razones de dichos cambios. En nuestra
opinidn y siempre como hipdtesis no sustentadas en sélidas evidencias, podriamos considerar que
los niveles altos de cortisol observados durante el primer dia del estro estarian relacionados con los
repentinos cambios psicosomaticos que experimentan las cerdas, cambios acompanados por unos
niveles altos de estrégenos (Henricks y cols., 1972; Stanchev vy cols., 1985). El descenso de los
niveles de cortisol durante el segundo dia del estro podria relacionarse porque durante dicho dia en
una importante proporcion de las cerdas se produce o ya se ha producido la ovulacién, con la

consiguiente inversidon del cociente estrégenos/progesterona. En cuanto al ligero, pero evidente,
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incremento del cortisol durante el tercer dia del estro, un patrén similar, con un ligero aumento del
nivel de cortisol después de 36 h del inicio del estro, fue observado por Ash y Heap (1975) y
tendencias semejantes ocurrieron en el estudio hecho por Almond y Dial (1990). Ningun de estos
dos estudios aclara o sugiere las razones de dicho patrdn. Los niveles de cortisol a lo largo de un dia
de estro en la cerda siguen un ritmo circadiano (Almond y Dial, 1990), el cual también ha sido
comprobado en vacas (Lyimo y cols., 2000), y por lo tanto difieren a lo largo del dia. Este hecho no
explicaria los cambios observados en dichos niveles entre dias del estro en nuestro estudio ya que la
toma de las muestras de saliva se realizd en el mismo momento del dia a lo largo de los tres dias de
estro. Entonces, al no existir explicacion de estos cambios y auque pensamos que también podria
estar relacionado con otros cambios hormonales, serian necesarios nuevos estudios que, primero,
confirmaran dicho patrén en un nimero mayor de cerdas y, segundo, evaluaran simultaneamente
otros cambios hormonales buscando posibles relaciones entre dichos cambios y los experimentados

por los niveles de cortisol.

En cuanto al efecto de la inseminacidn sobre los niveles de cortisol en la cerda, apenas existe
un estudio, realizado en Suecia, en el que comparan dichos niveles entre cerdas sometidas a monta
natural y a inseminacién mediante IIC o l1IlU (Norrby vy cols., 2007). En este estudio, el procedimiento
de inseminacién se iniciaba con una fase de estimulacién, bien por el verraco bien por el operario,
que duraba 4 min, para, a continuacién, inserta el catéter y proceder con la inseminacién. Sus
resultados demostraban un incremento de los niveles de cortisol entre los minutos 5 y 10 desde el
inicio del procedimiento de inseminacidon. Tiempo que coincide con el hecho fisico de la
inseminacién propiamente dicha, si tenemos en cuenta que la inseminacion suele durar mas de 5
min (Roca y cols., 2006). En contraste, nosotros no hemos encontrado que la inseminacion via
cervical, independientemente del procedimiento usado, induzca incrementos significativos de los
niveles de cortisol, medidos en ese mismo tiempo de la inseminacion, respecto a las mediciones
realizadas minutos antes de la inseminacidn. Esta diferencia entre los resultados de Norrby y cols.
(2007) y los nuestros podria estar asociada al estimulo realizado antes de la inseminacion
propiamente dicha en el estudio sueco. En este sentido se ha demostrado que el estimulo del
verraco sobre la cerda durante el estro produce en ella un incremento de los niveles de cortisol
(Turner y cols., 1998). Ademas, estos mismos autores suecos indican que los niveles mas elevados de
cortisol los presentan las cerdas que fueron cubiertas por el verraco, lo cual reforzaria nuestra
hipotesis de que el incremento de los niveles de cortisol mds que a la inseminacién serian debidos a
la influencia del estimulo antes y durante la inseminacién. En nuestro estudio, quizas porque no es
costumbre en Espaia, las cerdas no estuvieron sometidas a ningln estimulo antes y durante la

inseminacién. Lo cual nos permitié valorar mas objetivamente el efecto de la inseminacién por via
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cervical sobre los niveles de cortisol. Ademas, en nuestro estudio, las cerdas fueron inseminadas 3
veces a lo largo del estro, y en ninguna de las inseminaciones los niveles de cortisol fueron
superiores a los cuantificados antes y después de cada inseminacién. Incluso, en algunas
inseminaciones, la variabilidad entre cerdas en los niveles de cortisol durante la inseminacioén, fue

menor que antes y después de las inseminaciones.

Las técnicas de inseminacidon en la especie porcina han experimentado un gran avance
tecnoldgico durante los ultimos afios, particularmente por la incorporacién de nuevos
procedimientos de inseminaciéon como la IlU y la DUI. Estos nuevos procedimientos implican una
mayor invasion del tracto reproductivo de la cerda, facilitando la deposicién de los espermatozoides
mas cerca del lugar de fecundacion (Roca y cols., 2006). A pesar de su reconocida eficacia (Vazquez y
cols., 2008), se sigue debatiendo en algunos foros cientificos sobre un posible efecto traumdtico de
dichos procedimientos en la mucosa uterina (Bathgate y cols., 2005). Es plausible que si dichos
procedimientos no se manejan correctamente puedan dafiar el tracto reproductivo, enfatizando la
necesidad de un cierto entrenamiento en su manejo antes de ser empleados (Roca y cols., 2011).
Nuestro estudio pone claramente en evidencia que cuando dichos sistemas son empleados
correctamente no implica un estrés agudo afiadido. Si es verdad que en algunas inseminaciones,
independientemente del procedimiento empleado, se pudo observar al retirar el catéter sangre en
la punta del mismo, en concreto en 4 inseminaciones de las 147 realizadas, indicativo de posible
daino en la mucosa. Hecho éste que implicd, en 3 de las 4 inseminaciones, niveles relativamente
altos de cortisol. Esto se respalda por otros estudios donde los procedimientos con dolencia y
traumaticos se acompafian con un aumento de los niveles de cortisol (Zhou y cols., 1999; Sylvester y
cols., 1998). Sin embargo y a tenor de los resultados de fertilidad, la presencia de sangre en la punta
del catéter y su respuesta en un incremento en los niveles de cortisol no comprometié la fertilidad
en las cerdas. En cualquier caso los niveles de cortisol cuantificados en las muestras de saliva de las
cerdas inseminadas via cervical en nuestro estudio, independientemente del método de
inseminacién utilizado, fueron siempre relativamente bajos y no diferentes de aquellos observados
antes de las inseminaciones. Siendo esto relevante, indicaria que el nivel de estrés que se produce
con estas técnicas es bajo a pesar de que pudieran parecer técnicas de inseminacién traumaticas
para la cerda, particularmente la IlU y la DUI. Demostrar la ausencia de un estrés afiadido es un gran

avance desde el punto de vista del bienestar animal.

El hecho que la inseminacién via cervical, independientemente del procedimiento empleado,
no produzca un estrés afiadido, ademas de explicarse por la ausencia de un efecto traumatico

relevante durante la inseminacién, también podria asociarse a que las cerdas estaban habituadas al
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manejo que implica este tipo de inseminaciones ya que eran multiparas sujetas a un manejo
intensivo y habian sido inseminadas con dichos procedimientos varias veces anteriormente, lo que
implica que las cerdas estaban acostumbradas a dicho manejo y por lo tanto no representaba una
situacidon estresante. Niveles bajos de cortisol durante la inseminacién también han sido

cuantificados con anterioridad en otros estudios (Macalay y cols., 1986; Norrby y cols., 2007).

Ademas de las nuevas técnicas de inseminacién via cervical, en los Ultimos afios se han
desarrollado otras técnicas con la finalidad de poder inseminar con un ndmero reducido o muy
reducido de espermatozoides en la especia porcina. Estas técnicas resultan de gran utilidad cuando
se van a realizar inseminaciones con espermatozoides sometidos s tratamientos biotecnoldgicos
como son la criopreservacién y/o la separacidon de espermatozoides X e Y por citometria de flujo. En
este sentido, la deposicién de un reducido nimero de espermatozoides directamente en el oviducto
y/o cuerno uterino préximo a la union Utero-tubdrica utilizando un procedimiento quirdrgico de
minima invasién como es la laparoscopia ha sido empleado con éxito en la especie porcina (Garcia y
cols., 2007; Vazquez y cols., 2008). Debido a la importancia que este método de inseminacion puede
tener en la aplicacion practica de determinadas biotecnologias espermaticas en produccidn porcina
es necesario, desde nuestro punto de vista, evaluar el efecto estresante que puede representar en
los animales sometidos al mismo. En relacién con el nivel de cortisol durante la inseminacién por
laparoscopia, como en las otras nuevas técnicas de inseminacion, existe una falta de informacion y
estudios especificos sobre este tema. Sin embargo lo que si se sabe, en funcién de estudios
realizados en diferentes especies de mamiferos: porcino, Burpee y cols., 2002; canina, Naitoh y cosl.,
2002, humana, Nguyen y cols. 2002), es que una intervenciéon laparoscdpica produce un nivel de
estrés mas bajo, aunque no significativamente, que el producido por una intervencion de cirugia
abierta (laparotomia). Ademads los autores arriba mencionados describen una disminucién mas
rapida de los niveles de cortisol post-intervencion en los animales operados por laparoscopia
respecto a los sometidos a laparotomia. En nuestra prueba se midié el nivel de cortisol durante las
diferentes etapas necesarias para llevar a cabo la inseminacidn por laparoscopia en cerdas. Asi, se
hicieron determinaciones de niveles de cortisol antes de empezar con la manipulacién del animal,
después de la sedacidn durante la sujecidn con el lazo vy, finalmente, a los aproximadamente 40, 80,
y 120 min después de iniciar el protocolo. Los andlisis de las muestras de saliva realizados en este
experimento mostraron que los niveles mas bajos de cortisol correspondian al momento inicial y al
momento de la inmovilizacion. El relativamente bajo nivel de cortisol observado durante la
inmovilizacién, contrasta con los resultados encontrados en este estudio en la experiencia preliminar
del freno nasal. Este hecho, puede explicarse por que las cerdas estaban sedadas en el momento de

la inmovilizacion. En este sentido hay que destacar que el agente sedante utilizado en este estudio
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es la azaperona, entre cuyas indicaciones de uso se encuentra la inhibicion de estrés (Clutton y cols.,
1998). Por tanto podemos afirmar que, posiblemente, su accién sedativa minimice el efecto
estresante de la fijacion con lazo. También tenemos que tener en cuenta que la fijacidon con lazo, en
esta experiencia, duro menos tiempo que en el experimento del freno nasal y cuyos resultados se

han descrito anteriormente.

Cuando se analizaron los niveles de cortisol en saliva después de la inseminaciéon por
laparoscopia, los resultados mostraron una elevacidn de dichos niveles post-intervencion, a los 40 y
80 min del inicio del protocolo, mientras que a los 120 min los niveles eran similares a los obtenidos
antes de iniciar la laparoscopia. El incremento del nivel de cortisol que ocurre a los 40 y 80 min
podria deberse a que en estos momentos la cerda empieza a recuperarse de la anestesia, y por tanto
a ser mas consciente del dolor. Esta asociacién entre procesos dolorosos y un aumento del cortisol
ha sido descrita por diferentes autores (Gavernik y cols., 1999; Desborough, 2000; Leslie y cols.,
2010). Ademas, este aumento del cortisol podria ser también debido a que en estas etapas de
recuperacion el animal es capaz de recibir estimulos externos a los cuales no es capaz de responder
lo que podria provocar en dicho animal una situacion de ansiedad que contribuyera a aumentar los
niveles del cortisol. En esta linea, el hecho de que los niveles de cortisol a los 120 min disminuyan
podria ser explicado en base a una disminucién en el dolor que siente el animal y a su vez en una
diminucion del estado de ansiedad, ya que en este momento los animales, de forma general, son
capaces de levantarse y responder a los estimulos externos. Estos resultados contrastan con los
descritos por Burpee y cols. (2002) en un estudio realizado en cerdos sometidos a una biopsia
hepatica por laparoscopia. Estos autores describen un periodo de 3 h tras la cirugia para que los
niveles de cortisol empiezan a bajar y un periodo de 24 h par que estos niveles alcancen valores
normales. Estas discrepancias podrian ser debidas a diferencias en las condiciones experimentales
relacionadas con el tipo de animales utilizados, con el protocolo anestésico, con los érganos que se
manipulan durante la laparoscopia y/o con el tiempo de intervencidn. En este sentido la toma de
biopsias de higado podria ser una intervencion mas dolorosa o con una mayor duracién que la
inseminacién intrauterina via laparoscépica, la cual simplemente implica un pinchazo en el oviducto
y/o Utero y no precisa mas de 15 min de intervencidon. Resultados similares describiendo tiempos
largos de recuperacion de los niveles basales de cortisol tras intervenciones por laparoscopia han
sido descritos en la especie canina (Naitoh y cols., 2002). Otro factor que influye en el patrén de
cortisol después de la cirugia, es el tipo del anestésico empleado en la misma. Se ha comprobado
qgue el uso del isoflurano, utilizado en nuestra experiencia, no deriva en niveles altos de cortisol

después de la cirugia (Flezzani y cols., 1986).
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Es ampliamente acepado que el estrés afecta la reproduccion, principalmente el estrés
cronico (Von Borell y cols., 2007; Einarsson y cols., 2008). Especialmente sensible al estrés es el
periodo de tiempo durante el estro, pudiendo afectar al patrén de las hormonas foliculares, a la
fecundacién y a las etapas iniciales del desarrollo embrionario (Barb y cols., 1982; Turner y cols.,
1999b; Einarsson y cols., 2008). Pero para que sus efectos perjudiciales reproductivos sean evidentes
es necesario que la situacion estresante se prolongue en el tiempo, es decir que sea de tipo crdnico
(Turner y cols., 2005). En el presente estudio la manipulacidon aplicada a las cerdas durante las
inseminaciones cervicales no derivd en incrementos significativos de cortisol, por lo que podriamos
decir que no eran situaciones especialmente estresantes y por lo tanto no provocaban ni un estrés
agudo ni crénico. Probablemente ello haya contribuido a los excelentes resultados de fertilidad
alcanzados en las cerdas inseminadas via cervical. En cuanto a las cerdas inseminadas por
laparoscopia, si se apreciaba un significativo incremento en los niveles de cortisol a los 40 y 80 min
de iniciarse el protocolo, niveles que disminuian significativamente a los 120 min. Este patrén en los
niveles de cortisol se corresponde con un estrés agudo, y quizds por ello no tuvo especial

trascendencia sobre la fertilidad de las cerdas.

En un momento social en el que el bienestar animal es un tema prioritario, poniéndose en
duda la inocuidad de ciertas técnicas o procedimientos empleados sobre los animales, tiene especial
relevancia la demostracion de que los procedimientos de inseminacién hoy en dia contemplados
para la especie porcina no vulneran dicho bienestar, entendido en términos de provocar situaciones
estresantes para los animales, cuando son correctamente aplicadas. Hay que reconocer, no
obstante, que un buen uso de estas técnicas es imprescindible para no alterar dicho bienestar, ya
gue una mala aplicacion de las mismas podria ocasionar graves alteraciones funcionales en los

animales.

En resumen, de nuestros resultados se desprende que la cuantificacién de los niveles de
cortisol en saliva es un procedimiento util para valorar el estrés agudo en cerdas reproductoras. En
virtud de los resultados alcanzados, es evidente que el destete es la situacion mas estresante para
las cerdas, incluso superior al estro y a la inseminacién, incluida la realizada por laparoscopia.
Inseminaciones, particularmente las realizadas por via cervical, que no implican cambios sustanciales

en los niveles de cortisol respecto a los que manifiesta la cerda durante el estro.
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CONCLUSIONES

1. El estrés agudo en las cerdas reproductoras puede ser identificado
por la medicidn de los niveles de cortisol en saliva

2. El destete y en menor medida el estro, producen un incremento
notable en los niveles de cortisol en saliva

3. Hay cambio a lo largo del estro en los niveles de cortisol en saliva,
siendo éstos mayores al inicio y final del estro.

4. La inseminacidn por via cervical, independientemente que el

procedimiento empleado sea la intra-cervical, intra-uterina o la uterina profunda,
no modifica los niveles de cortisol en saliva existentes durante el estro

5. El protocolo empleado en la inseminacién laparoscopica provoca un
incremento temporal en los niveles de cortisol en saliva que, sin embargo, no
parecen influir en la fertilidad.
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RESUMEN

RESUMEN

Nuevos procedimientos de inseminacidn han sido incorporados en los programas
de inseminacién artificial en la especie porcina. Dichos procedimientos: inseminacion
intra-uterina (IIU), intra-uterina profunda (DUI) y por laparoscopia (LAP), facilitan la
deposicion de los espermatozoides mas cerca del lugar de fecundacién, no obstante
implican una mayor invasién del tracto reproductivo de la cerda. A pesar de su eficacia y
eficiencia, dicha mayor invasiéon conlleva la posibilidad de que puedan dafiar el tracto
reproductivo y por lo tanto provocar estrés en las cerdas. El presente estudio pretende
aclarar esta disyuntiva evaluando los niveles de cortisol en la saliva, como marcador de
estrés agudo en cerdas (1-6 partos), destetadas e inseminadas (n2= 67) con el
procedimiento tradicional intra-cervical (IIC) y los procedimientos anteriormente
mencionados. Antes de ello, los cambios en los niveles de cortisol en la saliva han sido
evaluados en cerdas desde el destete hasta el final del primer estro post-destete (n= 40),
y aquellos que acontecen a lo largo de los dias del estro (n2 = 84). El andlisis de cortisol se
llev6 a cabo utilizando un inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente en fase solida
(IMMULITE® 1000). Las muestras de saliva se procesar6n por cuadriplicado y los
resultados se expresaron en nmol/L. Los niveles de cortisol el dia del destete fueron mas
altos (P < 0°01) que los observados 24 h después del destete (P < 0’01) y durante y
después del estro. Ademas, el estro provoc6 un incremento (P <0’01) de los niveles de
cortisol respecto a las mediciones realizadas antes y después del mismo. Durante el estro
(3 dias), los niveles de cortisol variarén entre dias (P < 0’01), observandose los mas altos y
mas bajos durante el primer y segundo dia, respectivamente. En cuanto a la influencia de
los procedimientos de inseminacion via cervical (IIC, IIU y DUI), ninguno de ellos modificd
significativamente (P > 0’05) los niveles de cortisol con respecto a los medidos 15 min
antes y 15 min después de cada inseminacién (3 inseminaciones por estro). En relacién a
la inseminacién LAP, el protocolo seguido (sedacién, anestesia, e inseminacion) influyd
significativamente (P < 0’01) en los niveles de cortisol, observandose un incremento de los
mismos en las 2 primeras mediciones realizadas después de la inseminacién (a los 40 y 80
min tras la sedacién). A los 120 min post-sedacion los niveles regresardn a los existentes
antes de iniciarse el protocolo de inseminacién. Todas las cerdas inseminadas via cervical
y 14 de las 18 cerdas (77'78%) inseminadas por LAP quedaron gestantes, no
estableciéndose relacion entre la fertilidad y los niveles de cortisol medidos durante las
inseminaciones. En aquellas inseminaciones realizadas por via cervical en las cuales el
catéter de inseminacion presentaba sangre al retirarlo (en 4 de las 147 inseminaciones),
se cuantificaron niveles altos de cortisol. En virtud de los resultados alcanzados, es
evidente que (1) el destete es un momento estresante para las cerdas, incluso superior al
estro y a la inseminaciéon (incluida la realizada por via laparoscoépica); y que (2) la
inseminacion por via cervical, independientemente del procedimiento utilizado, no genera
un mayor estrés en las cerdas del que ya de per se origina el estro.
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SUMMARY

New procedures of insemination have been incorporated into breeding programs of artificial
insemination in swine. These procedures: intra-uterine insemination (IUI), intra-uterine depth
(DUI) and laparoscopy (LAP), facilitate the deposition of the sperm closer to the site of fertilization,
however involve a greater invasion of the reproductive tract of the sow. Despite its effectiveness
and efficiency, deep invasion might lead to a damage in the reproductive system thus causing stress
in sows. This study aims to clear up this dilemma by evaluating the levels of cortisol, as a marker of
acute stress, in the saliva of weaned sows (1-6 parturition) and sows inseminated (n 2 = 67) by
means of the traditional intra-cervical (IIC) or the previously mentioned procedures. Before that,
the changes in the levels of salivary cortisol in sows from weaning until the end of the first estrus
after weaning (n 2 = 40) and those that occur during the days of estrus (n 2. = 84) were
evaluated. Cortisol analysis was conducted using a chemiluminescent enzyme immunoassay on
solid phase (IMMULITE ® 1000). The samples of saliva were processed in quadruplicate and the
results were expressed in nmol / L. The levels of cortisol in the day of weaning were higher (P
<0.01) than those observed 24 h after weaning, during and after estrus. The estrus increased
significantly the cortisol levels (P <0.01) to values higher than those observed before and after it.
However, cortisol levels varied significantly (P <0.01) between the 3 days of estrus showing the
highest and lowest values during the first and second days, respectively. As for the influence of
cervical insemination procedures via ICI, IUI and DUI, none of them changed significantly (P> 0.05)
the levels of cortisol compared to those measured 15 min before and after each insemination (3
inseminations per estrus).In relation to insemination LAP, the protocol followed (sedation,
anesthesia, and insemination) significantly increased (P <0.01) the cortisol levels in the first 2
measurements realized after insemination (40 and 80 min after sedation). However, 120 min after
the sedation, the levels of cortisol returned to those observed prior to the start of the insemination
procedure. All the sows who were previously inseminated via cervical, and 14 of the 18 (77'78%)
inseminated by LAP were pregnant, however, no relationship was established between the levels of
cortisol measured during insemination and fertility. In the inseminations conducted by via cervical
where the catheter had shown blood withdrawn (in 4 of 147 inseminations), high levels of cortisol
were detected. It s concluded that (1) weaning is a stressful period for sows even more stressful
than the estrus and insemination (including laparoscopy) periods, and that (2) via cervical
insemination, regardless of the procedure used, does not generate a greater stress on sows during

estral period.
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RESUME

De nouvelles procédures d’'inseminations ontété intégrées dans les
programmes d'insémination artificielle chez les porcs. Ces
procédures: insémination intrautérine (I1U), intrautérine profondeur (DUI) et la
laparoscopie (LAP), facilitent le dép6t du sperme dans une zone proche du lieu
de la fécondation, par ailleurs elles conduisent 4 une plus grande invasion
de l'appareil génital de la truie. Malgré son efficacité et son efficience, une
invasion pronfonde de l'appareil reproducteur accroit les possibilités de
son endommagement et par conséquent engendre un stress chez les truies. La
recherche suivante vise a eclaircir cette situation tout en évaluant les niveaux de
cortisol, marqueur du stress aigu chez le porc, present dans la salive des truies
sevrées (1-6 livraisons) et de celles inséminées (2n = 67) par le biais de I’ intra-
cervicale traditionnel (IIC) etdes différentes procédures mentionnées
anterieurement. En amont, les changements de niveaux de cortisol dans la
salive ont été évaluées a partir du sevrage des truies jusqu’ a la fin du premier
oestrus (n2= 40) ainsi que ceux survenus au long des différents jours de
I'oestrus (n °= 84). L'analyse de cortisol s’est realisée en utilisant un dosage
immuno-enzymatique chimioluminescence sur phase solide
(IMMULITE ® 1000). Des échantillons de salive ont été traitées en quatre
exemplaires et les résultats ont été exprimés en nmol / L. Le jour du sevrage, les
niveaux de cortisol examinés ont été plus élevés (P <0,01) que ceux observés 24
h apres le sevrage (P <0,01), pendant et apres l'oestrus. L'oestrus a entrainé une
augmentation (P <0,01) des niveaux de cortisol par rapport aux mesures
relevées avantet aprés ce dernier. Les niveauxde  cortisol ont
varié significativement pendant les 3 jours de l'oestrus (P <0,01) avec
respectivement les valeurs les plus elevées pour le premier et les valeurs les
plus basses pour le second. Aucune des procédures d'insémination cervicale via
ICI, IIU et la DUI, n’ a pu modifier ou influer d’'une maniere significative (p> 0,05)
sur les niveaux decortisol mesurés 15 min avantet 15 min apres
chaque insémination (3 inséminations par oestrus). En ce qui
concerne l'insémination LAP, le protocole suivi (sédation, anesthésie, et
I'insémination) a influencé significativement (P <0,01) surles niveaux de
cortisol, avec une augmentation observée dans les 2 premieres mesures
réalisées apres l'insémination (40 et 80 min aprés la sédation). 120 min apres
la sédation les niveaux ont rejoint ceux observés avant le début du protocole
d'insémination. Toutes les truies inséminées par via cervical, et 14 truies sur
18 truies (77'78%) inséminées par LAP ont été fecondées. Cependant aucun
lien n'a ete établi entre la fécondité et les niveaux de cortisol mesurés lors
del'insémination. En ce qui concernent les inseminations effectuées
par voie cervicale ou le cathéter d'insémination une fois retiré était taché de
sang, (dans 4 des 147inséminations) des niveaux élevés de cortisol ont été
mesurés. A partir des résultats obtenus, il est clair que (1) le sevrage est une
période stressante pour les truieset comparativement plus stressante que
I'oestrus et que l'insémination (compris parlaparoscopie)et (2)que T
insémination cervicale, indépendamment de la procédure utilisée, ne génére
pas un stress aux truies superieur en comparaison de celui causé par I'oestrus.
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