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1. RESUMEN

La gestacion de mellizos es una buena estrategia para incrementar la productividad y la
rentabilidad en la industria ovina. Sin embargo, en la Patagonia chilena, donde se encuentra
la mayor parte de la masa ovina nacional, se evitan las gestaciones melliceras debido a que
estas se asocian a alta mortalidad de recién nacidos y lento crecimiento posnatal, como
resultado del bajo peso al nacimiento de los corderos. El bajo peso al nacer es consecuencia
de una restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), condicion donde el feto no alcanza
su potencial genético de crecimiento y sus principales causas son la subnutricon materna, la
insuficiencia placentaria o la combinacion de ambas. El objetivo de este trabajo fue estudiar
los efectos de la subnutricion materna y la gestacion de mellizos sobre caracteristicas
corporales en los fetos ovinos bajo el manejo productivo habitual de la Patagonia. Para esto,
ovejas de gestacion unica (n=16) y mellicera (n=16) fueron alimentadas con pradera natural
(~70% de los requerimientos) o pradera natural mas suplementacion (~100% de los
requerimientos). A los 140 dias de gestacion fueron sometidas a eutanasia materna y fetal,
tras lo cual los fetos y sus drganos (musculo semitendinoso, corazén, pulmones, glandula
adrenal, higado, rifiones, bazo, intestinos y cerebro) fueron pesados. Adicionalmente se
evalu6 el peso placentario. Los resultados se compararon mediante andlisis de varianza,
donde los factores fijos fueron el nimero de fetos en gestacion (inico o mellizos) y el plano
nutricional (~70 6 ~100% de los requerimientos establecidos por el National Research
Council, NRC), seguido del test post-hoc de Duncan para deteccion de diferencias entre
grupos. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0,05. Tanto la subnutricién
materna como la gestacion mellicera generaron un menor peso corporal fetal a término y un
menor peso absoluto de la mayoria de los organos fetales evaluados. Sin embargo, no
generaron un efecto significativo en sus pesos relativos respecto del peso corporal, con
excepcion de cerebro e higado, evidenciando el desarrollo de una RCIU asimétrica, la que
fue de mayor magnitud en la condicion de mellicera en comparacion con la subnutricion.
Estos resultados confirman la importancia de la nutricion materna en el crecimiento
intrauterino del feto, en especial cuando se gestan mellizos, abriendo nuevas oportunidades
para intervenciones nutricionales en este grupo, posibilitando aumentar el tamafio de la
camada controlando la sobrevivencia neonatal y mejorar de esta manera la eficiencia de
produccion en los sistemas ovinos patagonicos.

Palabras Clave: gestacion mellicera, subnutricion, restriccion del crecimiento intrauterino,
oVvinos.



2. ABSTRACT

Twin gestations is a good strategy to increase productivity and profitability in the sheep
industry. However, in Chilean Patagonia, where most of the national sheep stock is found,
twin pregnancies are avoided because they are associated with high mortality of newborns
and slow postnatal growth, as a result of low weight at birth. Lamb's low birth weight results
from intrauterine growth restriction (IUGR), a condition in which the fetus does not reach its
genetic growth potential. The main causes of [IUGR are maternal undernutrition, placental
insufficiency or a combination of both. The aim of the current study was to assess the effects
of the maternal undernourishment and the twin gestation on body characteristics in near-term
fetuses from sheep pregnancies developed under the usual productive management of
Chilean Patagonia. For this, single- (n = 16) and twin-bearing (n = 16) ewes were fed with
natural pasture (~70% of requirements) or natural pasture plus supplementation (~100% of
requirements). At 140 days of gestation they were subjected to maternal and fetal euthanasia,
after which the fetuses and their organs (semitendinosus muscle, heart, adrenal gland, lungs,
liver, kidneys, spleen, intestines and brain) were weighed. Additionally, the placental weight
was evaluated. The results were compared by analysis of variance, where the fixed effects
were the gestation rank (single or twin) and the nutritional level (~ 70 or ~ 100% of the
requirements established by the National Research Council, NRC), followed by the Duncan
post-hoc test for the detection of differences between groups. Significant differences were
considered when p<0.05. Both the maternal undernourishment and the twin pregnancy
allowed to a lower fetal body weight at term and to a lower absolute weight in most of the
fetal organs. However, they did not show a significant effect on the organ/body weight rate,
except in the cases of brain and liver, evidencing the development of an asymmetric [UGR,
which was of greater magnitude by effect of twin pregnancy in comparison with maternal
undernourishment. These results confirm the importance of maternal nutrition in the
intrauterine fetal growth, mainly in twin-bearing ewes, opening new opportunities for
nutritional interventions in this group, making it possible to increase the litter size, controlling
neonatal survival and thus improving the production efficiency in the Patagonian sheep
systems.

Keywords: twin pregnancy, undernutrition, intrauterine growth restriction, sheep.



3. INTRODUCCION
La produccion ovina es una de las principales actividades econdmicas para la region de
Magallanes y la Antartica Chilena. Esta actividad tiene toda una tradicion en el rubro y forma
parte de su identidad y patrimonio.
Los sistemas productivos predominantes son los de lana y carne de tipo extensivo y una
manera de mejorar la rentabilidad de forma sostenible, es aumentar la prolificidad, lo que no
suele explotarse plenamente dada las caracteristicas del territorio donde se desarrolla,
caracterizado por su pradera natural de muy bajo valor nutritivo, con un corto periodo de
crecimiento activo. Esto implica que, durante periodos nutricionales criticos como la
gestacion, las ovejas no alcanzan a cubrir sus requerimientos, menos aun si se trata de
prefieces dobles, en donde estos son mayores, dando paso a lo denominado restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU) (Gootwine et al., 2007).
La RCIU es una condicion donde el feto no expresa su potencialidad de crecimiento y se
presenta en mayor medida cuando la placenta cobra mayor protagonismo, es decir, en el
ultimo tercio de gestacion, momento donde el feto alcanza 80-85% del peso al nacimiento,
por lo que su presentacion, tanto en prefieces dobles y/o en situacion de subnutricién en
gestacion tardia es altamente frecuente (Sepulveda et al., 2014).
El resultado de una RCIU es el nacimiento de corderos menos vigorosos, con menor
capacidad de realizar comportamientos complejos, mas pequefios y livianos producto de un
alterado desarrollo de organos y tejidos, condiciones que aumentan la morbilidad y
mortalidad perinatal, en comparacioén con sus homologos de gestacion simple (Hatcher et al.,
2014). Esto reduce la expresion de rasgos econdmicamente importantes en la vida adulta de
los corderos, como es la masa muscular, lo que implica que la canal y los cortes primarios
sean mas livianos. Otro aspecto importante, es la alteracion de la ontogenia del crecimiento
y desarrollo de los 6rganos viscerales. Todas estas perturbaciones en el desarrollo visceral
del feto pueden tener implicaciones significativas en crecimiento posnatal y salud de los

adultos (Gao et al., 2009).



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Caracteristicas generales de la produccion ovina en la region de Magallanes

La produccion ovina ha sido el principal rubro productivo en la region de Magallanes y la
Antartica Chilena, el cual ha contribuido fuertemente al desarrollo local (SUBDERE, 2012).
En esta region se concentra mas de la mitad de los ovinos del pais con 2.205.270 cabezas,
segun el ultimo Censo Agropecuario (INE, 2007).

El sistema de produccién ovina predominante es de lana y carne de tipo extensivo,
predominado mas recientemente el interés por la produccion de carne (Lira, 2012).

La produccion ovina se desarrolla sobre pradera natural, que en la estepa patagonica es de
muy bajo valor nutritivo (Lira, 2012), dominada por los coironales de Festuca gracillima
y Mata Verde (Chilliotrichum diffusum), especie endémica de los suelos salobres (Luebert
y Pliscoft, 2006).

La mayoria de los productores manejan una escasa suplementacion alimenticia de los
rebafios en los periodos nutricionales criticos, por ello es fundamental sincronizar el ciclo
productivo anual de la oveja con las variables disponibilidad y calidad de forraje (Hervé,
2013), especialmente durante la gestacion, donde una oveja que gesta un cordero aumenta un
150% sus requerimientos sobre mantencion, mientras que una mellicera lo hace en un 200%

(Osgerby et al., 2002).

4.2 Importancia de tener dos crias por parto

La eficiencia de produccién puede ser definida como el nimero y el peso de corderos
destetados por oveja encastada (Schoenian y Burfening, 1990). Un parto mellicero tiene
mayor productividad que uno simple, debido a un mayor peso total de la camada al
nacimiento y al destete, pero individualmente por cada cria se obtiene un menor peso corporal
(Garcia et al., 2017), lo que afecta negativamente la tasa de sobrevivencia de las crias, siendo
un riesgo para el éxito econdmico de la empresa ovina (Pérez, 2010). Por ello, el aumento
del tamafio de la camada, mejorando la sobrevivencia neonatal, se convierte en un desafio

para aumentar la eficiencia y la rentabilidad del rubro (Gootwine ef al., 2007).



4.3 Incidencia de la gestacion mellicera y la subnutricion materna sobre el peso y
tamaiio fetal del cordero

La funcién placentaria es la principal responsable del crecimiento y desarrollo del feto,
especialmente en el ultimo tercio de gestacion. La porcion placentaria materna se denomina
caruncula y la fetal cotiledon, constituyendo entre ambas las unidades placentarias
denominadas placentomas. El intercambio de nutrientes es dependiente del nimero, el
tamafio (Dwyer et al., 2005) y la superficie vascular de los placentomas (Sales et al., 2016),
por lo que una insuficiencia placentaria, producto de un desarrollo placentario anormal afecta
la transferencia de nutrientes y oxigeno al feto, por lo tanto, su adecuado crecimiento
(Gonzales-Bulnes et al., 2016). El crecimiento y desarrollo fetal, ademés se ve afectado
directamente por la menor disponibilidad de nutrientes en la circulacion materna, en estados
de subnutricion (Gootwine et al., 2007).

Todo lo anterior genera la denominada RCIU, condicion por la cual un feto no expresa su
potencialidad genética de crecimiento (Sepulveda et al., 2014), lo que conduce a la reduccion
del peso al nacimiento de los corderos (Gootwine et al., 2007) y se puede presentar de forma
“simétrica “o “asimétrica”. La RCIU simétrica es una reduccion uniforme del feto y sus
organos, asociada a factores genéticos e infecciosos, mientras que la RCIU asimétrica es la
reduccion del tamafio de algunos 6rganos, conservando el tamafio normal de otros (Gonzales-
Bulnes et al., 2016). Esta condicion es frecuente en prefieces dobles, en donde se genera
competencia de los fetos por limitados nutrientes y oxigeno, y su impacto es ain mayor en
condicion de subnutricion materna (Gootwine et al., 2007).

Si bien en una gestacion doble el nimero de placentomas por feto disminuye, al aumentar el
tamafio de la camada, existe un aumento en el tamafio promedio de los placentomas, seguido
de un aumento en la vascularidad de estos. Sin embargo, la placenta de un mellizo no alcanza
la masa placentaria total que alcanza la de un feto Unico (Dwyer et al., 2005). Segin
Gootwine et al. (2007), el nimero de placentomas por feto disminuye de 70 en gestacion
unica a 40 en mellizos y la tasa de crecimiento fetal durante la ultima parte de la gestacion

se estima en 101 g/dia para mellizos versus 199 g/dia para unicos.

4.4 Efecto peso y tamaiio en la sobrevivencia y crecimiento posnatal del cordero
Una RCIU conduce a una reduccion del peso al nacimiento (Sepulveda et al., 2014) que es

la variable de mayor importancia en la probabilidad de sobrevivencia del cordero. Entre mas



pequeiio es el cordero recién nacido, mayor superficie relativa tiene, perdiendo con mayor
rapidez el calor corporal, imprescindible en el postparto inmediato, sumado a que sus
concentraciones de hormonas tiroideas y reservas de grasa corporal son menores, llevando
a que la cria tenga una reducida vitalidad (Hatcher er al., 2014) y vea limitado su
comportamiento, induciendo demora en el acceso de la ubre y posterior amamantamiento,
siendo mas susceptibles a las inclemencias climaticas y al ataque de depredadores
(Bentancor, 2013; Hatcher et al., 2014).

Muchas veces el desarrollo de patologias en la vida adulta tiene origen en la vida fetal (Cleal
etal.,2007). Asiuna restriccion nutricional en la gestacion tardia, genera una reprogramacion
permanente en el patron de desarrollo de tejidos y sistemas de 6rganos. Dentro de ello, se ha
reportado efectos como la disminucién del peso del higado como también la disminucion del
niamero de receptores de la hormona de crecimiento (GH), que conducen al retardo del
crecimiento del feto. Ademas, se han reportado efectos sobre el desarrollo fetal del bazo,
comprometiendo la inmunocompetencia de la cria (Gao et al., 2009). Otras consecuencias
documentadas son alteraciones estructurales permanentes en pulmones, efecto sobre el
sistema cardiovascular fetal, retraso en el desarrollo fetal del sistema gastrointestinal y
ovarico. Estos cambios alteran el crecimiento postnatal y originan una serie de enfermedades
en la vida posterior como cardiopatia coronaria, hipertension, resistencia a la insulina y

diabetes (Gao et al., 2009).

4.5 Biometria fetal en gestacion doble y subnutricion materna

La subnutricion materna afecta el crecimiento del feto en general, con diferente impacto entre
los diferentes tejidos y 6rganos (Cleal et al., 2007). El peso muscular fetal se reduce, ya sea
por efectos de la gestacion de mellizos, o bien por la subnutricion materna, tanto en
gestaciones Unicas o melliceras (Sales et al., 2013). La reduccion de masa muscular
observada en fetos mellizos en gestacion tardia es el resultado de una reducida hipertrofia
muscular y no del nimero de fibras musculares (Sales et al., 2016).

En fetos mellizos a término, el peso y la concentracion de aminoacidos en el musculo
semitendinoso es menor que el de los provenientes de gestacion unica (McCoard et al., 2000,
Sales et al., 2013). Una situacion similar se presenta en el Longissimus dorsi de corderos de

gestaciones multiples, lo que se mantiene en la etapa posnatal, explicando por qué a los 56
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dias de vida, el Longissimus dorsi de corderos de nacimiento multiple es un 17,4% mas
liviano que en el nacimiento unico (Garcia et al., 2017).

En un estudio realizado por Garcia et al. (2017), los cortes primarios (pierna, cuello, brazo,
torax y abdomen) de los corderos de nacimiento multiple, representaron entre el 80,4 y 86,7%
del peso de los nacimientos Unicos, lo cual coincide con MacCoard et al. (2010), quienes
estudiaron corderos sacrificados a los 73 y 110 dias. En corderos de carne (sacrificados en
promedio a los 142 dias), el peso de la canal en los de nacimiento mellizo representa el 90%
del de nacimiento tnico (McCoard et al.,2010). El retardo en el desarrollo muscular postnatal
se explica, en parte, por el menor peso de la masa muscular al nacimiento, una desventaja
inicial en la composicion de la masa muscular (McCoard et al. 2000, Sales et al. 2013) y por
el nivel de produccién lactea de las ovejas que amamantan dos crias, que, si bien es mayor,
se debe compartir y esto limita el consumo individual de nutrientes (Garcia et al., 2017).

La subnutricion materna en la gestacion tardia también tiene un efecto negativo sobre la
hiperplasia e hipertrofia de los d6rganos viscerales. Como consecuencia, los principales
sistemas organicos presentan menor crecimiento y desarrollo, alterando la proporcion de
algunos d6rganos en relacion al peso corporal (Gao et al., 2009). Esta tiene consecuencias
negativas de mayor magnitud a medida que la subnutricion se vuelve més severa (Gootwine,
2014).

Al comparar o6rganos viscerales de corderos sacrificados inmediatamente después del parto,
provenientes de madres subnutridas, con corderos de madres sin restriccion nutricional, se
observa una disminucion significativa en la relacion proteina:ADN para higado y pulmén, y
también en el contenido de ADN en rifidon, abomaso, yeyuno, pulmoén y bazo. Estos 6rganos
presentan un peso absoluto marcadamente inferior, a excepcion del bazo, que ademas
presenta un menor peso como porcentaje del peso corporal (Gao et al., 2009). Un resultado
distinto se obtiene para el crecimiento cerebral, que en ambas condiciones de subnutricion,
se ve menos afectado que otros drganos (Gootwine, 2014), debido a que el cerebro es un
6rgano de maduracion temprana por lo que tiene alta prioridad para uso de los nutrientes
disponibles en el torrente sanguineo y es menos afectado ante la subnutriciéon materna que

los de maduracion tardia (Gao et al., 2009).
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5. HIPOTESIS
La subnutricion materna reduce la expresion del potencial de crecimiento intrauterino, siendo

esta reduccion, mayor en gestaciones de mellizos que en crias Unicas.

6. OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos de la subnutricion y de la gestacion de mellizos sobre caracteristicas
corporales en los fetos de ovejas, bajo manejo habitual de la region de Magallanes y la

Antértica Chilena.

6.1 Objetivos especificos

1. Cuantificar el efecto de la subnutricion y de la gestacion mellicera sobre el peso fetal.

2. Cuantificar el efecto de la subnutricion y de la gestacion mellicera sobre el peso de los
organos fetales.

3. Analizar el efecto de la subnutricion y de la gestacion mellicera sobre la relacion peso

organo/peso corporal fetal.

7. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental utilizado en la presente memoria fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile
(Certificado 11-2016).

Los protocolos y actividades propuestas en esta seccion se llevaron a cabo en la unidad de
investigacion ovina del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Centro Regional
de Investigacion (CRI) Kampenaike, en la region de Magallanes y la Antértica Chilena, Chile
(Lat 52°36'; Lon 70° 56").

Los animales considerados para este estudio fueron hembras ovinas de la raza Corriedale, de
entre cuatro a seis afios de edad. Durante la temporada reproductiva normal se seleccionaron
desde el rebafio comercial un grupo de 32 ovejas con peso y condicién corporal similares
(2,5-3 en la escala 1-5). Su alimentacion fue a pastoreo. Las pasturas empleadas fueron las
clasicas de la region, constituidas por mata-coirén y se caracterizan por tener en promedio
un 4-6% de proteina cruda (PC) y 2,1 Mcal de energia metabolizable (EM) por kilogramo de

materia seca (Lira, 2012), lo que es semejante a lo descrito previamente por Wernli et al.
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(1977). Se calcula que, por lo tanto, la pradera natural aporta solo un 70% de los
requerimientos nutricionales demandados en la gestacion ovina.

En la mitad de la temporada reproductiva, se indujo la sincronizacion estral y superovulacion,
mediante la administracion de una dosis intramuscular de un analogo de prostaglandina F2a
(PGF2a) (125 pg cloprostenol, Estrumate®: ICI, Macclesfield, U.K.), para primero inducir
la luteolisis de los posibles cuerpos liteos presentes en ese momento, seguido por la
instalacion de un dispositivo intravaginal con 0,3 g de progesterona (Eazi-breed™ CIDR®
G, Pfizer Animal Health; New Zealand), el cual se mantuvo durante 11 dias, para simular el
periodo diestral. Luego de la remocion del dispositivo con progesterona (Dia 0), cada oveja
recibid una inyecciéon intramuscular con 400 UI de gonadotrofina coriénica equina (eCG)
(Novormon 5000, Syntex, Argentina) (Saevre et al., 2010) para inducir la ovulacién multiple.
Las hembras ovinas se encastaron mediante monta natural, utilizando cuatro carneros de
fertilidad probada de la raza Corriedale, a los que diariamente se les pint6 el pecho con una
mezcla de aceite y tierra de color, para marcar a las hembras montadas. El periodo de encaste
fue de cuatro dias y el color de la pintura se cambid diariamente para identificar
correctamente el dia de la monta y posible dia de inicio de la gestacion.

Treinta dias después de las montas, los animales fueron ecografiados para evaluar su tipo de
gestacion (individual o multiple) y registrar el nimero de conceptos presentes.

Seglin el nimero de embriones contenidos en el utero, las hembras gestantes fueron
distribuidas en dos grupos (Unico = U y mellizo = M). A su vez, la mitad de las ovejas de
cada tipo de gestacion fueron alimentadas solo con pradera natural durante toda la gestacion.
La otra mitad se mantuvo en las mismas condiciones, pero se suplementaron con concentrado
comercial (Cosetan Tradicional; Proteina total 17%; Extracto Etéreo 1,7%; FDN 34%; FDA
23% base seca), calculado segun el peso de los animales y la etapa de la gestacion para
satisfacer alrededor del 100% de sus requerimientos establecidos por el National Research
Council para ovejas gestantes (NRC, 1985). De esta forma, se constituyeron cuatro grupos
experimentales: ovejas de gestacion unica, alimentadas s6lo en base a pradera natural (grupo
RU); ovejas de gestacion unica, alimentadas en base a pradera natural, mas suplemento
(grupo CU); ovejas de gestacion mellicera, alimentadas solo en base a pradera natural (grupo
RM); ovejas de gestacion mellicera, alimentadas en base a pradera natural, mas suplemento

(grupo CM).
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Se evalud el peso y la condicion corporal de las ovejas cada 30 dias, para ajustar a
suplementacion de concentrado. El nimero de animales por grupo se estim6 sobre la base de
la variabilidad del peso corporal al nacimiento y considerando un poder estadistico del 95%
y a=0,05 (Freitas de Melo et al., 2015).

Al dia 140 de gestacion, las ovejas fueron sometidas a eutanasia materna y fetal con una
sobredosis endovenosa de tiopental. Tras la eutanasia fetal, éstos fueron exteriorizados,
secados, medidos, sexados y pesados. Adicionalmente, se pesaron por separado los siguientes
organos y tejidos fetales: musculo semitendinoso, corazén, pulmones, glandula adrenal,
higado, rifiones, bazo, intestinos, cerebro.

Adicionalmente se pesaron las placentas, informacién que sumada a la medicion de la

condicidn corporal y peso de las ovejas permitio la evaluacion de la subnutriciéon materna.

7.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos para las variables estudiadas (medidas fetales al nacimiento y pesos de
organos y tejidos) fueron analizados para verificar si se ajustan a una distribucion normal,
mediante la prueba de Shapiro Wilk. Luego estos datos se compararon mediante analisis de
varianza, utilizando el software estadistico SPSS. Las comparaciones a realizar incluyeron
dos factores cruzados: el tipo de gestacion segin el nimero de conceptos (individual y
mellizos) y el nivel nutricional (solo pradera o pradera mas suplementacion), asi como la
interaccion entre estos factores. Se realizaron analisis estadisticos de los pesos de los 6rganos
en forma directa, asi como también de la relacion y peso cerebro/peso higado, como forma
de establecer RCIU (Cox y Marton, 2009). Se consider6 una probabilidad de P < 0,05 para
establecer diferencias estadisticamente significativas. Los resultados son expresados como

medias =+ error estandar de la media.
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8. RESULTADOS

Los resultados generales del presente estudio muestran que el nimero de fetos y el nivel
nutricional ejercen efectos sobre las caracteristicas corporales en ovejas preiadas y sus fetos,
especificamente la condicion de mellicera de las ovejas, la subnutricion materna y la
interaccion entre ambos factores tiende a afectar negativamente el peso fetal, de los 6rganos
fetales y la relacion de algunos 6rganos con el peso corporal fetal.

En la Figura N° 1 se presenta el peso y la condicion corporal de las ovejas que fueron
consideradas en este estudio, entre el dia 44 y 140 de la gestacion. En la Figura N° 1 A se
muestra el peso de las ovejas, donde en el primer periodo gestacional hubo un incremento en
el peso de todas las ovejas, lo cual se prolong6 en el tiempo solo en los grupos de madres
suplementadas, mientras que en las ovejas subnutridas no hubo cambios en el peso hasta el
final de la gestacion, resultando al dia 140 significativamente mas livianas que las ovejas
suplementadas. En la Figura N° 1B se presenta la condicion corporal de las ovejas, la cual en
ovejas suplementadas aumenta en el primer periodo gestacional, mientras que disminuye
levente en las ovejas subnutridas. En los siguientes puntos muestrales la condicion corporal
de estas ultimas sigui6é disminuyendo levente, contrario a las ovejas suplementadas que luego
del incremento inicial no presentaron variacion (dia 77 en adelante), resultando

significativamente mayores.
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Figura N°1: peso (A) y condicion corporal (B) de las ovejas a lo largo de la gestacion.
Asterisco (*) indica diferencia significativa entre grupos alimentados con pradera natural y
pradera natural mas suplementacién en el mismo tiempo muestral. 8 indica diferencia
significativa entre grupos alimentados con pradera natural y pradera natural mads
suplementacion en el mismo tiempo muestral, pero RM y CM son iguales. A indica
diferencia significativa entre grupos alimentados con pradera natural y pradera natural mas
suplementacion en el mismo tiempo muestral y CU tambien presenta diferencia con CM
(p<0,05).

8.1 Efecto de la gestacion mellicera y la subnutricion materna sobre el peso fetal

Se analizo el efecto del nimero de fetos y el nivel nutricional de la madre sobre el peso fetal
a los 140 d de gestacion. Los resultados (Figura N° 2) muestran que la gestacion de mellizos
ejerce un efecto negativo en el peso fetal, disminuyendolo de manera significativa (p<<0,001).
En cuanto a la nutricion, los fetos de las madres alimentadas inicamente con pradera natural
(subnutridas) obtuvieron un peso significativamente menor en relacion con los
suplementados (p=0,025). Sin embargo, la interaccion entre el numero de fetos y la nutricién

no fue significativa (NS).

Feto

- [ Pradera
—— [ Pradera+suplemento

Peso [Kg]
N e L@

Unicos Mellizos

Numero de fetos p= <0,001; Nutricion p=0,025
Numero de fetos x Nutricion p= NS

Figura N°2: Peso fetal en gestacion unica y de mellizos provenientes de madres
alimentadas con pradera natural y pradera natural mas suplementacion.

8.2 Efecto de la gestacion mellicera y la subnutricion materna sobre el peso de organos
fetales.

Se analiz6 el efecto del numero de fetos y el nivel nutricional de la madre sobre el peso de
organos fetales a los 140 d de gestacion. Estos resultados se detallan a continuacion segin su

ubicacion craneo-caudal.
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La Figura N°3 muestra que ninguna de las dos variables estudiadas generd un efecto
estadisticamente significativo sobre el peso cerebral (p>0,05), a diferencia del pulmén
(Figura N° 4), donde se observa que tanto el niimero de fetos como el nivel nutricional
generan efectos sobre el peso de este drgano (p<0,01 y p=0,03, respectivamente), siendo
menor en fetos de gestacion mellicera y en los que provienen de madres subnutridas. Por el
contrario, este no se ve afectado de forma significativa (p>0,05) por la interaccion entre el
namero de fetos y la nutricion. De igual forma existe efecto del nimero de fetos sobre el peso
del corazon fetal (Figura N° 5), donde en fetos de gestacion mellicera, este 6rgano fue
significativamente mas liviano (p<0,01), mientras que el nivel nutricional y su interaccion
con el nimero de fetos no genera efecto estadisticamente significativo (p=0,5 y p>0,05

respectivamente).

Cerebro
601
— J— — [ Pradera
[ Pradera+suplemento

E 40
(=]
7]
-]
o 20

0 — -

Unicos Mellizos

Numero de fetos p= NS; Nutricion p= NS
Numero de fetos x Nutricion p= NS

Figura N°3: Peso del cerebro de fetos unicos y mellizos provenientes de madres alimentadas
con pradera natural y pradera natural mas suplementacion.
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Pulmoén Corazon
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Unicos Mellizos
Numero de fetos p= <0,01; Nutricion p=0,5
Numero de fetos p= <0,01; Nutricion p= 0,03 Numero de fetos x Nutricion p= NS
Numero de fetos x Nutricion p= NS
Figura N°4: Peso del pulmén de fetos Figura N°5: Peso del corazén de fetos
unicos y mellizos provenientes de madres unicos 'y mellizos provenientes de madres
alimentadas con pradera natural y pradera alimentadas con praderq natural y pradera
natural mas suplementacion. natural més suplementacion.

Dentro de los 6rganos del sistema gastrointestinal, el peso del higado (Figura N°6) fue
significativamente menor, tanto por el efecto de la gestacion mellicera como por la
subnutricién materna (p<0,01 y p=0,05, respectivamente), sin afectarse por la interaccion
entre ambos factores (p>0,05). Mientras que el intestino (Figura N°7) es uno de los dos
organos de este estudio que no vio afectado su peso de forma significativa por ninguna de las
tres variables.

Respecto al bazo y la glandula adrenal (Figura N° 8 y 9), se observa que en ambos, el peso
es significativamente menor en gestacion de mellizos (p<0,01), mientras que la subnutricién
de las madres Uinicamente generd un peso significativamente menor en glandula adrenal
(p=0,01), no asi en bazo. La interaccion entre el nuimero de fetos y la nutricion no evidencia

un efecto significativo (p>0,05) sobre el peso de ambos érganos.
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Figura N°6: Peso del higado de fetos
unicos y mellizos provenientes de madres
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Figura N°7: Peso del intestino de fetos
unicos y mellizos provenientes de madres

alimentadas con pradera natural y pradera
natural mas suplementacion.

alimentadas con pradera natural y pradera
natural mas suplementacion.

Bazo Glandula Adrenal
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Numero de fetos x Nutricion p= NS

Figura N°9: Peso de la glandula adrenal de
fetos unicos y mellizos provenientes de
madres alimentadas con pradera natural y
pradera natural mas suplementacion.

Figura N°8: Peso del bazo de fetos unicos
y mellizos provenientes de madres
alimentadas con pradera natural y pradera
natural mas suplementacion.

Como muestra la Figura N° 10 y 11, la gestacion de mellizos se asocié con una disminucion
del peso, tanto de rifion derecho como del izquierdo, en relacion con los de gestacion tinica
(p<0,01), mientras que el nivel nutricional de las madres no genero6 efecto significativo en
ninguno de los dos 6rganos (NS). En cuanto a la interaccion entre el nimero de fetos y la
nutricion, esta estuvo presente solo en rindn izquierdo (p<0,05). En esta interaccion, se

observa que la suplementacion no genero respuesta en el grupo inico, mientras que si lo hizo
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dentro del grupo de gestacion mellicera, donde el peso de este 6rgano se igual6 al peso renal

del grupo Unico bajo sus dos planos nutricionales.

Rifion derecho

154
[ Pradera
e [ Pradera+suplemento

5 101 —_
0
®
o
o 54

0

Unicos Mellizos

Numero de fetos p= <0,01; Nutricion p= NS
Numero de fetos x Nutricion p= NS

Figura N°10: Peso del rindn derecho de
fetos Uinicos y mellizos provenientes de
madres alimentadas con pradera natural
y pradera natural mas suplementacion.
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Unicos Mellizos

Numero de fetos p= <0,01; Nutricion p= NS
Numero de fetos x Nutricion p= 0,05

*Letras distintas indican diferencia significativa

entre los grupos. Test de Duncan. p< 0,05
Figura N°11: Peso del rifndn izquierdo de
fetos Unicos y mellizos provenientes de
madres alimentadas con pradera natural y
pradera natural mas suplementacion.

En cuanto al peso de la placenta, este se ha medido por oveja y por feto (Figura N°12 y 13),

en ambos casos los resultados senalan que el nimero de fetos tiene un efecto significativo.

El peso placentario por oveja, en gestaciones de mellizos aumentd, mientras que el peso

placentario por feto disminuy6 (p<0,01). El efecto del nivel nutricional sélo alcanz6 el nivel

de significancia cuando fue evaluado por oveja, el que disminuye en animales no

suplementados (p=0,025). No se observd interaccion entre el peso de la placenta con el

namero de fetos o con el nivel nutricional (p>0,05).

Para el musculo semitendinoso (Figura N°

14), se observd un efecto significativo de la

gestacion mellicera, dando origen a un 6rgano mas liviano que su contraparte unico (p<0,01),

mientras que el nivel nutricional y la interaccion del peso del miisculo con el nimero de fetos

no presentarion efectos significativos (p>0,05).

20



Placenta/oveja Placentalfeto

800+ 500+
[ Pradera [ Pradera
— [J Pradera+suplemento 400 T T [3J Pradera+suplemento
600+ - —
2 2300 -
Q 400 —— == 8
2 & 2004
2004
100+
Unicos Mellizos Unicos Mellizos

NUmero de fetos p= <0,001; Nutricion p= 0,025

Ntmero de fetos x Nutricion p= NS Numero de fetos p= <0,001; Nutricion p= NS

Numero de fetos x Nutricion p= NS

Figura N°12: Peso de la placenta por oveja  Figura N°13: Peso de la placenta por feto
de fetos unicos y mellizos provenientes de  de fetos Gnicos y mellizos provenientes de
madres alimentadas con pradera natural y = madres alimentadas con pradera natural y
pradera natural mas suplementacion. pradera natural mas suplementacion.

Finalmente en la relacion cerebro/higado (Figura N°15), el nimero de fetos no mostro6 efecto
significativo sobre esta relacion (p<0,1), contrario al efecto del nivel nutricional, donde en
fetos de madres subnutridas la relacion aumenta significativamente comparada con la de
madres suplementadas nutricionalmente (p=0,02). En cuanto a la interaccion de los dos
tratamientos, esta result6 significativa (p<0,05) y se observa que la relacion fue mayor en los
grupos de gestacion mellicera al compararla con la de gestacion Unica. Ademas, el grupo
mellizos de madres subnutridas presentd una mayor relacion que el grupo mellizos de madres
suplementadas (p<0,05). No se observaron diferencias significativas entre los grupos de

gestacion Unica para ambos planos nutricionales.
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Figura N°14: Peso del musculo Figura N°15: Relacion cerebro/higado de

semitendinoso de fetos tnicos y mellizos fetos Unicos y mellizos provenientes de
provenientes de madres alimentadas con madres alimentadas con pradera natural y
pradera natural y pradera natural mas pradera natural mas suplementacion.
suplementacion.

8.3 Efecto de la gestacion mellicera y la subnutricion materna sobre la relacion peso
organo/peso corporal fetal

Como se muestra en la Tabla N°1, los pesos de los 6rganos expresados como fraccion del
peso corporal fueron similares dentro de los grupos, es decir el peso de los 6rganos fue menor
conforme disminuy6 el peso fetal frente a los dos tratamientos, ya que no hubieron
diferencias significativas, con excepcion del peso cerebral, que en fetos de gestacion
mellicera fue mayor (p<0,001) que en gestacidn Unica, asi como también lo fue en los grupos
de fetos de madres subnutridas (p=0,011). Por otro lado, el tipo de gestacion también tuvo
efecto sobre el peso del higado fetal (%), el cual fue significativamente mayor en los fetos de

gestacion unica (p<0,001).
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Tabla N°1: Efecto de la gestacion mellicera y la subnutricion materna sobre peso de 6rganos

fetales expresados como fraccion del peso corporal.

Peso Unico Unico Mellizos Mellizos Numero Nivel RxN
organo/peso pradera Prad+Supl. pradera Prad+Supl. | de fetos | nutricional
fetal (x100) (R) (N)
Cerebro 125+0,05 | 1,17+0,04 | 1,59+ 0,06 | 1,34+0,04 | <0,001 0,01 0.14
Corazén | 076+0,04 | 0.74+0,03 | 0,73+0,02 | 077£0,02 | 0.89 0.74 0,28
Pulmén 3384024 | 3,62+0,17 | 3.41£0,09 | 3,02+020 | 0,18 0.71 0.14
Higado 2.65+0,09 | 2,62+0,15 | 2.20+0,04 | 2294006 | <0,001 0.68 0,46
Bazo 0,17+0,01 | 0,170,001 | 0,15+0,00 | 0,16+0,00 | 0,15 0.69 298
Intestino | 6.94+0.43 | 720036 | 728048 | 7.07+048 | 085 0.96 664
Gland. adrenal | 0,01 0,00 | 0,01 0,00 | 0,01+0,00 | 0,01£0,00 | 0,09 0.06 0,69
e
fnon 0.28+£0,01 | 0.26=0,00 | 0.29+0,00 | 0284000 | 0,15 0.13 0.54
Derecho
e
fnon 028001 | 025+0,01 | 0.28+0,00 | 027+0,00 | 0,50 0.15 0,22
Izquierdo
Musc.
vse 0,17+0,00 | 0,16=0,01 | 0,16+0,00 | 0,16+0,00 | 0,64 0.39 033
Semitendinoso
Placent
acentapor | o 414046 | 8.98 =045 | 16.46:0.78 | 16,06£0.88 | <0.001 0.82 0.97
oveja
P lacglttj POT 1 9 414046 | 898+0.45 | 823+037 | 857+0,62 | <0,001 0,77 759
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9. DISCUSION

9.1 Efecto de la subnutricion materna y tipo de gestacion sobre peso y condicion
corporal materna.

Las condiciones de pastoreo utilizadas tradicionalmente en la Patagonia tienen un impacto
negativo en el peso vivo y la condicion corporal (CC) de las ovejas gestantes a término, con
una serie de implicancias en el peso y desarrollo de las crias (Lira, 2012).

Los resultados del presente estudio indican que en los grupos suplementados (~100% de los
requerimientos) la CC aumento hasta el dia 77 de gestacion y disminuy6 de manera leve en
los grupos subnutridos (~70% de los requerimientos). Esto se explica, en parte, porque las
ovejas aumentan su ingesta de alimento en esta primera etapa (que ademas conduce al
aumento del peso de las madres), lo cual es una estrategia adaptativa que propicia el depdsito
de reservas energéticas para ser utilizadas cuando sean necesarias en la gestacion tardia
(Newbern y Freemark, 2011) y, si bien los requerimientos nutricionales maternos aumentan
debido a que en este periodo se lleva a cabo la totalidad del desarrollo placentario y la
embriogénesis, estos ain no son maximos, por lo que las ovejas son capaces de suplir las
demandas que exige esta etapa gestacional (Osgerby, ef al.,, 2003). En consecuencia, existe
una mantencion o pérdida leve de la CC en esta etapa. Luego las ovejas suplementadas con
concentrado mostraron un aumento sostenido del peso vivo con el avance de la gestacion,
producto fundamentalmente del aumento sustancial del peso fetal, ya que es en el tltimo
tercio de gestacion los fetos ganan entre el 80-85% de su peso al nacimiento (Sepulveda et
al., 2014), mientras que la CC se mantuvo hasta el fin de la prefiez en gestacion Unica y
presentd una pequefia disminucion en gestacion mellicera. Los valores de CC alcanzados por
estos grupos (2,5 a 3,0) al final de la gestacion son considerados como adecuados para llevar
a término crias con un adecuado peso al nacimiento (Cranston et al., 2017). En contraste, las
ovejas que no fueron suplementadas, mostraron en este ultimo tercio una disminucion del
peso vivo a pesar del aumento en el peso fetal, sugiriendo una movilizacion sustancial de las
reservas corporales maternas, dejando biodisponible una mayor cantidad de glucosa y lipidos
para asi “amortiguar” el déficit de los nutrientes feto-placentarios (Osgerby et al., 2003),
siendo consistente con la disminucion de la CC de estos grupos, lo que evidencia la
incapacidad de la pradera patagénica de esta zona para cubrir los requerimientos

nutricionales de las ovejas en gestacion.
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9.2 Efecto de la subnutricion materna y tipo de gestacion sobre peso placentario y peso
fetal.

Estd ampliamente demostrado que la subnutricion materna tiene un efecto negativo en el
crecimiento fetal, con diferente impacto en tejidos y 6rganos (Cleal et al., 2007), ya que
genera un impedimento en la expresion del potencial genético de crecimiento intrauterino
(RCIU). Esta condicion tiene profundas implicancias para la salud y el bienestar en la vida
postnatal, segun lo que se conoce como “Reprogramacion fetal” (Gluckman y Hanson, 2004).
La RCIU provoca un desarrollo fetal deficiente y la reduccion del peso al nacimiento de los
corderos, asociado a altas tasas de morbilidad y mortalidad perinatal, ya que los corderos
recién nacidos no poseen la madurez fisioldgica para enfrentar el cambio de vida intrauterina
a la extrauterina en el campo (Bentancor, 2013; Hatcher et al., 2014), sobre todo en territorios
con clima adverso como el de Magallanes, ademas altera el crecimiento postnatal, ganancia
diaria de peso entre el nacimiento y destete (De Blasio et al., 2007; McCoard et al., 2010) y
salud de los adultos, ocasionando una serie de consecuencias negativas en la productividad,
que se traducen finalmente en pérdidas econdmicas (McCoard et al., 2010).

El suministro de nutrientes fetales se puede ver comprometido por multiples vias y sus
consecuencias sobre el crecimiento fetal dependeran de la etapa gestacional donde acontezca
y su magnitud (Bocca-Tjeerts et al., 2014). El primer periodo critico es el periconcepcional.
Una restriccion nutricional materna en este momento puede resultar en una RCIU producto
de una insuficiencia placentaria (Cox y Marton, 2009). Esto porque la nutriciéon modifica el
desarrollo placentario que acontece en el primer tercio de gestacion, se forman menos
placentomas por un menor anclaje entre los cotiledones fetales a las cartinculas maternas,
comprometiendo el desarrollo vascular, modificando asi el peso placentario por oveja
(Dwyer et al., 2004 y Van der Linden et al., 2014) que en este estudio fue un 9,39% menor
en los grupos subnutridos. Producto de este desarrollo insuficiente, la placenta es incapaz de
transferir la cantidad necesaria de nutrientes y oxigeno que demanda el feto, afectando su
desarrollo. Por otra parte, el ultimo tercio de gestacion se identifica como el segundo periodo
critico en el crecimiento fetal, donde las demandas nutricionales fetales son mas altas, ya que
en este periodo ocurre la mayor parte de la ganancia de peso fetal y las deficiencias
nutricionales maternas pueden verse reflejadas en el feto con mayor notoriedad (Igwebuike,

2010).
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Una alteracion en el suministro de nutrientes fetales modifica el eje glucosa-insulina-IGF-I,
que media de forma importante el desarrollo del feto. Por una parte, la glucosa promueve el
crecimiento fetal directamente, al proporcionar energia necesaria para el crecimiento de los
tejidos, mientras que la insulina y el IGF-I lo hacen de forma indirecta. La primera
promoviendo la lipogénesis materna y la proliferacion celular en los huesos y tejidos blandos
y, la segunda, influyendo en la transferencia de glucosa y aminoacidos a través de la placenta
con acciéon mitogénica y diferenciadora. Se reporta que entre mayor es la restriccion
nutricional, mas baja es la concentracion de estos sustratos, los cuales tienen una relacion
directa al peso del nacimiento de los corderos (Osgerby et al., 2003). Segun lo anterior era
de esperar que, en nuestro estudio, la subnutricion materna causada por las condiciones
naturales de la pradera patagdnica, tuviera un efecto negativo en el peso fetal a término, el
cual fue un 10% menor que su contraparte suplementada, resultado dado por un desarrollo
placentario insuficiente al inicio de la gestacién y por una menor disponibilidad de nutrientes.
Sabemos que el peso al nacimiento no es unicamente responsabilidad de la nutricion de las
madres, ya que en ovejas Optimamente nutridas este disminuye a medida que aumenta el
tamano de la camada (Freetly y Leymaster, 2004). Nuestros resultados indican que en
gestacion mellicera, el peso de los corderos al nacimiento fue un 15,8% menor que los de
gestacion Unica, lo que esta dentro del rango reportado por distintos autores, que indican que
los fetos mellizos nacen con un peso entre 13 a 20% menor que los tnicos (Gootwine at al.,
2007; Hancock et al., 2012; McCoard et al., 2017).

Por un lado, los fetos mellizos pueden tener una mayor exposicion a las adaptaciones
fisiologicas, neuroendocrinas y metabolicas hechas por la madre en tiempos de nutricion
suboptima. Sin embargo, reciben una mayor agresion nutricional que los fetos tnicos, en
virtud de una mayor proporcion entre el peso feto y el de la placenta (Sepulveda at al., 2014;
Van der Linden et al., 2014). Por esta razon, aunque el peso placentario total en gestacion
mellicera fue un 32,9% mayor que en unicos, cuando se midié por feto sélo alcanzé un
23,3%, el que fue significativamente menor que su contraparte. Esto porque si bien en
gestacion mellicera existe un aumento del tamafio promedio de los placentomas y también
una mayor vascularizacion de estos (Vonnahme ef al., 2008), el nimero de placentomas por
feto es menor ya que cada hembra ovina nace con un nimero maximo de carinculas
disponibles para la formacion de los placentomas, por lo que en gestacion mellicera este

numero fijo se debe compartir y no logran alcanzar el peso placentario de una gestacion unica
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(Dwyer et al.,2005; Van der Linden et al., 2014). Adicionalmente, bajo estas condiciones se
altera el eje somatotrofico, el cual también modifica la funcidn del transporte placentario de
los aminoacidos esenciales y de cadena ramificada hacia el feto, que como se ha observado
en humanos y animales, son sustancialmente mas bajos en los mellizos con RCIU (Bajoria
et al., 2002; Devaskar y Chu, 2016). Estos antecedentes ayudan a explicar por qué el efecto
de gestacion mellicera fue més detrimental que el de la subnutricion materna sobre el peso
de los fetos estudiados.

Tradicionalmente, la RCIU se asocia principalmente a una disminucion de los aportes
nutricionales que llegan al feto y a alteraciones placentarias, sin embargo la hipoxia fetal
también puede ser el evento primario en su patogenia (Bajoria et al., 2002; Soria et al., 2013).
Como se evidencia en estudios realizados por Parraguez et al. (2005; 2006) en rebafios
mantenidos a grandes alturas, donde la exposicion de ovejas gestantes a hipoxia cronica
gener6 una RCIU y por tanto menores pesos al nacimiento de los corderos. No obstante, la
hipoxia fetal no solo tiene origen en la altura. Existe evidencia de que gestaciones multiples
cursan con hipoxemia fetal en ausencia de otras condiciones concomitantes, lo que puede
contribuir, al menos, de manera parcial al desarrollo de una RCIU (Rurak y Bessette, 2013;
Sales et al., 2018), situacion que podria estar exacerbada en las prefieces melliceras bajo
condiciones de subnutricion. Ademas, se describe que la hipoxia se relaciona con el
incremento del estrés oxidativo, el que también afecta el crecimiento y el correcto desarrollo
fetal (Morrison et al., 2008; Parraguez et al., 2011). Este es otro posible mecanismo que

explica el menor peso fetal alcanzado por el grupo de gestacion mellicera subnutridos.

9.3 Efecto de la subnutricion materna y tipo de gestacion sobre peso absoluto y relativo
de o6rganos fetales.

Los trastornos que afectan al embrion al inicio de la gestacion dardn como resultado la
perdida de uno o mas ciclos de division celular, por esta razén cuando las deficiencias
intrauterinas son mas severas, es mas probable que persistan en la vida adulta (Cox y Marto,
2009). Durante el desarrollo fetal, existen 6rganos claves que tienen prioridad en la particion
de nutrientes dado por el mayor gasto cardiaco fetal, para asi asegurar su desarrollo. El 6rgano
con mayor prioridad en todo el desarrollo es el cerebro. Este, al ser un 6rgano de maduracion
temprana, asegura que ante un déficit, los nutrientes seran desviados a su metabolismo a

expensas del tronco, las extremidades y las visceras abdominales; esto es conocido como
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efecto de “ahorro cerebral” (Gao et al., 2014; Gootwine, 2014). Nuestros resultados reflejan
de manera clara lo expuesto, ya que el peso cerebral se mantuvo sin cambios en los cuatro
grupos estudiados, es decir se desarrolld6 de manera normal a pesar de los tratamientos.
Cuando el peso cerebral fue expresado como porcentaje del peso corporal, el valor tanto de
los grupos Unico y Mellizo subnutridos fue mayor que su contraparte suplementada, ya que
en estos grupos el peso fetal, en general fue mas ligero, producto del menor peso de los
organos fetales restantes, contribuyendo al mayor valor del cerebro expresado como
porcentaje del peso corporal.

Si bien el desarrollo del cerebro tiene prioridad ante el resto de los o6rganos fetales, existen
determinados 6rganos que también se ven mas protegidos por el gasto cardiaco fetal, como
es el caso de la glandula adrenal. Lo anterior es un reflejo del eje hipotdlamo-hipofisis-
adrenal que juega un papel central en las adaptaciones fisiologicas, que permiten al feto
sobrevivir al estrés intrauterino prolongado, prepararse y dar inicio a la transicion a la vida
extrauterina (Phillips et al., 1996). De acuerdo con esto, los resultados de este estudio no
fueron los esperados, ya que la subnutricion y la gestacion mellicera hicieron disminuir el
peso de la glandula adrenal de manera significativa, es decir no se garantiz6 su desarrollo
normal, difiriendo de lo reportado por Osgerby et al. (2002), que ante un grado de
desnutricion (30% de los requerimientos) y tiempo de tratamiento similar a nuestro estudio,
no registré6 un cambio significativo como peso absoluto. En gestaciones melliceras se ha
encontrado que las adrenales fetales presentan menores niveles de la enzima limitante para
la biosintesis de IGF-I, IGFII y los receptores de IGF, que son importantes para estimular el
crecimiento de la glandula suprarrenal fetal (Rumbal et al., 2008), lo que permitiria explicar
nuestro resultado, al menos parcialmente. Sin embargo, el efecto de nuestros tratamientos
sobre el peso adrenal absoluto se corrige cuando se ponderaron con los pesos fetales, ya que
la disminucion del peso relativo adrenal no fue significativo ante ninglin tratamiento. Bajo
otros modelos experimentales de RCIU como la carunculectomia previa al encaste (Poudel
et al., 2015) o la embolizacion umbilicoplacentaria desde el dia 120 de gestacion (Cock et
al., 2001), se reporta un aumento en el peso relativo de este 6rgano, lo que indica su
importancia dentro del desarrollo, lo que la vuelve al menos en humanos, sugerente de RCIU
del tipo asimétrica (Cox y Marton, 2009).

En general, el corazén es un 6rgano que también se ve mas protegido por el gasto cardiaco

fetal, ya que el sistema cardiovascular madura mds tempranamente y esta relativamente
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funcional en gestacion tardia (Morrison, 2008). Segtn lo anterior, nuestros resultados indican
que la deficiencia nutricional, no fue suficiente para generar drganos significativamente mas
livianos. Sin embargo, la gestacion mellicera si lo fue, ya que la RCIU asimétrica que se
genera en este ultimo caso es de mayor magnitud, lo cual es coherente con los resultados
obtenidos por Poudel et al. (2015), quienes mediante una insuficiencia placentaria inducida
por carunculectomia previa al encaste, la que se describe de mayor severidad, detectd que, si
bien este 6rgano no sufrid6 cambios en el flujo sanguineo, si tuvo un menor suministro de
oxigeno y glucosa, lo que indujo un retraso en la maduracién de los cardiomiocitos en el feto
de crecimiento restringido generando un menor peso absoluto.

En cuanto al higado, este es el 6rgano que cumple con el mayor nimero de funciones en la
vida adulta. Nuestros resultados indican que es un 6rgano altamente sensible a deficiencias
nutricionales durante el desarrollo fetal, ya que se observd un deterioro significativo en su
peso por efectos de la subnutricion y la gestacion mellicera, lo que concuerda con reportes
previos (Osgerby et al., 2002; Gao et al., 2009; Gao et al., 2014). El menor peso hepatico,
producto de la restriccion nutricional tiene como consecuencia una disminucion en el nimero
de receptores para la hormona del crecimiento (GH), lo que participa en la regulacion de la
distribucion de sustratos durante la adaptacion del feto a la limitacion nutricional (Gao ef al.,
2009). Sin embargo, el mayor efecto fue ocasionado, una vez mas, por la gestacion mellicera,
ya que la drastica disminucion observada en el peso absoluto ocasiond ademas un menor peso
relativo, efecto no generado por la nutricion.

Producto del efecto de ahorro cerebral y la gran sensibilidad del higado frente a la restriccion
de sustratos, la literatura sefiala que el indicador mas util y confiable de RCIU asimétrica es
la relacion cerebro:higado (Cox y Marton, 2009; Gao et al., 2014). Un aumento de esta
relacion significa un menor peso hepatico, lo que refleja la magnitud de la RCIU que
acontece. De acuerdo con esto, nuestros resultados muestran que las madres alimentadas
unicamente con pradera natural desarrollaron fetos con RCIU asimétrica, al igual que los
fetos provenientes de gestacion mellicera, especialmente en los grupos subnutridos donde
esta condicion fue significativamente mas severa. No se ha encontrado literatura donde se
establezcan los valores limites de este indice para afirmar la presencia de RCIU asimétrica
en ovejas. Sin embargo, su sola variacion frente al valor que establece el grupo control
permite saber que esta presente y pensar en medidas estratégicas sobre los grupos mas

afectados. En humanos no hay concenso sobre el rango normal; sin embargo, algunos
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patélogos mencionan que la relacion normal es 2,8:1 y cuando esta es superior a 3 seria
evidencia de RCIU, aunque este valor utilizado para el diagnodstico ha demostrado una muy
baja sensibilidad y especificidad (Cox y Marton, 2009).

En lo referente a pulmodn, se sabe que un determinante importante del crecimiento pulmonar
fetal y la maduracion estructural es el grado en que los pulmones se expanden con el liquido
pulmonar. Este es activamente secretado por el epitelio pulmonar y su tasa de produccion se
ve inhibida por la hipoxemia fetal y la acidemia (Cock ef al., 2001). De acuerdo con esto, era
esperable que la gestacion mellicera tuviese un efecto mayor sobre el peso pulmonar que la
subnutricion materna, producto de la insuficiencia placentaria, a pesar de que ambos
tratamientos alcanzaron significancia. Estos resultados concuerdan con multiples estudios
realizados bajo diferentes modelos de RCIU (Osgerby et al., 2002; Gao et al., 2009; Poudel
et al., 2015 Cock et al., 2001), demostrando que en pulmon, tanto la hipoglicemia como la
hipoxemia, generan un marcado efecto sobre su peso absoluto a término.

Se ha descrito que el sistema renal, al igual que el cardiovascular, estin funcionalmente
maduros en la gestacion tardia, por lo que deficiencias agudas o de baja intensidad no ven
comprometido de inmediato su desarrollo (Morrison, 2008). Sin embargo, cuando las
deficiencias son cronicas o muy intensas, producto del efecto “ahorrador del cerebro”, se
compromete la perfusion renal, generando distintos niveles de atrofia que se reflejan en su
peso (Cock et al., 2001). Lo anterior es consistente con lo observado en en el presente estudio,
donde la subnutricion no fue capaz de alterar el peso de ambos rifiones, pero si la gestacion
mellicera, al ser un efecto de mayor magnitud. En el rifidén izquierdo, la interaccion observada
muestra que la subnutricién solo tuvo un efecto negativo sobe el peso renal en gestacion
mellicera, donde ademas la respuesta a la suplementacion fue lo suficientemente positiva
como para igualar el peso al grupo de gestacion unica.

Una situacion semejante ocurrié en el bazo, el que resultd ser altamente sensible a la
gestacion de mellizos, pero no a la nutricién. No obstante, como en la mayoria de los 6rganos
evaluados (con excepcion del cerebro), graficamente se puede visualizar que la subnutricion
si gener6 una disminucidén en su peso, aunque el modelo de este estudio no lo refleje
estadisticamente, mas ain cuando se sobrepone a una gestacion mellicera. La RCIU durante
el desarrollo tardio del bazo podria influir en la inmunocompetencia de las crias, siendo

responsable en parte de la alta morbilidad y mortalidad neonatal (Gao ef al., 2009).
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Respecto a los resultados obtenidos para el peso de los intestinos, los datos muestran que los
tratamientos estudiados no tuvieron efecto significativo, difiriendo de lo esperado, ya que se
describe como un 6rgano altamente sensible a las deficiencias nutricionales (Gootwine, 2014;
Younozai, 1971). La falta de efecto de la nutricion (al igual que en bazo, corazoén y rifion
derecho) pudo deberse a la adaptacion protectora de la madre a la RCIU, donde las
adaptaciones placentarias y la movilizaciéon de reservas nutricionales maternas serian
suficiente para “amortiguar” este efecto, lo cual es insuficiente en gestaciones melliceras,
donde las deficiencias son mas severas. Sin embargo, gestar dos fetos tampoco fue suficiente
para modificar de manera significativa el peso intestinal, por lo que podriamos atribuir estos
resultados a una mayor variabilidad de esta caracteristica y a un tamafio muestral insuficiente,
ya que producto del dificil manejo de la muestra en terreno y las diferencias de humedad y
contenido intestinal al momento del pesaje, el nimero de intestinos pesados no fue suficiente
para mostrar resultados con significancia estadistica.

En cuanto al peso relativo, corazon, pulmon, adrenales, bazo, rifiones e intestino no
presentaron variacion significativa frente a sus controles, por lo que la redistribucion del
gasto cardiaco fetal desempefia un papel clave en el mantenimiento del crecimiento relativo
e intentar mantener la funcion dptima de estos drganos, a pesar de ejercer efectos sobre sus
pesos absolutos. Sin embargo esta mantencion proporcional de la mayoria de los 6rganos
estudiados no excluye alteraciones estructurales y funcionales profundas, no abordadas en
este estudio, que tengan consecuencias a distintos niveles en la vida postnatal.

En lo que respecta al crecimiento de la musculatura, sabemos que esta tiene una gran
relevancia en etapa fetal ya que cerca del 25 % del peso al nacimiento del cordero
corresponde a musculo esquelético (Forhead et al., 2012), el que consume alrededor del 60%
de la glucosa disponible (Zhu et al., 2006). A pesar de ello, se describe que el musculo es
altamente sensible a las deficiencias nutricionales fetales, producto de una menor prioridad
en la asignacion de nutrientes, comparado con tejidos como cerebro, corazon o higado (Zhu
et al., 2006). La manera en que la subnutricion materna afecta el desarrollo muscular, no solo
esta dada por el nivel, sino también por el momento y la duracion de la restriccion. Hay que
considerar que el crecimiento muscular depende del nimero total de fibras musculares, el
que se establece alrededor del dia 85 de gestacion (Fahey et al., 2005). Luego de este periodo,
el crecimiento estd dado mayormente por la hipertrofia de las fibras musculares ya existentes

(Rehfeldt et al, 2000). Por ello, el menor peso del m. semitendinoso generado ante los
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tratamientos de este estudio, se deberia tanto a una menor hipertrofia como hiperplasia de las
fibras musculares.

Los mecanismos que subyacen a la miogénesis y el crecimiento muscular son complejos y
multifactoriales. Un mecanismo que regula el desarrollo muscular es la via mTOR, que
integra sefiales tanto del suministro de nutrientes maternos como de las demandas de energia
del feto. Esta coordina una serie de vias metabdlicas que regulan la acumulacion de proteinas
musculares y por tanto, la hipertrofia de la miofibra, que en la Gltima etapa gestacional es la
responsable del desarrollo muscular, el cual se encuentra acelerado (Brown, 2014).

El papel de la restriccion de nutrientes maternos en la reduccion de la activacion de mTOR
y el desarrollo del musculo fetal se ha demostrado en fetos ovinos con una restriccion del
50% de los requerimientos nutricionales desde el dia 28 hasta el 78 de la prefiez (Zhu et al.,
2004). Se sabe, ademads, que los aminoacidos (AA) son esenciales para la sintesis de proteinas
musculares. Mas alld de formar los componentes basicos de la proteina, se ha descrito que
algunos aminodcidos (arginina, glutamina, leucina) tienen importantes efectos reguladores
sobre la activacion de la via mTOR Yy la sintesis de proteinas musculares (Wu, 2009; Sales et
al. 2013; Sales et al., 2016).

Los antecedentes anteriores explican el efecto de la limitacion nutricional sobre la masa del
m. semitendinoso que fue un 7,3% menor en los grupos no suplementados. No obstante, este
resultado no alcanz6 nivel de significancia, a diferencia de la gestacion mellicera que
nuevamente tuvo un marcado y significativo efecto, el cual redujo en un 18,9% el peso del
m. semitendinoso. Este resultado ademds de explicarse por la disminucion relativa de
nutrientes fetales en gestacion mellicera, también puede responder al efecto de la hipoxia
fetal producto de una insuficiencia placentaria (Wullschleger et al., 2006), ya que los
sensores de oxigeno como el factor inducible por hipoxia (HIF) y proteina quinasa activada
por AMP (AMPK) podrian desempefiar un papel en la regulacion del crecimiento muscular
fetal, afectando la activacion de mTOR y por lo tanto, el tamafio muscular, como ha sido
reportado en humanos (Cindrova-Davies ef al., 2013). Reforzando esta idea, un estudio
realizado por Sciascia et al. (2010), ha demostrado que efectivamente el musculo
semitendinoso de los gemelos en los tltimos meses del embarazo tiene una menor abundancia
de proteinas de sefializacion mTOR, en comparacidn con los fetos unicos. Otra forma por la
cual hipoxia fetal se puede vincular con un menor desarrollo muscular, es que esta se

considera uno de los estimulos mas potentes que aumenta la expresion de la proteina ligante
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de IGF-1 (IGFBP-1) (Igwebuike, 2010), que regula la accion bioldgica de IGF-1, es decir su
aumento en el plasma fetal disminuye la biodisponibilidad de IGF-1, factor critico para el
crecimiento y el anabolismo musculo esquelético (Osgerby et al., 2002; Brown, 2014).

No hay que olvidar que los eventos que ocurren durante la vida fetal regulan, al menos en
parte, la capacidad de crecimiento muscular postnatal, lo que restringe el rendimiento
productivo del cordero mellizo. Asi lo demuestra McCoard et al., (2010), en un estudio en
que los corderos mellizos obtuvieron un menor peso corporal y del m. semitendinoso al
nacimiento, en comparacion con los ejemplares Unicos, lo cual estuvo de acuerdo con los
hallazgos de Sales ef al. (2014). Segun este ultimo, dichas diferencias persistieron al destete,
y se registro una consistente disminucion en la ganancia diaria de peso postnatal, la que se
mantiene aun cuando los corderos mellizos son criados como Unicos.

La menor masa muscular en individuos RCIU se mantiene incluso después de que se
produzca el crecimiento postnatal compensatorio, ya que este favorece la deposicion grasa 'y
no el desarrollo muscular, dado que la hipertrofia muscular solo puede compensar

parcialmente la limitacion en el nimero de fibras (De Blasio ef al. 2007).

10. CONCLUSIONES

1. La gestacion mellicera y la subnutricion materna crénica, son condiciones que
generan un menor peso fetal a término.

2. Tanto la subnutricién materna como la gestacion mellicera generan un menor peso
absoluto en la mayoria de los o6rganos fetales.

3. La subnutriciéon materna y la gestaciéon mellicera no generan un cambio en el peso
relativo en la mayoria de los 6rganos evaluados, con excepcion de cerebro e higado.

4. En general, la condicion de mellicera genera efectos detrimentales en el crecimeinto

fetal de mayor magintud en comparacion con la subnutricion.
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