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1. INTRODUCCION.

Los efectos de la nutricion durante la gestacion sobre el desarrollo y
crecimiento del feto dependen en gran medida del momento considerado del
periodo de gestacion.

Al inicio de la gestacion, el crecimiento del feto es muy lento y sus
necesidades nutritivas son extremadamente bajas. En general se admite que
durante el primer mes de gestacion, solo niveles de alimentacién extremos, es
decir, excesivamente elevados o demasiado severos, pueden disminuir la
supervivencia embrionaria o retrasar el crecimiento de los fetos

Durante el segundo y tercer mes de gestacion se produce un rapido
crecimiento de la placenta, mientras que el crecimiento del feto sigue siendo
muy pequefio, alcanzando en este momento el 15% de su peso al nacimiento
(Robinson, 1982). Un nivel de alimentacion reducido en este periodo puede
afectar al desarrollo placentario o indirectamente al peso de los fetos,
especialmente en ovejas con condicion corporal baja en la encarnerada y en
corderas de recria gestantes.

Durante el dltimo tercio de la gestacidén el crecimiento del feto es mas
rapido, su peso asciende a un 85% del peso al nacimiento (Robinson et al.,
1977). Las necesidades nutritivas aumentan considerablemente como
consecuencia del crecimiento y desarrollo del Utero gravido (feto, anexos fetales
y utero), desarrollo mamario y aumentos en la produccion de calor que se
producen en un animal gestante. En esta etapa de la gestacion, la alimentacion
materna ejerce una gran influencia sobre el desarrollo del feto y por lo tanto,
sobre el peso de los corderos al nacimiento.

La concentracion de glucosa sanguinea en ovejas (reservas de glucosa
materna), durante el Ultimo tercio de la gestacion es el factor mas importante
para conseguir un optimo desarrollo del feto y evitar la aparicion de toxemia de
la gestacion.

Al final de la gestacion, una subalimentacion disminuye el flujo sanguineo
al utero, la concentracion fetal de insulina e IGF-1, y perjudica el crecimiento y
desarrollo del producto. Estos eventos traen consecuencias a corto y largo
plazo. Se destaca que los corderos que nacen con peso reducido tienen peor



indice de supervivencia que los corderos que nacen con un peso adecuado
provocando un aumento en la mortalidad neonatal. (Jimeno et al.,1997).

Conviene recordar, en primer lugar, que el crecimiento fetal aparece
condicionado por el tamafio de la placenta, hecho evidente a la vista de las
principales funciones de la misma. Por un lado, la funcién de la placenta es
afianzar el intercambio de nutrientes maternales y de metabolitos fetales en la
circulacion sanguinea materno-fetal, y por otro, la sintesis y secrecién de
hormonas entre las que destaca el lactdgeno placentario, encargado de las
adaptaciones metabdlicas en los tejidos maternales que aseguran la llegada de
nutrientes a los fetos (Bell, 1999).

Desde el punto de vista del crecimiento fetal las necesidades alimenticias
durante la gestaciéon media no son especialmente altas, bastando con que las
ovejas reciban el equivalente a las necesidades de mantenimiento o
permitiendo incluso ligeras pérdidas de peso corporal (hasta un 5%) sin que ello
ocasione ningun perjuicio en cuanto al tamafio de la placenta o de los fetos,
siempre y cuando estemos hablando de ovejas que o bien han afrontado la
encarnerada en buena condicion corporal, o bien pueden compensar dichas
pérdidas de peso disponiendo del pertinente nivel de alimentacion durante la
fase final de la gestacion.

Por otro lado, sub alimentaciones severas que alrededor del dia 90 de la
gestacion elevan las pérdidas de peso del 5% al 10%, pueden originar
reducciones del tamafio de la placenta y del feto de hasta un 30% y un 10%
respectivamente, reducciones que dificimente pueden ser compensadas
incluso elevando el nivel de alimentacién al final de la gestacion (Robinson,
1982).

Sin embargo, resultados recientes ponen en discusion los efectos de la
sub nutricibn materna en estadios tempranos de la gestacion, y abren un
cuestionamiento a los viejos paradigmas y las recomendaciones que de ellos se
desprenden.

Es asi, que los ultimos afios se ha demostrado la importancia de la
alimentacién materna en la etapa intrauterina de los individuos, la que provoca
cambios en la programacion fetal. El concepto de programacion fetal, concepto
reciente, fue desarrollado originalmente para explicar variaciones en la



susceptibilidad a enfermedades en humanos (Engelbregt et al., 2000), pero el
uso de especies animales como modelo experimental (una de las mas utilizadas
es ovis aries) ha llevado a ampliar los conocimientos en el campo de la
produccién animal. Barker et al., (1995), denominé programacion fetal a esas
alteraciones permanentes de procesos de desarrollo y hemostéasis.

El crecimiento y desarrollo fetal son dependientes del ambiente
nutricional, hormonal y metabdlico que le provee la madre. Sus efectos durante
la vida prenatal y postnatal temprana puede tener una profunda y persistente
influencia sobre los resultados relacionados a la composicion corporal, funcion
neuroendocrina, y tolerancia a glucosa. Cualquier disturbio en esos ambientes
puede modificar el desarrollo temprano del feto, llevando a enfermedades en la
vida adulta. Algunos de esos cambios en etapas tempranas pueden producir
patologias serias en humanos. (Holmang et al., 2001; Barker, 1995; Robinson et
al., 1999; Symonds et al., 2001)

En ovinos se ha observado que la sub alimentacion durante la vida intra-
uterina disminuye el desarrollo y nimero de los foliculos de la piel y por lo tanto
afecta la produccion y calidad de lana en los adultos (Kelly et al.,1992).
También se ve afectada la formacion del masculo esquélito y por la tanto la
produccién y calidad de carne pueden verse comprometidas (Greenwood et al.,
1998). También la sub nutricion materna influye en la capacidad reproductiva de
su descendencia. Rae et al. (2001) observaron una disminucién del peso de los
ovarios y un menor namero de foliculos en corderas hijas de madres sub-
alimentadas, mientras que Bielli et al. (2002) observaron una disminucion del
namero de células de Sertoli en corderos nacidos de madres sometidas a
restriccion energética.

Si bien son conocido los efectos detrimentales de la sub-alimentacion de
las madres gestantes sobre el desarrollo fetal, los mecanismos y sefales
involucrados en ese proceso siguen siendo tema de investigacion y de
generacion de hipotesis. Recientemente, a las hormonas metabdlicas como la
Insulina, IGF1, y hormona de crecimiento, se afiadid la hormona leptina,
decubierta hace menos de 10 afios y sintetizada por los adipositos. Este
descubrimiento ha generado grandes expectativas ya que por primera vez se
conoce que los adipositos, no solo son capatadores de sefiales sino que ellos
mismas sintetizan una sefial, concretamente una hormona proteica, y que
informa del estado de las reservas corporales al Sistema Nervioso Central
(Carrascosa, 2003).



Los objetivos del presente trabajo fueron realizar una revision
bibliografica sobre la hormona leptina que sirviera como base para una
publicacion docente, e investigar los efectos de la subnutricibn energética a
partir de la mitad de la gestacion de ovejas Merino sobre las caracteristicas
morfologicas y metabolicas de sus crias al nacer y a las 48 horas de vida,
priorizando el posible rol de las concentraciones de leptina.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

En los ultimos afios se ha ido descubriendo que diversas hormonas y
factores controlan el consumo voluntario y el peso corporal.

Por ello, hoy podemos hablar de la existencia de sustancias hormonales,
con caracter anorexigénico, es decir, favorecedoras de la pérdida del apetito y
de la pérdida de peso, tales como la leptina, CRH (hormona liberadora de
corticotropina), CART (Transcrito regulado por cocaina-anfetamina), urocortina,
péptido 1 tipo glucagon, oxitocina, neurotensina y melanocortinas (MCH), como
la hormona estimulante de melanocitos (alfa-MSH).

Por el contrario, otras hormonas o péptidos orexigénicos estimulan el
apetito y el incremento de peso como la grelina, neuropeptido Y (NPY), orexinas
Ay B, hipocretina 1 y 2 o galanina. También son reguladoras otras sustancias
como las proteinas desacopladoras (UCP), la bombesina (BN) e insulina.

La expectativa despertada por el descubrimiento de la hormona leptina,
descubierta por Friedman et al., en 1994, de la Universidad de Rockefeller, fue
muy grande ya que esta hormona es sintetizada en el tejido graso y actta en el
hipotalamo disminuyendo el apetito.

Durante la vida adulta, las concentraciones de leptina y la abundancia de
leptina ARNm en el tejido adiposo se correlacionan positivamente con el peso
corporal y la adiposidad, y esas concentraciones son alteradas a largo plazo por
cambios en el consumo de alimento en roedores, humanos y ovejas. (Maffei et
al., 1995; Kolaczynski et al., 1996; Moinat et al., 1995; Bocquier et al., 1998;
Delavaud et al., 2000; Trayhurn et al., 1995)

La mayor fuente de informacién sobre leptina ha sido desarrollada
utilizando como modelo roedores (rata y raton) y humanos. Fue recién en 1998
que Ji et al clonaron parcialmente el gen leptina en rumiantes.



2.1 ANTECEDENTES

Hace mas de cuatro décadas, Kennedy (1953) propuso la existencia de
un mecanismo de regulacion de la grasa corporal por medio de una sefial
producida por los mismos adipocitos.

En 1978 los estudios de Coleman y casi diez afios mas tarde de Hervey y
colaboradores, detectaron la presencia de un factor circulante que regulaba la
magnitud de los depdsitos corporales de grasa y el balance energético.

En diciembre de 1994, el equipo de Friedman y colaboradores,
investigador de Hughes en la Universidad Rockefeller, en Nueva York, clono
exitosamente el gen OB (obesidad) en el raton y su homoélogo humano e
identific6 su producto proteico: la hormona leptina. Este descubrimiento
constituyé uno de los mas importantes avances en la investigacion de la
fisiopatologia de la obesidad

En 1995, Tartaglia y col publican sus resultados sobre los estudios de los
receptores de leptina. A partir de ese momento las publicaciones sobre la
hormona leptina se han ido multiplicando en la literatura internaciona.

El nombre de leptina deriva de la raiz griega “leptos” que significa
delgado (Halaas et al., 1995), lo que se debe a su evidente funcion en el control
del peso corporal a través de la regulaciéon del apetito y la termogénesis. En
condiciones normales cuando se produce un aumento de grasa en el
organismo, la leptina actia sobre el hipotdlamo para disminuir el apetito y
aumentar el metabolismo basal. En las personas obesas aumenta la secrecion
de leptina llegando a alcanzarse valores cuatro veces mayores que en los no
obesos, lo cual refleja un estado de resistencia a la leptina (Tierney, 2000).

2.2 EL GEN OB.

Friedman y colaboradores, en 1986 comenzaron con el estudio de la
obesidad, y el modelo que eligieron fue el raton.

Los ratones ob (obese) y los ratones db (diabetes) pesan tres veces mas
de lo que pesa un ratén normal y acumulan cinco veces mas cantidad de grasas



en el cuerpo que lo normal. Durante casi ocho afios de complicada
experimentacion genética, Friedman y sus colegas proporcionaron la primera
idea sobre el sistema biolégico que controla el consumo de alimento y el
metabolismo de grasas, y demostraron que los ratones ob y db reflejan dos
aspectos del mismo sistema bioldgico.

Estos autores han identificado, aislado y clonado el gen ob en ratones, es
decir, el gen cuya mutacion es responsable de la obesidad severa hereditaria
de esos animales. El gen se encuentra en un segmento de 650 kilobases del
cromosoma 6 de los ratones, y posee la informacién para codificar la sintesis de
una proteina de 167 aminoacidos, que se ha comprobado se expresa (se
sintetiza) precisamente en el tejido adiposo. A partir de este momento se hizo
evidente la existencia de la hipotética hormona de la saciedad (Hamann y
Matthaei, 1996)

Los ratones ob engordaban porque carecen de un solo gen: el gen ob.
Este gen, que normalmente esta activo en las células adiposas, produce una
proteina que a través de la circulacion sanguinea llega hasta el cerebro
provocando la saciedad. Friedman llamé al producto del gen faltante leptina.

Los ratones db carecen de un gen que contiene las instrucciones para
producir el receptor de la leptina -antena bioquimica que recibe la sefial de la
leptina proveniente de las células adiposas-. Es decir, el cerebro de los ratones
db no puede recibir el mensaje enviado por las células adiposas de reducir el
consumo de alimento.

Por otra parte, aunque la biologia del sistema es extremadamente
compleja y aun queda mucho por dilucidar, hoy podemos decir que la leptina
parece desempefiar un papel critico en la biologia cotidiana. Cuando el volumen
de grasa disminuye el nivel de leptina cae, aumentando el deseo de comer.
Luego de ingerir gran cantidad de alimento, el nivel de leptina aumenta,
originando una sefial para disminuir la ingesta. Ademéas de modular el consumo
de comida y de gasto energético, la leptina afecta también la fertilidad, el
mantenimiento de la temperatura y el metabolismo de grasas y de glucosa.

Sin duda, uno de los aspectos mas interesante de la investigacion
desarrollada por Friedman y colaboradores fue el descubrimiento de un gen
humano que se corresponde al gen de la leptina del raton.



Los datos preliminares evidencian que en los humanos ese gen también
existe y que presenta una homologia del 84% al del raton y 83% al de la rata, lo
gue hizo sospechar que la obesidad humana podia deberse a la ausencia de la
hormona de la saciedad, como habia sido demostrado en ratones.

2.3 LEPTINA
2.3.1 ESTRUCTURA QUIMICA

La leptina es una hormona proteica formada por 167 AA (Carrascosa y
Yeste, 1999; Maffei et al., 1995; Housekneebt et al., 1998; Hamann y Matthaei,
1996; Zhang et al., 1994). Sin embargo, estudios mas recientes identificaron
gue la leptina es una hormona de 146 aminoacidos producida a partir de un
precursor de 167 aminoacidos, con una secuencia sefal de 21 aminoacidos que
se escinde antes de que la leptina pase a la sangre (Simon y Del Barrio, 2002).

Los primeros 21 aminodacidos del precursor se separan, dando origen a la
leptina activa a partir del aminoacido 22 y hasta el 167. (Figura N° 1)

La proteina activa, de 146 aminoacidos, tiene un peso molecular de 16
KD y posee una estructura terciaria similar a la estructura de las citoquininas
clasicas de hélice larga, como la interleukina 2. (Madej et al., 1995)

La molécula contiene un enlace
disulfuro intercadena, que al parecer es
necesario para su actividad biolégica. Su
estructura es muy similar en las distintas
especies,

Es codificada por el gen ob y se
encuentra en la circulacibn sanguinea
en forma libre y ligada a proteinas
ligadoras. Su vida media en suero
sanguineo es de aproximadamente 25
minutos en el caso de la hormona endégena y de 90 minutos para la exdégena.
Su eliminacién se lleva a cabo principalmente por via renal. (Cumin et al., 1996;
Tierney, 2000; Mockus, 2001; Zhang, 1997)

Figura 1. Estructura de la leptina




2.3.2 TEJIDOS PRODUCTORES DE LEPTINA

A pesar de que durante los 3 afios siguientes a la identificacion de la
leptina se penso que soélo se producia en el tejido adiposo, estudios realizados
tanto in vivo como in vitro, han demostrado que tiene diversos origenes.

Esta hormona es secretada a la sangre principalmente por el tejido
adiposo blanco (Schwartz et al., 1996) y en menor medida por el tejido adiposo
marrdn (en este dltimo la concentracion de ARNm leptina es abundante, siendo
aproximadamente el 40% de lo que hay en la grasa blanca), el estbmago, las
células del higado, musculo esquelético, células epiteliales de la glandula
mamaria y tejido fetal.

También es sintetizada tanto por las células trofoblasticas placentarias
como por las del amnios y es secretada a la circulacion materna, por lo que su
concentracion en el plasma se eleva durante la gestacién normal, sobre todo en
el segundo y tercer trimestres en humanos (Sagawa, 1997; Simén y Del Barrio,
2002; Hamann y Matthaei, 1996; Senaris et al., 1997; Bado et al., 1998; Wang
et al., 1998; Smith-Kirwin et al., 1998; Morash et al., 1999; Jin et al., 1999;
Hoggard et al., 1997, 2000; Masuzaki et al., 1997) y en ovejas (Ehrhardt et al.,
2001)

La expresion del gen Leptina es relativamente elevada en la placenta
humana (Masuzaki et al., 1997) y también se detecta en la placenta de roedores
(Hoggard et al., 1997).

Bado et al., (1998) detectaron la produccion de leptina en las células de
las glandulas fundicas del estbmago, cuya secrecién esta inhibida por diversos
factores como son la ingesta o la administracion intraperitoneal de CCK
(colecistoquinina) y gastrina, originando un aumento colateral de los niveles
plasméticos.
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2.3.3 RECEPTORES

Para poder realizar sus funciones la leptina, como toda hormona, debe
unirse a sus receptores especificos, localizados en las membranas de sus
células blanco.

También se ha postulado que los receptores de Leptina estan
involucrados en el transporte unidireccional de la hormona desde la sangre al
fluido cerebroespinal. Se especuld que este sistema de transporte utiliza una de
las cortas formas de receptor de la leptina para translocarla (Banks et al., 1996)
mientras que el receptor funcional pertenece a la forma larga (Simén y Del
Barrio 2002).

2.3.3.1 Estructura

El receptor de la leptina (Ob-R) es un receptor de membrana, identificado
en 1995 por Tartaglia y colaboradores utilizando leptina marcada. Estos
investigadores demostraron su existencia en los plexos coroideos del ratén.
Posteriormente se identificaron por lo menos 6 isoformas de estos receptores
(Chua et al., 1996; Lee et al., 1996; Wang et al., 1998).

El Ob-R consiste en una proteina de membrana homadloga al receptor de
la familia de las citoquininas clase 1, incluyendo receptores para el interferon y
la hormona del crecimiento. (Carrascosa y Yeste, 1999; Auwerx y Staels,1998;
Housekneebt et al., 1998; Ceddia et al., 1998; Sharma y Considine, 1998;
Tartaglia, 1995, 1997)

Existen multiples formas del receptor, tanto en ratas como en humanos,
incluyendo formas cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf) como largas
(Ob-RDb) (Bjorbaek et al., 1997; Ghilardi et al., 1996; Vaisse et al., 1996).

El receptor de leptina, esquematizado en la Figura 2, estd compuesto por
una zona externa receptora de 816 aminoacidos, un dominio transmembrana de
23 aminoacidos y de un dominio intracelular citoplasmatico de 34 aminoacidos
en la forma corta y, 303 aminoacidos en la forma larga, y es responsable de la
activacion de las sefales intracelulares. (Carrascosa y Yeste, 1999; Tartaglia,
1997; Housekneebt et al., 1998; Remesar et al., 1997; Trayhurn et al., 1998;
Bernardis y Bellinger, 1998; Sharma y Considine, 1998)
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OB-Re OB-R,

Figura 2. Formas corta
y larga del OB-R

La forma corta
del receptor (OB-Rs) se
expresa en distintos
tejidos y la forma larga
(OB-R.) predomina en
el  hipotdlamo. Los
Expressed in Expressed predominantly dominios extracelulares

de ambas formas son
idénticos, asi como los dominios transmembrana, radicando la diferencia en los
intracelulares. La similitud en la estructura de los receptores humanos y de rata
son del 78 % para el dominio extracelular y del 71 % para el intracelular
(Tartaglia, 1997).

El lado extracelular del Ob-R (exones 1-15) contiene una region a la que
pueden unirse dos moléculas de leptina, aunque no se conoce la
estequiometria de union de la leptina al receptor. El exdn 16 codifica el dominio
transmembrana del receptor presente en todas las variantes excepto en Ob-Re
(forma soluble). La region implicada en la sefializacion intracelular presenta
diferente tamafo. La isoforma Ob-Rb/Ob-RL, de mayor tamafio, posee todos los
dominios implicados en la sefalizacion intracelular y es capaz de activar
factores de transcripcion tipo STATs (Signal Transducer Activator Transcription)
a través de la proteina- quinasa JAK (Janus Activated Kinase). En efecto, en el
exon 17 se localiza un sitio de unién a JAK capaz de activar a STAT5B. El sitio
de interaccion con STAT viene codificado por el exén 18b y puede unir a STAT1
y 3. (Housekneebt et al., 1998; Remesar et al., 1997; Trayhurn et al., 1998;
Bernardis y Bellinger, 1998; Sharma y Considine, 1998; Bjorbaek et al., 1997;
Ghilardi et al., 1996).

Por lo contrario, las formas cortas de los receptores de leptina (Ob-Ra,
Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf) tienen poca capacidad de activar JAK e incapaces de
activar STAT. Por otra lado, el receptor Ob-Re carece de los dominios
intracelular y transmembrana y cicula como un receptor soluble (Halaas y
Friedman, 1997; Friedman y Halaas, 1998).
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2.3.3.2 Funciones

Las funciones de los receptores Ob-Rb (forma larga) consisten en mediar
las acciones de la leptina a nivel del SNC, mientras que las isoformas cortas
(Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf) se han relacionado con el transporte y
depuramiento de la leptina, con la regulacion del sistema inmune, etc.

La isoforma Ob-Re podria estar implicada en el transporte de leptina a
través de la barrera hematoencefélica, al ser una forma soluble.

La leptina realiza la mayoria de sus efectos metabdlicos mediante la
interaccion con sus receptores especificos localizados en el sistema nervioso
central y en tejidos periféricos. Se ha descrito que cuando la leptina se une al
receptor Ob, éste forma dimeros y transmite la sefial de la leptina a través de
las proteinas JAK a tres transductores de sefial y activadores de la transcripcion
(STAT - 3, 5y 6-) citosdlicas. Después del transporte al interior del ndcleo se
unirdn a los elementos sensibles de los STAT y el DNA, estimulando la
transcripcion de los genes blancos sensibles dentro del genoma de las células
blanco. (Auwerx y Staels, 1998; Simon y Del Barrio, 2002)

leptin

Cytoplasm STATfY l
1 P 'fm'STAT
STATLy )

Figura 3. Efecto de la unién de la leptina a su receptor.
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2.3.3.3 Localizacioén

Ademés de la existencia de receptores de leptina en el cerebro, éstos se
encuentran en organos periféricos, lo que amplia su radio de accién més alla de
ser un factor circulante de saciedad. En el cerebro, aparte de estar presentes en
los plexos coroideos, también se han encontrado en regiones hipotalamicas
como el ndcleo arcuato, regiones para-ventricular y ventro-medial, que estan
implicadas en la regulacién del balance energético y también en el hipocampo,
cerebelo, corteza cerebral y endotelio capilar (Housekneebt et al., 1998;
Remesar et al., 1997, Trayhurn et al.,, 1998; Bernardis y Bellinger, 1998;
Sharma y Considine, 1998)

En cuanto a los tejidos periféricos se encuentran en pulmén y rifion
(Sharma y Considine, 1998), higado (Bernardis y Bellinger, 1998), corteza
adrenal, utero (Cioffi et al., 1997), ovarios (Kieffer et al., 1996; Cioffi et al.,
1996), testiculos (Kieffer et al., 1996; Cioffi et al., 1996), musculo esquelético
(Bernardis y Bellinger, 1998), células hematopoyéticas, tejido adiposo, islotes
pancreaticos y tracto gastrointestinal (Auwerx y Staels, 1998; Simoén y Del
Barrio, 2002; Trayhurn et al., 1999)

La existencia de receptores de leptina en el pancreas sugiere que esta
hormona probablemente regule la liberacion de insulina, en otras palabras,
puede que exista un mecanismo inverso de regulacion entre el pancreas y el
tejido adiposo. Recientemente se establecidé que la leptina inhibe la secrecion
de insulina y actta en contra de la insulina en el higado y en el tejido adiposo
(Bernardis y Bellinger, 1998; Kieffer et al., 1996).

El receptor de leptina ha sido localizado también en los ovarios,
testiculos y endometrio humanos, lo que sugiere que esos 6rganos son, en
realidad, blancos de accion de la leptina, y lo que lleva a la suposicion que la
leptina esta directamente involucrada en la funcion reproductiva. (Cioffi et al.,
1996, 1997).

La leptina puede ejercer accion inmediata en las funciones de esos
organos reproductivos en los humanos. Esta involucrada en la esteroidogenesis
en ovarios normales, particularmente durante el periodo post-ovulatorio (Cioffi et
al., 1996, 1997). Las células de la capa granular del cumulus oophorus son
capaces de tomar y reaccionar con la leptina. Los niveles de esta hormona
aumentan significativamente luego del pico de LH en la ovulacion o la
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administracion de gonadotrofina coribnica humana en caso de ovulacion
inducida. (Cioffi et al., 1997).

2.3.4 FORMA Y CONTROL DE LA SECRECION

La determinacion de leptina en el laboratorio puede realizarse por
radioinmunoandlisis (RIA) especifico o por ensayo inmunoenzimético (ELISA).
Para ello, varios laboratorios han desarrollado un RIA para leptina y validado
para las especies de su interés.

La secrecién de la letpina esta sujeta doble control. Por un lado se observa
un nivel basal que no es sensible a la ingesta y que refleja la adiposidad del
organismo o la condicion corporal. Por otro, la concentracion de la hormona es
sensible a la ingesta y presenta variacion diurna.

El rango de concentracion de leptina en plasma en ovejas es de 1 a 9
ng/ml, similar al rango observado en humanos (Considine et al., 1996). La
leptina plasmatica se correlaciona positivamente con el indice de masa corporal
(IMC) y con el porcentaje de grasa total en humanos y animales (Cabrera, 2000;
Simon y Del Barrio, 2002).

Sin embargo, existen diferencias entre ovejas y humanos que pueden ser
explicadas en parte, por los diferentes patrones de deposicion de grasa que
ocurren en esas especies durante la vida fetal. En fetos de ovejas, la grasa
depositada es de 0,8 gr/Kg de peso corporal fetal por dia, la proporcién de
grasa corporal al término es de 0.3 - 2.0%, y la principal grasa depositada es el
tejido adiposo perirenal el cual se forma a partir de las células de grasa marrén
(Gemmell y Alexander 1978). Esto determina que el cordero sea un animal
magro. En contraste, en los fetos humanos la grasa es depositada a tasas mas
elevadas (3.5 gr/Kg de peso corporal fetal por dia), la proporcion de grasa
corporal al término es de 16% y la grasa subcutanea depositada es a partir de
las células de la grasa blanca (Fowden, 1995).

Estudios en ovejas demostraron que para ambos sexos la concentracion
de leptina depende del contenido de grasa corporal (Considine et al., 1996). Sin
embargo, Blache et al. (2000) encontraron que sélo el 30% en las variaciones
en la concentraciéon de leptina eran explicadas por el espesor de grasa dorsal,
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sugiriendo que otros factores extrinsecos tengan mayor efecto en la secrecion
de dicha hormona.

También hay que tener en cuenta que entre rumiantes y no rumiantes
existen grandes diferencias en los procesos digestivos que determinan
diferentes metabolitos disponibles para su absorcién en el intestino delgado. Es
asi que los no rumiantes tienen una glucemia normal de 1gr/L, mientras que lo
rumiantes este valor es la mitad: 0.5-0.6 gr/L. La fuente de glucosa mas
importante en los rumiantes proviene de su propia neoglucogénesis hepéatica.
Por todo ello, no debe sorprender que el balance energético y sus forma de
control y de comunicacion, presenten diferencias entre especies.

Otro factor que determina los valores de leptina es el sexo. Es asi que las
hembras presentan valores de leptina es sangre mas elevados que los machos
tanto en ovinos como en humanos (Rosenbaum et al., 1996; Landt et al., 1998).

En lo que no hay discusién es en el hecho de que la expresién del gen de
leptina es en parte regulado por la nutriciébn. Probablemente este efecto esté
mediado en parte por la insulina. La expresion de la leptina se incrementa luego
de un pico de secrecién de insulina durante el consumo (Boden et al., 1996;
Kolaczynski et al., 1996; Saladin et al., 1995; Segal et al., 1996). También, se
encontré que la insulina estimula directamente la expresion de leptina por los
adipocitos (McDougald et al., 1995; Rentsch y Chiesi, 1996) y que los niveles de
esta hormona disminuyen en respuesta a deficiencias de insulina e incrementan
en respuesta a tratamientos con la misma (McDougald et al., 1995). Otros
autores (Ovies, 1999) encontraron que existe una correlacién significativa entre
los niveles de leptina plasmaticos y los de insulina basal en individuos
normales, aunque las interacciones entre estas dos hormonas son complejas
existiendo varios aspectos aun por dilucidar.

2.3.4.1 FACTORES REGULADORES DE LA SECRECION.

El regulador mas importante de la secrecion de leptina es el peso
corporal (Robaezyk et al., 1997; Maffei et al., 1995; Housekneebt et al., 1998;
Sinha y Caro, 1998; Rosenbaum et al., 1996; Considine, 1997; Haffner et al.,
1997; Chehab et al.,, 1996; Chapman et al., 1997 ; Roury et al., 1997). Sin
embargo, la existencia de fluctuaciones en valores de leptina en suero, sugieren
que otros factores también estan probablemente regulando la secrecion de
leptina (Sinha y Caro, 1998; Haffner et al., 1997).
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Se sabe que la edad a la pubertad y la raza no afectan los niveles de
esta hormona. (Castracane et al., 1998; Sinha y Caro, 1998).

En general los niveles de leptina en suero estan afectados por factores
nutricionales y hormonales. El ayuno hace disminuir la secrecién de leptina,
(con 24 hrs. de ayuno la leptina disminuye un 30%) y el excesivo consumo
incrementa la secreciéon de leptina, (con 12 hrs. de excesivo consumo la leptina
aumenta un 50%). Los niveles de leptina aumentan mas con dietas ricas en
grasa. (Housekneebt et al., 1998; Trayhurn et al., 1998; Nedvidkova, 1997;
Sinha y Caro, 1998; Nicklas et al., 1997; Bernardis y Bellinger, 1998; Pirwany et
al., 2001; Conings et al., 2001). En ayuno o tras una restriccion calorica, los
niveles de leptina en humanos y roedores caen en mayor proporcién de lo
esperable en funcion de la disminucion de los depésitos grasos (Frederich et al.,
1995; Boden et al.,, 1996; KolaczYnski et al., 1996). Dicha reduccion de los
niveles de leptina causa un aumento del apetito y una disminucién del gasto
energético.

En situaciones de restriccion energética, la composicién de la dieta no
modifica los niveles de leptina y, por tanto, la concentracion sérica aparece mas
estrechamente relacionada con otros factores como el porcentaje de grasa
corporal o el déficit energético (Simon et al., 1999).

La tasa de crecimiento fetal y el peso corporal al nacimiento estan
afectados positivamente por la nutricibn durante la prefiez, Yuen et al (2002)
hipotetizaron que la sintesis y secrecion de leptina podria estar regulada por el
suministro de nutrientes al feto.

La insulina, los glucocorticoides y los estrogenos son reguladores
positivos de la sintesis de leptina, mientras que las catecolaminas a través de
sus receptores beta-adrenérgicos, los androgenos y los &cidos grasos de
cadena larga inhiben su sintesis (Carrascosa y Yeste, 1999; Trayhurn et al.,
1998; Nedvidkova, 1997; Halleux et al., 1998; Remesar et al., 1997).

La insulina tiene un efecto contradictorio en la secrecion de leptina. A
corto plazo, la hiperinsulinemia probablemente no tiene efecto sobre la
secrecion de leptina, mientras que a largo plazo causa incrementos en los
niveles de esta hormona. (Segal et al., 1996; Dagogo-Jack et al., 1996; Withers,
2001; Malmstrom et al., 1996; Utriainen et al., 1996).
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La identificacion de receptores de estrogenos en el tejido adiposo, hace
suponer que ellos estan probablemente involucrados en la secrecion de leptina.
Esta informacion no fue aceptada por todos los autores, ya que algunos
desacreditan el rol de los estrogenos como promotores de la secrecion de
leptina. (Castracane et al., 1998; Rosenbaum et al., 1996; Haffner et al., 1997).

Los andrégenos disminuyen la secrecidon de leptina, lo que en parte
explica el menor nivel de esta hormona en hombres que en mujeres. (Segal et
al., 1996). La administracion de androgenos en hombres hipogonadales
reducen los niveles de leptina en suero. (Lakho y Quereshi, 2001).

Hay acuerdo en la literatura sobre la ausencia de un rol de las
gonadotrofinas en la secrecion de leptina. (Roury et al., 1997).

Por lo que a la fecha los moduladores de la sintesis y secrecion de
leptina incluyen a la insulina, glucocorticoides, consumo de alimentos y el
incremento de grasa corporal como estimulantes de la secrecién de leptina,
mientras que la diabetes, la adrenolectomia, la privacion de alimento, el
ejercicio y la exposicion al frio, disminuyen la sintesis y secrecion de la misma.

2.3.5 ACCION BIOLOGICA

La leptina juega un rol muy importante en la regulacién del consumo
voluntario y el metabolismo, mientras que en el area de la reproduccion su rol
todavia no esta totalmente establecido y varia entre especies. (Hoggard et al.,
1998).

La leptina actla en el SNC a través de un receptor especifico, también
sirve como sefal metabdlica de las areas del cerebro, regulando el apetito vy el
metabolismo es decir, disminuye el consumo voluntario y aumenta la tasa
metabdlica general y los niveles de actividad (Haynes et al., 1998; Hamann y
Matthaei, 1996; Barash et al., 1996).

En efecto, la leptina secretada por los adipocitos, de acuerdo con las
investigaciones mas recientes, circula por la sangre, y actia como una sefial
nutricional que se dirige al SNC, encargandose de modular los mecanismos
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neuroendécrinos que median diversas respuestas adaptativas y de
comportamiento (Ahima et al., 1996; Carro et al., 1997; Legradi et al., 1997).

Es asi que, la leptina, secretada por los adipocitos u otras células hacia
el torrente sanguineo puede: a) atravesar la barrera hematoencefalica en donde
desencadena mecanismos relacionados con la inhibiciobn de la ingesta, la
activacion del gasto energético, la regulacién de diversos procesos metabdlicos
y funciones neuroenddcrinas o b) participar en otras funciones biolégicas como
la angiogénesis, inmunidad, reproduccion, absorcion intestinal, entre otras. (Ver
figura 4)
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Figura 4. Esquema de las principales acciones centrales y periféricas de la
leptina (Modificado de Friedman y Halaas, 1998)

La leptina modifica el metabolismo glucidico. En ratones ob/ob el
tratamiento con leptina disminuye los niveles de glucosa sin modificar los de
insulina y mejora la sensibilidad a la misma, es decir, aumenta la captacion de
glucosa por los tejidos. En un estudio realizado por Ceddia y colaboradores
(1999), concluyeron que en el higado de rata perfundido in situ, la leptina per se
no afecta de forma directa a la glicélisis hepética o a la produccion de glucosa,
pero una concentracion fisiolégica de leptina es capaz de inducir de forma
directa una marcada reduccion en la produccion de glucosa estimulada por
glucagon.
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También, estimula la lipdlisis en el adipocito, manifestando su accién
paracrina. La leptina provoca una modificacion del reparto lipidico en el tejido
muscular, estimula la termogénesis en el tejido adiposo marron y es capaz de
aumentar la sintesis de los acidos grasos en el higado. (Simén y Del Barrio,
2002)

Por otra parte, la leptina constituye una sefial metabdlica fundamental
que modula la secrecion de la hormona del crecimiento (Carro et al., 1997).

La produccion de leptina a nivel de la placenta y del cordén umbilical en
humanos, sugiere que podria actuar como un factor de crecimiento o como una
sefal del estado nutritivo y energético entre la madre y el feto, asegurando un
adecuado aporte nutritivo a este ultimo. (Simén y Del Barrio, 2002).

No hay discusiéon en ninguna de las especies estudiadas hasta ahora, en
qgue la leptina disminuye el consumo voluntario o el apetito, sin embargo los
mecanismos involucrados en esa funcién no estan completamente entendidos.

La principal accién de la leptina es ejercida en el hipotdlamo, donde
inhibe la secrecion del neuropéptido Y (NPY) en las neuronas correspondientes
(Housekneebt et al., 1998; Haynes et al., 1997 ;Rohner-Jeanrenaud vy
Jeanrenaud, 1997 ; Remesar et al., 1997 ; Trayhurn et al., 1998 ; Thomson et
al., 1997 ; Orban et al., 1998 ; Hamann y Matthaei, 1996). En experimentos con
animales obesos se identificaron niveles del NPY més altos que en animales
normales. (Rohner-Jeanrenaud y Jeanrenaud, 1997).

El NPY pertenece a la familia de polipéptidos pancreéticos. Se expresa
en varias regiones del hipotadlamo, donde es sintetizado por neuronas
especificas, y es considerado uno de los neurotrasmisores orexigénico mas
potente. La leptina al inhibir su sintesis provoca una disminucién del apetito.

Desde que el NPY es el estimulante potencial del apetito, un aumento del
nivel del mismo en el hipotalamo, causa hiperinsulinemia y aumenta el nivel de
glucocorticoides, y aparecen las manifestaciones de la obesidad. (Rohner-
Jeanrenaud y Jeanrenaud, 1997; Hamanny Matthaei, 1996)
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En ovejas las restricciones alimenticias incrementan el NPY en el
hipotalamo (Barker-Gibb y Clarke, 1996). Dosis exogenas de leptina en
corderos bien alimentados (dieta de mantenimiento) suprimido el consumo
voluntario (P<0.001), mientras que en corderos subalimentados (62% de los
requerimientos de mantenimiento) no tuvo ningun efecto (P>0.25). (Morrison et
al., 2001; Adam et al., 2003), esto es porque, la adecuada nutricion mantiene
elevada la concentracion de leptina en sangre.

La leptina, también constituye una sefial metabdlica del sistema
reproductivo reflejando el estado de nutricién y reservas de energia. De hecho
actla como un “adipostant”, sefial humoral que lleva informacién respecto a las
reservas de energia y por lo tanto se la ha vinculado a la relacion entre la
funcion reproductiva y el balance energético. (Matthew et al., 1999 ; llona et al.,
1996)

Bajo condiciones de inadecuadas reservas de energia o cuando el
sistema metabdlico esta estresado, los niveles de leptina bajos actian como
una puerta metabdlica para inhibir la actividad del eje reproductivo
neuroenddécrino en ambos sexos. Puede informar al eje reproductivo sobre el
estado nutricional del cuerpo, permitiendo la reproduccién avanzada si las
suficientes reservas metabdlicas estan disponibles, e interrumpiendo la
reproduccion si las reservas son bajas (Barash et al., 1996).

No se ha determinado si la leptina activa el eje reproductivo o sirve como
una sefal permisiva que mantiene la funcion reproductiva cuando sus niveles
circulantes estan sobre el umbral. El estrés metabdlico por una restriccién en la
alimentacién, o por enfermedades metabdlicas o el ejercicio severo, pueden
estar informar al sistema reproductivo a través de una concentracion baja de
leptina, que las condiciones necesarias para una exitosa reproduccion no estan
dadas. (Barash et al., 1996)

Cuando el animal mejora el estado metabdlico, los niveles de leptina
incrementan, el sistema reproductivo se vuelve activo y se restaura la fertilidad.
Sin embargo, el mecanismo por el cual esto es llevado a cabo, no es claro.
(Barash et al., 1996)

Thomas et al., (2001) observaron que ovejas sobrealimentadas durante
la prefiez estaban asociadas a altas concentraciones de leptina cuando se las
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comparaba con animales consumiendo dietas control (dieta de mantenimiento).
Para comprobar esto, a los animales sobrealimentados se les tomaron
muestras de tejido adiposo perirenal en el dia 128 de la gestacion y
efectivamente se observaron altos contenidos de leptina.

Quizas el hecho que desde el principio hizo que se planteara una
asociacion entre la concentracion de la leptina y la fertilidad, provino del propio
modelo: el raton ob-ob. Esta disfuncion cursa entre otras cosas con infertilidad,
la que se restablece luego de administrar leptina exdgena. Ratas en laboratorio
con insuficiencia en leptina exhiben: obesidad, diabetes tipo Il e infertilidad,
también tiene un efecto directo en las gonadas. La administracion de leptina
recombinante causa aumento en la secrecion de GnRH y gonadotrofinas, con
un retorno a los niveles normales de fertilidad. (Weigle, 1997; Wauters et al.,
2001; Orban et al., 1998).

Hay fuertes evidencias que en ratas y humanos las bajas
concentraciones de leptina se asocian en retardos de la pubertad. Que la
leptina sea la primera sefial metabdlica para iniciar el comienzo de la pubertad
es controversial. Es indiscutible, que los niveles adecuados de leptina en
circulacion son esenciales (pero no suficientes) para el desarrollo puberal, y que
el tratamiento con leptina puede revertir el retraso en alcanzar la maduracion
sexual causado por la restriccién de alimento. (Cheung et al., 1997).

El proceso de la pubertad en vacas esta asociado fundamentalmente al
peso corporal mas que a la edad cronoldgica. Existe una fuerte asociacion entre
el peso y la concentracion de leptina (r=0.85). Los niveles de leptina aumentan
linealmente desde 16 semanas antes hasta la semana en que se produce la
primera ovulacion (Garcia et al., 2002).

El ayuno de 2-3 dias no disminuye la pulsatilidad de GnRH en vacas
adultas, sin embargo, dos dias de ayuno completo produce una disminucién de
la concentracion de leptina y de la pulsatilidad de LH (Williams et al, 2002). Es
posible que el rumiante adulto por su propia fisiologia digestiva no sea un buen
modelo para estudiar los efectos del ayuno, mientras que animales jévenes si lo
sean.

Sin embargo en ovinos la leptina no aparece claramente involucrada en
el control de la secrecién de LH. Si bien la concentracion de leptina aumenta en
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dietas que modifican la pulsatilidad de LH (Chagas et al., 1999), Celi et al
(2000) no observé aumento de la pulsatilidad de la gonadotropina cuando
inyecto leptina a varias dosis en el tercer ventriculos de carnero adultos.
Tampoco obtuvo respuesta en carneros sometido a dietas sub-energéticas e
infusiones de leptina durante 5 dias. Estos trabajos, si bien avalan a la leptina
como un potente inhibidor del consumo voluntarios en ovinos, plantean dudas
sobre el rol de la leptina en la reproduccion de esta especie.

La leptina actia sobre el sistema nervioso autonomo, cardiovascular y
uropoyeético, y esta involucrado en el proceso de hemopoyesis. Sus acciones no
estan del todo comprendidas, pero se cree que los desordenes de secrecion y
accion de la leptina podrian estar implicados en los cambios en el sistema
simpatico, sistema cardiovascular y rifion, y en este caso, en la obesidad.
(Haynes et al., 1997,1998; Castagna et al., 1998; Trayhurn et al., 1998)

2.3.6 MECANISMO ACCION

La leptina, producto del gen Ob, es secretada por el tejido adiposo,
atraviesa la barrera hematoencefalica y funciona como una sefal aferente al
ligarse al receptor hipotaldmico Ob-R, desencadenando una disminucion en la
ingesta caldrica y el incremento en la actividad del SNS, lo que lleva al aumento
del metabolismo basal y del gasto energético. (Mockus, 2001)

Los efectos de la leptina en el hipotalamo estan mediados, al menos en
parte, por una disminucidn en la expresion y secrecion del neuropéptido Y
(NPY), que es el mas potente agente orexigeno conocido y por un efecto
antagonista sobre el receptor del mismo. Ademas, la leptina provoca un
incremento de la secrecion de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH),
de la urocortina y de la hormona estimuladora de los melanocitos (MSH), que
tienen un efecto de inhibicion sobre la ingesta. Esto es, la leptina puede
estimular la accion de diversos agentes anorexigenos a la vez que antagoniza
el efecto orexigeno de otros (figura 5). (Mockus, 2001; Pisabarro, 1999; Bray,
1996.)
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Figura 5. Sefializacion por leptina desde el adipocito blanco hasta el cerebro
para el control del apetito. Interacciones con el sistema endocrino.

La leptina actia sobre los receptores hipotalamicos y estimula la
liberacion de la hormana liberadora de gonadotropinas (GnRH), dando inicio a
la liberacion de las gonadotropinas hipofisarias FSH y LH, las que estimulan la
secrecion de los esteroides gonadales que conducen al desarrollo del aparato
reproductor y la induccién de la pubertad. (Carrascosa y Yeste, 1999). Sin
embargo como fue discutido en el punto anterior, este efecto de la leptina ha
sido puesto en duda al menos en los ovinos.

Asimismo, tiene efectos sobre otros 6rganos enddécrinos como la
glandula tiroides, el pancreas, glandula suprarrenal y las génadas, que explican
su diversidad de funciones.
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2.4 1GF-1

El factor de crecimiento insulinico tipo 1 es un polipéptido de 70
aminoacidos, que forma parte de un grupo de factores de crecimiento parecidos
a la insulina. La molécula presenta aproximadamente un 50 % de similitud en la
secuencia de aminodcidos con la pro- insulina, y tiene un nimero de funciones
biolégicas similares a las de la insulina. Aunque el péptido presenta una
elevada dependencia de la hormona de crecimiento (GH), un nimero cada vez
mayor de estudios informan de una secrecién independiente de la GH.

El sistema IGF esta formado por las hormonas IGF-1 e IGF-2, sus
receptores y sus proteinas transportadoras (IGFBPs). La hormona IGF-1 circula
en plasma unida a proteinas especificas de transporte, identificadas hasta el
momento actual seis tipos, y cuantificadas en suero fetal los tipos 1,2, y 3
(Lasarre et al., 1991; Giuidice et al., 1995).

En la etapa extrauterina, en humanos la IGF-1, es sintetizada y secretada
fundamentalmente por el higado en respuesta a sefiales de la hormona del
crecimiento (GH), y en menor medida por otros tejidos. Sin embargo, durante el
desarrollo fetal practicamente todos los tejidos tienen la capacidad de sintetizar
IGF-1 y sus proteinas de transporte (Baker et al., 1993; Kaye et al., 1992;
LeRoith et al., 1995; 1988; Powell-Baxtron et al., 1993; Bondy et al., 1990;
Lasarre et al., 1991; Carrascosa y Audi, 1993; Oliver et al., 1993; Nonoshita et
al., 1994; ; Adamson, 1993; Giuidice et al., 1995; Gluckman, 1995; Guevara-
Aguirre, 1996; Fukushima et al., 2002; Holt, 2002). . Durante esa etapa, los
principales 6rganos sintetizadores del IGF-1 son la placenta, el corazon, el
pulmén, el rifidn, el higado, el pancreas, el bazo, el intestino delgado, los
testiculos, los ovarios, el intestino grueso, el cerebro, la médula 6sea y la
hipofisis.

La hormona IGF-1 tiene receptores especificos en mudltiples tejidos
fetales, donde actdan por un mecanismo autécrino/paracrino regulando la
multiplicacién y diferenciacién celular. La expresion del receptor tipo 1, para el
que IGF-1 presenta mayor afinidad, es esencial para la aparicion de los efectos
promotores del crecimiento y ya se expresa tan tempranamente como en la
embriogénesis (Carrascosa, 2003).
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Los principales tejidos blanco afectados por el IGF-1, en combinacion
con la hormona del crecimiento son los musculos, cartilagos, huesos, higado,
riflones, nervios, piel y pulmones.

En humanos, han sido detectados niveles de ARNm para el IGF-1 ya en
el primer trimestre de gestacion, aumentando considerablemente en el segundo
y tercer trimestre. No todos los tejidos expresan ARNm para dicha hormona de
manera similar, detectandose los niveles mas elevados en el intestino, piel,
rifidn y pulmon, y niveles menores en el cerebro e higado (Carrascosa, 2003).

En humanos, se comprobd la importancia del IFG-1 tanto en el
crecimiento intrauterino como en el postnatal, asi como el papel relevante de
IGF-1 en la diferenciacion y crecimiento de 6rganos fetales (Camacho-Hubner
et al., 1998; Arends et al., 2002)

La importancia de IGF-1 en la regulacion del crecimiento fetal ha sido
puesta en manifiesto de una forma brillante, al valorarlo en modelos animales,
donde el bloqueo de la expresion génica del gen de IGF-1 y el de su receptor
conduce a un severo retraso de crecimiento prenatal y postnatal, afectando de
forma importante el crecimiento del esqueleto 6seo y del tejido muscular (Baker
et al., 1993; Powell-Baxtron et al., 1993). Gluckman et al. (1992) también
observaron diferencias en el patron de crecimiento en relacion a la cantidad de
IGF-1 sintetizada. Asi, cuando los embriones de ratones genéticamente
seleccionados para expresar niveles altos y bajos de IGF-1 son transplantados
en un ratén normal, aquellos embriones que expresan niveles elevados de IGF-
1 crecen mas que los que expresan niveles bajos de esta hormona.

En animales de experimentacion, la IGF-1, la insulina, y sus receptores
son expresados en el estadio de ocho células, y en estadios del desarrollo
embrionario y fetal posteriores a la implantacion, el IGF-1 se expresaria de
manera muy importante, siendo el principal factor regulador del crecimiento,
estimulando la sintesis de proteinas y la multiplicacion celular, siendo sus
efectos ejercidos a través de su propio receptor, y estando en muy bajas
concentraciones plasmaticas durante el desarrollo fetal, incrementandose
progresivamente en relacion con el tamafio y la edad fetal en todos los tejidos
(Carrascosa, 2003).
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Receptores de IGF-1 fueron detectados en la glandula pituitaria, plexo
coroideo, nucleo supraquiasmatico, nucleo paraventricular y eminencia media
del hipotdlamo (Lesniak et al., 1988; Marks et al., 1991; Bondy et al., 1992; de
Keyser et al., 1994). Parece probable que la IGF-1 encontrada en el tejido
cerebral tiene origen sistémico y local, ya que experimentos detectaron su
ARNmM en diferentes areas del sistema nervioso central (Bondy et al., 1992), sin
embargo, en el hipotalamo pareceria ser poca la expresion de dicha hormona
(Lauterio et al., 1990; Bondy et al., 1992).

El IGF-1 actia dentro del sistema nervioso y es fundamental para el
crecimiento y desarrollo de las neuronas, por lo tanto es un factor neurotrofico,
interviene en la comunicacién neuromuscular y juega un papel importante en el
envejecimiento celular, de tal manera que las células cuando envejecen
requieren mas cantidad de IGF-1.

Trabajos realizados en mamiferos indican que la insulina, IGF-1, sus
proteinas transportadoras y sus receptores fueron encontrados en varios tejidos
del cuerpo, donde ellos controlan los procesos anabdlicos y catabdlicos que
constituyen las respuestas a cambios en el nivel de nutricién. Los tratamientos
nutricionales alteran la expresion de sus genes en sus tejidos de origen, y esos
efectos llevan a cambios en sus concentraciones circulantes. Muchas de esas
respuestas estan correlacionadas, algunas positivamente y otras
negativamente, con los efectos de esos tratamientos nutricionales sobre la
funcion reproductiva. La mayoria de los miembros del sistema IGF (IGF-1,
proteinas transportadoras y receptores) se encontraron en el cerebro y tejido
ovarico, y la presencia de esos ARNm demostraron que muchos de ellos se
sintetizaron ahi. Esto incrementa la posibilidad de que algunas de las
respuestas reproductivas no estan solamente mediadas por la accién hormonal
clasica de los productos del pancreas o el higado, sino también por efectos
autécrinos y paracrinos del sistema IGF, a todos los niveles del eje cerebro-
pituitario-ovario (Monget y Martin, 1997).

Poco se conoce sobre los factores que regulan la sintesis de IGF-1
durante la vida fetal. A diferencia de lo que ocurre en el desarrollo postnatal,
donde la hormona de crecimiento y el aporte de nutrientes regulan los niveles
plasméticos de IGF-1, las bajas concentraciones de esta hormona observadas
durante el desarrollo fetal poco tienen que ver con las elevadas concentraciones
de hormona de crecimiento de este periodo. El aporte de nutrientes y el estado
nutricional del feto parecen ser los mayores agentes reguladores de los IGFs.
En efecto, niveles bajos de IGF-1 se han observado en la sangre de cordon de
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recién nacidos con bajo peso al nacer, y valores elevados de estas mismas
hormonas en los recién nacidos con sobrepeso. Interesantemente, en estos
mismos grupos de recién nacidos los niveles de insulina en sangre de corddn
estaban disminuidos en aquellos que presentaban retraso de crecimiento
intrauterino, y eran elevados en los recién nacidos con sobrepeso (Arosio et al.,
1995; LoHC et al., 2002; Chanoie et al., 2002; Giudice et al., 1995).

Thissen et al. (1994) compararon la secrecion de insulina con la
secrecion de IGF-1, y demostraron que la secrecibn de insulina esta
agudamente regulada por la disponibilidad de glucosa, y bajo condiciones de
nutricibn normal las concentraciones de insulina circulante fluctian durante el
dia debido a cambios en el consumo de alimento, especialmente en
monogastricos. En contraste, se observan pequefios cambios en las
concentraciones de IGF en plasma o0 ningun cambio. Condiciones de ayuno y
subnutricion crénica reducen las concentraciones de insulina e IGF-1 en sangre.
Todas esas respuestas son principalmente debido a cambios en la expresion de
los genes respectivos y puede constituir un mecanismo de adaptacion que
favorece la lipdlisis e incremente la disponibilidad de acidos grasos al tejido
adiposo.

La restriccion del alimento también afecta la circulacion de proteinas
transportadoras, incrementandose las concentraciones de IGFBP-1 e IGFBP-2,
y reduciéndose las concentraciones de IGFBP-3. Esos efectos son
esencialmente debido a cambios en la expresion del gen en el higado, mas que
a cambios en la actividad proteolitica-IGFBP, y eso altera la disponibilidad de
IGFs en los tejidos blancos. Experimentos en cerdos con privacion de alimento
mostraron que el incremento en las concentraciones séricas de IGFBP-1 y 2
son responsables de la reduccion de la sintesis de IGF-1. (Gosiewska et al.,
1994). Segun Thiessen et al. (1994), la sub-alimentacién también es
acompafada por la resistencia periférica a las acciones de la insulina e IGF-1.

Todos estos datos indican la estrecha relacion que existe entre aporte de
nutrientes al feto, expresividad de IGFs, insulinemia y crecimiento fetal, siendo
la nutricion fetal uno de los agentes mas importantes en la regulacion de su
crecimiento. Durante el desarrollo fetal parece ser que la disponibilidad tisular
de nutrientes, y particularmente de glucosa, desempefiarian un papel en la
regulacion de la sintesis de IGF-1 (Birnbacher et al., 1998; Reece et al., 1994).
Sin embargo, los datos clinicos sugieren que los factores nutricionales
posiblemente desempefien el papel mas importante en la expresion de los
niveles tisulares de IGF-1, al asociarse sus concentraciones plasmaticas mas
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elevadas con las épocas del desarrollo fetal en las que el incremento ponderal
es mayor.

2.5 INSULINA

En 1909 Meyer describi6 a esta hormona hasta entonces hipotética,
luego, en 1922 Banting y Best aislaron la insulina por primera vez del pancreas.
Cinco afios mas tarde, se consiguid preparar una muestra muy purificada de
insulina, constituyendo ésta la principal hormona pancreatica.

En 1960 se comprobo6 que la insulina se sintetizaba como una proteina
mayor, que denominaron pro-insulina. Actualmente, se ha demostrado que lo
que se sintetizaba no era la pro-insulina como tal, sino una molécula de mayor
tamano, la pre-pro-insulina con un peso molecular de 11500 daltons, la cual se
trata de la pro-insulina con una pequefia molécula inicial de aminoacidos. La
pre-pro-insulina sufre un proceso de degradacion por la accion de proteasas,
transformandose finalmente en la pro-insulina cuyo peso molecular es de 9000
aproximadamente. La molécula elemental de insulina con un peso molecular de
6000, contiene dos cadenas polipeptidicas (oo y B) formadas por 51
aminoacidos, unidos entre si por puentes disulfuro.

La insulina es sintetizada por las células beta del pancreas, secretada en
alta frecuencia (Goodner et al., 1977) dependiendo de la glucosa absorbida o
en los rumiantes, también de la absorcion de propionato o butirato. Cuando se
secreta esta hormona hacia la sangre, circula casi por completo en forma libre;
tiene una semi desintegracion plasmatica media del orden de seis minutos, de
modo que desaparece de la circulacion en un plazo de 10 a 15 minutos.

Los efectos biologicos de la hormona sélo alcanzan su grado maximo
después de dos a cuatro horas. La accion relativamente prolongada de la
insulina tiene lugar porque es captada y fijada por los tejidos sobre los cuales
ejerce sus acciones.

La mayor parte de estos tejidos, en particular el higado y los rifiones, fijan
la insulina y también tienen la capacidad de destruirla, los mas activos son:
higado, pancreas, rifién y placenta.
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El estimulo mas importante en muchas especies para la sintesis y
secrecion de insulina, es la glucosa (fructosa, ribosa y manosa); también hay
otros factores que pueden estimular las células beta, como la presencia de
aminoacidos (p.e: arginina y lisina) estimulan la liberacion de insulina
Unicamente cuando hay glucosa, mientras que otros (p.ej: leucina) no requiere
glucosa para la estimulacion y pueden actuar directamente sobre la liberacion
de insulina.

Varias hormonas gastrointestinales similares en estructura quimica,
como, secretina, colecistocinina, gastrina, polipéptido intestinal vasoactivo,
enteroglucagon y polipéptido inhibitorio gastrico, estimulan directamente las
células beta para liberar insulina. Se considera al polipéptido inhibitorio gastrico
como la hormona gastrointestinal mas importante en la estimulacion de
liberacion de insulina. Tanto la glucosa como la grasa en el intestino estimulan
la liberacion del polipéptido inhibitorio gastrico.

La célula beta se comporta como un verdadero glucostato, siendo
sensible a pequefias variaciones de la concentracion de glucosa en sangre.
Tras un incremento de la glucosa en sangre, la célula beta responde en
segundos al estimulo, mediante la secrecion de insulina, siguiendo un patron
caracteristico. En primer lugar secreta la insulina ya sintetizada, e
inmediatamente comienza una fase de sintesis y secrecién simultanea, que
permiter la utilizacion de glucosa en los tejidos extrahepaticos y estimula el
almacenamiento de glucégeno hepatico.

El sistema nervioso parasimpatico (estimulador) ejerce también una
influencia positiva en la liberacion de insulina. El estimulo del nervio vago
incrementa la liberacion de insulina al activar los receptores de las células beta.

La glucosa provoca un incremento en los niveles de AMPc en las células
beta, esto favorece la liberacion de insulina solo en presencia de glucosa.

Ademas de proveer glucosa, la alimentacion provoca una estimulacion
nerviosa del pancreas y liberaciéon de hormonas gastrointestinales, que a su vez
estimulan la liberacion de insulina.
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La privacidon completa de la insulina da lugar a diversos efectos que
afectan a todo el metabolismo del organismo, incluyendo grasas, proteinas,
carbohidratos, electrolitos y agua.

A corto plazo, en pocos segundos, incrementa la oferta intracelular de
sustratos para el almacenamiento de energia, activando sistemas de transporte,
intensificando la absorcion de glucosa, aminoacidos y acidos grasos.

A mediano plazo, los efectos mas importantes se producen sobre la
actividad enzimatica, fundamentalmente sobre la sintesis de triglicéridos y
glucégeno.

La accion de la insulina es facilitar el transporte de la glucosa a traves de
la membrana plasmatica. Una vez dentro de las células, éstas la utilizan como
combustible, manteniendo a su vez los niveles de glucosa en la sangre dentro
de lo normal: 0.7 a 1.1 gr./L en humanos;.0.4 a 0.6 gr/L en ovinos.

Todos los efectos sefialados anteriormente estan mediados por un
receptor de membrana. Esta claro que la insulina se une a receptores
especificos de la membrana plasmatica, pero del segundo mensajero poco se
conoce.

Los receptores para la insulina son estructuras dinamicas, que en
condiciones fisiolégicas y patoldgicas pueden modificar su capacidad de union a
la insulina. Los niveles circulantes de la hormona pueden modificar o regular
sus propios receptores, en el sentido de que una disminucion de insulina
circulante facilita la union de la insulina al receptor, y viceversa.

El receptor de la membrana plasmaética para la insulina esta constituido
por glucoproteinas divididas en cuatro subunidades, dos alfa (135000) y dos
beta (95000), unidas entre si por puentes disulfuro. La estructura del receptor
para la insulina es muy semejante al factor del crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1). La insulina por ser una hormona anabdlica disminuye también los
niveles de AMPc en algunas células blanco (p.e: tejido adiposo) inhibiendo la
proteina cinasa A y estimulando la enzima que degrada al AMPc,
fosfodiesterasa. (Mc Donald, 1991).
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Las concentraciones de insulina en plasma materno a lo largo de la
gestacion parecen ser altamente dependientes del consumo de la dieta al
momento del muestreo, también se observé que las concentraciones de insulina
materna durante el segundo y tercer trimestres de prefiez estuvieron
negativamente correlacionadas con el peso placental total y con el peso de los
corderos al nacimiento (Wallace et al 1999).

La insulina, que actla via sus receptores sobre el adipocito es aceptada
como el mayor estimulador de la lipogenesis en la grasa subcutdnea en ovejas
prefiadas (Vernon et al., 1981; Guesnet et al., 1991), y los niveles de insulina
claramente elevados en ovejas con un alto consumo se corresponden con este
rol.

Es considerada una hormona clave en la regulacién del crecimiento fetal,
el que realiza a través de sus efectos promotores del anabolismo tisular.
Estimula la sintesis proteica, la sintesis de glucégeno y regula la lipdlisis
durante el desarrollo fetal. Ademas, durante el desarrollo embrionario estimula
la sintesis de ADN, efecto que no es retenido durante el desarrollo fetal a
concentraciones fisioldgicas (Milner y Hill, 1984). Asi mismo, estimula la
absorcion de la glucosa por las células, fundamentalmente por las del higado y
el tejido muscular, para que se transformen en glucégeno hepatico y muscular.
Se produce asi una disminucion de glucosa en sangre (hormona
hipoglucemiante).

Numerosos datos clinicos avalan la importancia de la insulina en la
regulacién del crecimiento fetal, a diferencia de lo que ocurre con otras
hormonas, como la hormona del crecimiento. Estos datos apoyan la idea de que
el crecimiento fetal es regulado fundamentalmente por el aporte nutricional a
unas células con gran capacidad de multiplicacién y diferenciacion, y que los
mecanismos hormonales de regulacion endodcrina del crecimiento se instauran
durante la vida extrauterina. Efectivamente, en situaciones de hipoinsulinemia
cronica que provocan una mala utilizacion de los nutrientes aportados al feto, se
ha observado un retraso de crecimiento evidente. Lo contrario ocurre en
situaciones de hiperinsulinemia fetal cronica, donde un exceso de crecimiento
relacionado fundamentalmente con el incremento de tejido adiposo se ha
observado en hijos de madres diabéticas mal controladas. Los niveles de
insulinemia e IGFBP1 en la sangre del cordén del recién nacido con retraso en
el crecimiento intrauterino, con peso normal y con sobrepeso, afladen nuevos
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datos al papel relevante de la insulina en el crecimiento, asi como su regulacion
por el aporte de nutrientes al feto (Giudice et al., 1995).

3. MATERIALES Y METODOS

Todo el protocolo experimental se llevo a cabo de acuerdo con el Codigo
de Practicas que ha sido formulado por el Consejo Australiano de Salud e
Investigacion Médica e implementado por el Comité de Etica Animal de la
Universidad del Oeste de Australia (Western Australia University).

3.1 LOCALIZACION

El trabajo se realizd en la Universidad de Western Australia, Perth,
(UWA) ubicada a 31°56’ de latitud Sur. Parte del trabajo como la seleccion de
animales, ecografia y la amniocentésis se realiz6 en la Estacion Experimental
de Allandale (70 Km. al este del Campus), los tratamientos nutricionales se
realizaron en las instalaciones para experimentos bajo control (Large Animal
Facility) que se encuentran en el propio Campus. Las muestras de sangre se
procesaron en el laboratorio del Departamento de Ciencia Animal de la UWA. El
trabajo de campo se realiz6 en el afio 2000.

3.2 ANIMALES

De una majada de 130 ovejas adultas y encarneradas de la raza Merino
Australiano, se seleccionaron 25 con un peso promedio de 49 £ 7 kg y una
condicion corporal promedio de 1,6 £+ 0.4 (escala de 1-5) Los criterios de
seleccion fueron dos: que la gestacion fuera simple, y que los fetos fueran
machos. Esto ultimo se debié a que habia interés de probar si el aporte de
energia metabolizable durante la gestacién era capaz de modificar el nimero de
células de Sertoli en la progenie machos (Bielli et al., 2002).

El descarte de las gestaciones multiples se realiz6 en tiempo real por
imagen ecografica en la 9" semana de gestacion. En ese mismo momento se
realizé una amniocentésis a cada oveja que tenia feto Unico vivo. Se utilizé un
transductor de 3.5 MHz (Echo Camera SSD-500; Aloka, Tokio, Japon) y como
medio se us6 etanol. Para aspirar el liquido amniético se utilizO una aguja
espinal N°21 (Terumo, Cheltenham, Victoria, Australia). La aguja fue insertada
en el saco amnidtico, sirviendo de guia la imagen ecografica. Los placentomas
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fueron cuidadosamente evitados. Se extrajeron primero 1-2 ml. de liquido los
que fueron descartados para disminuir la posible contaminacion con células
maternas. Posteriormente, se cambiaba la jeringa y 10 ml de liquido eran
aspirados en cada oveja. Todos estos procedimientos, fueron precedidos por la
esquila, afeitado, limpieza y antisepsia de la zona inguinal derecha y media.

El liguido fue analizado por contenido de electrolitos utilizando un equipo
Rapidblad 860 (Bayer Diagnostic, Mulgrave, Victoria, Australia) para confirmar
su origen amniodtico y descartar la posibilidad de haber obtenido liquido
alantoide. Se midieron las concentraciones de Na, K, Cl fundamentalmente. Las
concentraciones de estos electrolitos en ambos liquidos placentarios son lo
suficientemente diferentes como para poder diferenciarlos: liquido amniético:
138 + 1; 15,7 £ 1,2 y 124 + 1 mmol/l para Na, K, Cl respectivamente, mientras
que en el liquido alantoide las concentraciones de los mismos electrolitos son:
49 £ 5; 3,3 + 5,6 y 30,3 £ 3 mmol/l, respectivamente (Wintour et al., 1994). En
ninguna de las muestras obtenidas hubo duda de que lo que se habia obtenido
era una muestra de liquido amniotico.

Posteriormente el liquido amniotico fue centrifugado a 1500 g durante 20
minutos a temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y se afiadié una
suspension de Chelex 100 al 5% (Bio Rad, Hercules, CA, EEUU) al pellet
restante en el tubo. Se mezclé cuidadosamente y se hirvié durante 10 minutos
para lisar las células y liberar el DNA. Una alicuota de este DNA fue utilizada en
la cadena de reaccion de la polimerasa (PCR) con los primeros
SCUcd043.fwd/SCUcd0.43.rev y P1-5EZ/P2-3Ez para amplificar el cromosoma
ovino Y el locus ZFY/ZFX (Gutiérrez-Adan et al; 1997). La mezcla reaccionante
consistié en 1 U Taq polimerasa (Boerhinger Mannheim, Alemania), 100 uM de
cada deoxinucleétido trifosfato (Boerhinger Mannheim, Alemania), 0,1 uM de
cada primer y mM de MgCl,,

El PCR fue corrido usando un ciclador térmico PTC-100 (MJ Research,
Waltham, MA, USA) y los productos resultantes fueron sometidos a
electroforesis en un gel de 1% de agarosa para resolver las bandas de
ZFY/ZFX e Y ADN. Dos bandas distintas indicaron un feto macho y una Unica
banda indico un feto hembra.

3.3 TRATAMIENTO Y DISENO EXPERIMENTAL

Teniendo en cuenta el peso y condicion corporal de las hembras, estas
fueron asignadas al azar a uno de los dos tratamientos nutricionales: a) grupo
110% de energia metabolizable (n=12). Estos animales recibieron desde la
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10ma. semana de gestacion hasta el fin del experimento 110% de sus
requerimientos de energia metabolizable calculada sobre su peso metabdlico.
b) Grupo 70% de energia metabolizable (n=13). Estos animales recibieron 70%
de sus requerimientos durante el mismo periodo que el grupo anterior. Los
requerimientos para ovejas gestantes se obtuvieron de las recomendaciones
del United Kingdom Ministry of Agriculture, Fisheries and Food (MAFF), 1975).
El peso metabdlico se calculé de acuerdo a la férmula:

Peso metabdlico = peso vivo®" (
cuadrada de peso®).

peso metabdlico = raiz cuadrada de la raiz

Para poder controlar que la alimentacion que recibia cada oveja era la
asignada de acuerdo al tratamiento, las hembras fueron trasladadas desde la
estacion experimental al Campus y alojadas en jaulas individuales, provistas de
bebederos tipo chupon (agua ad libitum) en el edificio para manejo de
experimentos controlados. Las instalaciones contaban con un termostato que
permitid mantener la temperatura controlada (23-25°C). También se dispuso de
un sistema automatizado para regular el fotoperiodo de acuerdo al protocolo
experimental. En este trabajo, las ovejas fueron mantenidas con un régimen de
luz que simulaba el fotoperiodo natural para la época del afio y la latitud en la
gue se encontraban.

Los animales eran alimentados una vez al dia a las 10:00, y eran
controlados dos veces al dia. Se controlaba su estado sanitario y
comportamiento, con especial énfasis en signos clinicos de toxemia de
gestacion.

Desde la semana 10 a la 17 de gestacion, la dieta estuvo compuesta por
80% de paja de cereal, 20% de semilla de lupino y 2% de mezcla mineral; 8,7
MJ/Kg. Energia Metabolizable (EM) y 12 % de Proteina Cruda (PC). Al inicio de
la semana 18, la dieta fue cambiada a una mas concentrada, con previa
adaptacion durante 5 dias, compuesta por 48% de paja de cereal, 25% de
semilla de lupino, 25% de grano de cebada y 2% de mezcla mineral,
conteniendo 9,8 MJ/Kg. de EM y 14% de PC.

Cada animal recibi6é su racion de acuerdo al grupo de tratamiento y ésta
fue modificada semanalmente de acuerdo a su peso metabdlico. El mismo dia
de la semana, durante todas las semanas del experimento, las hembras en
ayunas eran pesadas en la mafiana (entre las 9:00 y 10:00 horas) por el mismo
técnico y la misma balanza. Al dia siguiente y también a la misma hora con los
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animales en ayunas, se les extraian muestras de sangre de la vena yugular con
tubos heparinizados; una gota era utilizada para medir la glucemia en el
momento y el resto de la sangre era centrifugada y almacenada en freezer a -
20°C.

Se realiz6 control de partos las 24 horas del dia. Inmediatamente que la
bolsa amnidtica era vista asomarse por la vagina, es decir, inicio de la segunda
etapa del parto o expulsion fetal, se tomaba una muestra de sangre de la vena
yugular de la madre y se media la concentracién de glucosa, y con el resto de la
muestra se procedia de la forma ya descripta. Esta muestra se considero
representativa del parto. Una vez nacida la cria, se permitia el reconocimiento
maternal y el lamido de la oveja, pero antes de que la cria mamara se lo pesaba
(peso al nacimiento) y se le extraian 3 ml de la vena yugular, se median los
niveles de glucosa y se procedia de igual manera que en los casos anteriores.
Dos dias después el cordero era pesado nuevamente, y se le tomaba una
muestra de 10 ml. de sangre de la vena yugular del lado contrario a la vez
anterior y se procedia igual. Posteriormente, era trasladado a la sala de
necropsia, donde era cateterizado en la vena yugular, anestesiado con
pentobarbital sddico. Inmediatamente después se extraian los &rganos
genitales, los que fueron usados para otras mediciones ajenas a esta tesis.
Luego era sacrificado por sobredosis y las adrenales extraidas para otro
estudio. Una vez muerto, se extraian el higado y ambos rifiones los cuales eran
pesados en una balanza de precision.

3.4 ANALISIS DE HORMONAS Y METABOLITOS.
3.4.1 Glucosa

La glucosa en sangre fue medida al momento de la recoleccién utilizando un
glucometro y electrodos sensores (MediSense2®; MediSense, Inc.
Massachusetts) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se tomo una
lectura por muestra, y el rango del aparato fue de 1,1 a 33,3 mmol/L (20-
600mg/dl). El rango de muestras de ovejas y corderos fue de 1,8 a 16,5 mmol/L.

3.4.2 Insulina.

La insulina en plasma fue medida por el método Radio Inmuno Analisis de
doble anticuerpos de Hales y Randle (1963), modificado por Basset y Wallace
(1966) y descripto por Tindal et al., (1978) y validado para ovinos (Miller, 1995).
Las muestras y curva standard fueron medidas en duplicado mientras que los
controles fueron medidos en triplicado. Todas las muestras se analizaron en un
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Unico ensayo. El limite de deteccion de insulina fue de 0,78uUl/ml. El
coeficiente de variaciéon intra-ensayo fue de 13% para el control bajo
(1,78uUl/ml), 4,7% para el medio (3,32uUl/ml) y 6,3% para el control alto
(10,84pUl/ml).

3.4.3 IGF-1.

El contenido de IGF-1 en las muestras, fue medido por el método
Chloramine-TRIA descripto en detalle por Gluckman et al.,, (1983). La
interferencia con cintas proteicas fue minimizada por el método de
criopecipitacion con acido etanol validado para muestreo en rumiantes por
Breier et al. (1991). La curva standard y las muestras fueron corridas en
duplicado, mientras que los controles se hicieron en triplicado. Todas las
muestras se corrieron en un solo ensayo. El limite de deteccion del ensayo fue
0,1ng/ml. El coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 6,6% para 1,8 ng/mli,
12,7% para 2,3 ng/mly 11,1% para 6,8 ng/ml.

3.4.4 LEPTINA.

La concentracion de leptina fue medida utilizando un RIA de doble
anticuerpo desarrollado por Blache et al (1999) para ovinos. Se utilizd un
anticuerpo producido en emd, leptina bovina marcada con I'*. El limite de
deteccién del ensayo fue de 01 ng/mL EIl coeficiente de variacion intra-ensayo
fue de 11% para 0,6 ng/mL, 9.8 para 0.7 ng/mL y 30% paral ng/mL

3.5ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental utilizado para las madres fue un arreglo factorial
con dos factores: tratamiento nutricional, con dos niveles: 110 y 70% de los
requerimientos de energia metabolizable y semana de gestacion, desde la
semana 10 al parto. Para las crias, se utilizé también un arreglo factorial de 2x2
en aquellas variables de respuesta que fueron medidas a las 0 y 48 horas de
nacer, los factores eran la dieta de las madres y el momento de la medicion.

Las hembras fueron asignadas al azar teniendo en cuenta su peso,
logrando dos grupos con promedio de peso y condicion corporal similar.

Los datos obtenidos de las madres fueron analizados utilizando un
analisis de muestras repetidas en el tiempo. El modelo incluyé los efectos de los
tratamientos nutricionales, la semana de gestacion, y la interaccion entre ambos
factores. La variacion entre individuos dentro de tratamiento fue considerada
dentro del error cuando se comparé tratamientos. Para la separacion de medias
se utilizo el D.M.S (Diferencia Minima Significativa) a P<0.05. La informacion se
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analizo utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical Andlisis Sistem, 6.11),
utilizando el procedimiento mixto (Proc Mixed) para datos repetidos en el
tiempo. En el caso de las variables de corderos, aquellas que fueron medidas
en dos momentos se procedio igual que con los datos de las madres. Para el
resto de las variables, se realizé primero un Test de Student. También se
realizaron analisis de Covarianza, considerando al peso al nacer como
covariable y en el caso de las madres la condicién corporal. Este procedimiento
también fue realizado en el paquete estadistico SAS 6.11. Se corrieron
correlaciones de Pearson entre las variables mas significativas. Los resultados
se expresan en media + e.e.m (error estandar de la media).
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4. RESULTADOS.

Con las fechas al parto se reajustaron las semanas de gestacion en que
los tratamientos comenzaron y los datos de las ovejas fueron agrupados de
acuerdo a la exacta semana en que se encontraban al momento de iniciar los
tratamientos. Por lo que en el grupo 110% EM las observaciones quedaron
distribuidas de la siguiente manera: cinco oveja se encontraba en la semana 10
de gestacion (10 semanas antes del parto); cuatro en la semana 9 de gestacion
(11 semanas antes del parto) y tres ovejas en la semana 8 (12 antes del parto).
En el grupo 70% EM la distribucion fue la siguiente: nueve ovejas se
encontraban gestantes de 10 semanas (10 semanas antes del parto), y cuatro
en la semana 9 de gestacion (11 semanas antes del parto).

4.1 VARIABLES MORFOLOGICAS
4.1.1Peso de las madres.

Como consecuencia de los tratamientos nutricionales las ovejas del
grupo 70% EM mantuvieron peso durante el experimento, mientras que el peso
promedio de las hembras del grupo 110% se incrementé en 12% durante el
mismo periodo. La interaccion tratamiento*semana de gestacion fue significativa
(P=0.0001). Las diferencias de peso entre los tratamientos fueron significativas
(P<0.05) a partir de la semana 14 (Gréfica 1).
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Grafica N°1. Evolucién del peso vivo (media * e.e.m.) en ovejas prefadas
alimentadas con 70% EM [(o), n=13]; o 110% EM [(m), n=12] de sus
requerimientos de energia metabolizable desde la semana 11 previa al
parto. * P<0,05

60 -

55

50 -

Peso Vivo

45 |

40 T T T T T T T T T T
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1

Semanas al parto

4.1.2 Condicion corporal de las madres.

La condicion corporal de las madres fue mayor en el grupo 110% EM que
en el grupo 70% EM (1.9 + 0.1 vs. 1.4 £ 0.1, respectivamente; P = 0.0087). Sin
embargo la semana de gestacion no afectdé esta variable (P = 0.8415) y
contrariamente a lo esperado no se encontrd interaccion tratamiento*semana de
gestacion (P = 0. 2498). Los resultados se muestran en la Gréfica 2.
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Grafica N° 2. Evolucion de la condiciéon corporal (media * e.e.m.) en ovejas
prenadas alimentadas con 70% EM [(0), n=13]; o 110% EM [(m), n=12] de
sus requerimientos de energia metabolizable desde la semana 11 previa al
parto
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4.1.3 Peso de la placenta.

El peso de la placenta no fue afectado por los diferentes niveles de
energia suministrados (P=0.178). Sin embargo, cuando se estimo la relacion
entre los gramos de placenta requeridos para producir un kilo de cordero (peso
placenta/peso cordero) se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (P=0,002). Los datos se presentan en el cuadro 1.

4.1.4 Peso de los corderos

La sub-alimentacion energética de las madres determiné que los
corderos pesaran menos al nacer (P<0.05) que los nacidos de madres
alimentadas con 110% de sus requerimientos energéticos. En ambos grupos se
observé un aumento de peso en las primeras 48 horas de vida (P<0.05), pero la
diferencia inicial entre tratamientos se mantuvo (P<0.05). Los datos se
presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro N° 1. Peso (Kg) de los corderos (al nacer y a 48hs), peso de la
placenta (gr) y eficiencia de la placenta (peso placenta/peso nacimiento,
gr) de corderos Merino cuyas madres fueron alimentadas con 110% (n=12)
o 70% (n=13) de sus requerimientos de Energia Metabolizable (EM) (x *
e.e.m.)

110% EM 70% EM

X e.e.m X e.e.m
Peso de placenta (gr) 397.36 39.78 472.75 36.97
Gramos de placenta/kg | 71.98% 4.77 98.46° 5.45
cordero
Peso al nacer (kg) 5.45° 0.08 4.78° 0.05
Peso a las 48 horas (kg) 5.90° 0.25 5.09° 0.16

Literales diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.05)

4.1.5 Pesos de Higado y Rifiones de corderos

En el momento de la necropsia se encontré que el peso promedio del
higado fue 37% superior (P=0.018) y el de los rifiones (izquierdo + derecho)
21% superior (P=0.003) en los corderos cuyas madres fueron alimentadas con
110% de sus requerimientos de EM que en los corderos cuyas madres fueron
alimentadas con 70% de los requerimientos de EM. Los datos se presentan en

el cuadro N°2.

Cuadro N° 2. Peso del higado y peso de riiiones (gr) a las 48 horas de
corderos nacidos de madres alimentadas con 70% o 110% de sus
requerimientos de energia metabolizable (EM) desde la 10ma semana de

gestacion hasta el parto(x £ e.e.m, gr)

110% EM 70% EM

X + e.em|Xx + e.e.m

Peso del higado|169.09% 0.17 [123.21° 7.89
(gr)

Peso de rifiones | 18.76° 1.02 | 15.42° 0.40
(gr)

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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4.2 VARIABLES METABOLICAS Y ENDOCRINAS
4.2.1 Leptina

La concentracion de leptina en las madres no vario a lo largo de la
gestacion (P=0.1553). El tratamiento nutricional determin6 (P=0.0503) que las
hembras del grupo 110% EM tuvieran valores mas altos (1,30 £+ 0,09) que las
ovejas del grupo 70% (0,99 + 0,09 ng/mL EM). Esta diferencia no se explica por
la diferencia en condicién corporal (covarible P = 0,3324). Los resultados se
observan en el grafico 3.

Grafica N° 3. Evolucioén de las concentraciones de leptina (media * e.e.m.)
en ovejas prefiadas alimentadas con 70% EM [(o), n=13]; o 110% EM [(m),
n=12] de sus requerimientos de energia metabolizable desde la semana 11
previa al parto
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La concentracion de leptina en los corderos (Cuadro N°3) no fue
diferente en los recién nacidos, pero los corderos hijos de las madres del grupo
110% EM presentaron valores mas altos (P<0.05) a las 48 horas de nacidos
que los del grupo 70% EM. La diferencia no se explica por la diferencia de
pesos (covariable: P = 0.2862).
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Cuadro N° 3. Concentracion de leptina (ng/mL) al nacimiento y a las 48
horas de corderos nacidos de madres alimentadas con 110% o 70% de sus
requerimientos de EM (x £ e.e.m).

110% EM 70% EM

X + e.e.m X + e.e.m
Leptina  al nacimiento|0.72° 0.05 |0.73% 0.06
(ng/mL)
Leptina a las 48 horas  [1.32° 0.09 [0.86° 0.11

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

4.2.2 Insulina e IGF-1.

El tratamiento afectd la concentracion de insulina (P = 0,0412), siendo
mayores los valores de las madres del grupo 110% EM (22,7 £ 2,9 vs. 16,9 £
2,8 pU/mL). Sin embargo, al utilizar el andlisis de covarianza, con la condicion
corporal como covariable (P=0,0279) esta significancia se perdi6 (P=0.1522).
Los niveles plasmaticos de insulina variaron en ambos grupos de acuerdo a la
edad de gestacion (P = 0.0001) y no se encontrd una interaccion
tratamiento*semana significativa (P = 0,0136).

Grafica N°4. Evolucidén de las concentraciones de insulina (media + e.e.m)
en ovejas prefadas alimentadas con 110% (m) o 70% (o) de sus
requerimientos de EM desde la semana 11 previa al parto.
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La concentracibn de IGF-1 en las madres fue afectada por los
tratamientos nutricionales (P=0.0089). El promedio de dicho factor de
crecimiento durante todo el experimento de las ovejas del grupo 110%EM
fuel64.9748.51ng/ml, mientras que en el grupo de 70%EM fue 88.88+5.85ng/ml
incluyendo la concentracion al parto. La misma fue influenciada por la semana
de gestacion (P=0.0001). sin embargo, no se encontré interaccion
tratamiento*semana.

Grafica N°5. Evolucion de las concentraciones de IGF-1 (media + e.e.m) en
ovejas prenadas alimentadas con 110% (m) o 70% (o) de sus
requerimientos de EM desde la semana 11 previa al parto.
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Los corderos cuyas madres fueron alimentadas con 110% de sus
requerimientos de EM tuvieron concentraciones de insulina a las 48 horas de
vida superiores (P=0.022) que los corderos cuyas madres fueron alimentadas
con 70% de sus requerimientos de EM. Esta diferencia no se explica por la
diferencia de peso de los corderos al nacer (covarianza P=0.7941).

El tratamiento nutricional que recibieron las madres durante el trabajo
significo que las crias tuvieran concentraciones de IGF-1 diferentes 48 horas
después de nacer (P=0.0079). Esta diferencia tampoco es explicada por la
diferencia de peso de los corderos al nacer (covarianza: P=0.244). Ambos
resultados se observan en el cuadro N°4.
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Cuadro N°4. Concentracion de insulina y de IGF-1 (x £ e.e.m, pUl/ml, ng/ml)
de corderos Merino cuyas madres fueron alimentadas con 70% o 110% de

sus requerimientos de EM a las 48 horas de nacidos.

110% EM 70% EM

X + e.e.m X + e.e.m
Concentracion de|173.69° 40.57 |66.11° 19.69
insulina (pUI/ml)
Concentracion de IGF-1 [272.72 36.14 [156.5° 19.17
(ng/ml)

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).

4.2.3 Glucosa.

La concentracién de glucosa en las madres fue afectada por los tratamientos
nutricionales (P=0.0002) siendo mayor en el grupo de madres alimentadas con
110%EM (3.95 = 0.09) que en las ovejas del grupo 70%EM (3,39 + 0.09).
También la semana de gestacion influyo esta variable (P=0.0001). Sin embargo,
no se encontro interaccion tratamiento*semana. En ambos grupos se observo
un incremento de la glucemia de mas de 200% al momento del parto (expulsion

fetal), lo que se observa en la grafica N°6.

Grafica N°6. A. Evolucién de la concentracion de glucosa en madres que
reciben 70% o 110% de los requerimientos de EM desde la 11va semana
previa al parto hasta el momento del parto. B. Los mismos animales sin la

semana del parto.
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En el siguiente cuadro presentaremos los resultados de la concentracion
de glucosa en los corderos por tratamiento y edad. El tratamiento nutricional
que recibieron las madres significO que las crias tuvieran concentraciones de
glucosa diferentes al momento de nacer (P=0.0001) pero no 48 horas después.
En ambos grupos la concentracion de glucosa se incremento (P<0.05) a las 48
horas. Esta diferencia de glucemia al momento del nacimiento no es explicada
por el peso de la cria (analisis de covarianza: P=0.4879).

Cuadro N°5. Concentracion de glucosa (x + e.e.m, m mol/L) de corderos
Merino cuyas madres fueron alimentadas con 70% y 110% de sus
requerimientos de EM al momento del nacimiento y a las 48 horas de

nacidos.

110% EM 70% EM

X + e.e.m X + e.e.m
Glucosa al nacimiento|3.39% 0.23 |2.12° 0.13
(m mol/L)
Glucosa a las 48 horas |7.70°¢ 0.32 |7.07° 0.27

(m mol/L)

Literales diferentes indican diferencias significativas (P<0.05).
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5. DISCUSION

Luego de analizar el efecto de dos tratamientos nutricionales (70% EM:
subnutricion y 110% EM: 10% por encima del mantenimiento) sobre variables
morfologicas y endocrinas de ovejas Merino Australiano y sus crias,
observamos, como era de esperar, que las madres mejor alimentadas (110%
EM) presentaron mayores pesos que las madres subalimentadas (70% EM),
haciéndose significativa esta diferencia partir de la semana 14 hasta el parto,
incrementando las primeras su peso en un 12%, mientras que las del grupo
70% EM mantuvieron su peso vivo durante el periodo experimental. Sin
embargo, si restamos el peso de la placenta y del feto (0.5% y 10% del peso de
las madres, respectivamente, para ambos tratamientos) al peso de las madres
al final de los tratamientos, sin considerar los liquidos que no se midieron,
observamos que el aumento de peso registrado en el grupo 110% EM
desaparece y es similar al peso de inicio. Por lo que se puede considerar que
fue una dieta de mantenimiento. De la misma manera, el grupo que recibié 70%
de sus requerimientos energeéticos, no mantuvo el peso sino que lo disminuyo
en un 14% respecto a su peso inicial, lo que confirma que éstos animales
recibieron una dieta energética insuficiente.

Es decir, que nuestros modelos de investigacion fueron animales
gestantes en balance energético en equilibrio (cero) y balance energético
negativo.

Las diferencias de peso entre los grupos se hizo significativa a partir de
la sexta semana previa al parto. Dicho de otra manera, en el ultimo tercio de la
gestacion, cuando el feto entra en la fase de crecimiento por mitosis acelerada y
sus requerimientos se incrementan notablemente. En ese momento las
hembras deben recurrir a sus reservas corporales para compensar el
insuficiente aporte energético de la dieta.

Sin embargo, la condicion corporal, si bien fue afectada por los
tratamientos nutricionales se mantuvo sin cambios detectables a lo largo de la
gestacion.

Sabiendo que la glucosa es la fuente principal de energia para la mayoria
de las células, obtenida a partir de los precursores de la dieta 6 de la conversion
de otros metabolitos (Marichal et al., 1996), las ovejas alimentadas con 110%
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EM presentaron mayor concentracion de este metabolito que el grupo
subalimentadas. Para ambos tratamientos se vio que la concentracién de
glucosa estaba dentro de los niveles normales establecidos segun Mellor,
(1981) para ovejas prefiadas y bien alimentadas. En nuestro trabajo se observo
que las ovejas sub-alimentadas presentaron una reduccion de la glucemia luego
de comenzar el tratamiento, y fue mas baja que el grupo que recibié 110% de
sus requerimientos de energia metabolizable. Ambos grupos aumentaron
pronunciadamente su concentraciéon en la semana del parto, lo cual coincide
con los datos publicados por Banchero et al., (2004). Este aumento podria
deberse a la liberacion de cortisol fetal, sefial que desencadena el parto
(Liggins, 1982), que incrementa la concentracion de este glucocorticoide en la
sangre, tanto materno como fetal, con el consecuente aumento de la glucosa,
dada la naturaleza hiperglucemiante del cortisol. Teniendo en cuenta que al
momento del parto la endocrinologia que sustentaba la gestacion cambia
drasticamente, el incremento del cortisol tiene como uno de sus efectos
aumentar la glucemia (Stabenfeldt y Edquist, 1999), y este aumento puede
explicar el aumento de insulina en ambos grupos.

En las madres del grupo 70%EM, se observo que si bien fueron
subalimentadas, esto no repercutié en la produccion de glucosa para transferirle
al feto, ya que siguieron produciendo este metabolito a partir de la movilizacion
de reservas corporales, pero si repercutid en la disminucién del peso final de
esas madres luego del parto.

Los resultados observados de la hormona IGF-1 en madres para ambos
tratamientos nutricionales, mostraron un incremento de la misma desde la
semana llva hasta la octava semana previa al parto, momento en el cual fue
méaxima la concentracion de esta hormona, comenzando a disminuir en la
semana 7ma hasta la cuarta semana previa al parto, donde la concentracion fue
minima y luego permanecio constante hasta el momento del parto en el cual se
incremento. Debemos marcar que no hubo interaccidén tratamiento*semana, y
que las concentraciones de esta hormona fueron mayores en las madres
alimentadas con 110% EM en comparacién a las madres 70% EM a lo largo de
la gestacion, lo que se explicaria por tratarse de una hormona esencialmente
anabolica y mitogénica (Harding et a., 1994; Brameld et al., 1998), cuya fuente
mas importante es el higado (Miller et al., 1981), por lo que se encuentra
positivamente correlacionada con los niveles nutricionales (Breier et al., 1986).
Esta relacion no solo explicaria las diferencias entre tratamientos, sino que
también podria explicar el descenso de las concentraciones de esta hormona
en ambos grupos en las semanas previas al parto. Estos resultados son
comparables con los resultados de Wallace (1999), donde las concentraciones
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de IGF 1 en plasma durante el segundo y tercer trimestre fueron
significativamente elevadas en dietas de alto consumo comparado con
consumo moderado, y estuvieron negativamente correlacionadas con el peso
de los corderos al nacimiento. Las concentraciones de insulina e IGF 1 materna
durante la gestacion reflejan el consumo de la dieta materna y fueron similares
a resultados previos de otros experimentos (Wallace et al., 1997).

Por su parte, las diferencias en el aporte de energia se vieron reflejadas
en diferencias entre los niveles de leptina en las madres. Es asi, que la media
general del tratamiento 110% EM fue mayor (P<0.05) que la del grupo 70% EM.
Esto concuerda con la bibliografia estudiada, donde se vio que las ovejas que
consumian mayor cantidad de alimento, tenian un mayor peso corporal que las
sub-alimentadas, lo que implica que van a tener mas deposicion de tejido
adiposo, y por lo tanto, mas secrecion de leptina. (Adam et al., 2003; Thomas et
al., 2001)

Sin embargo, los niveles de esta hormona no variaron a lo largo de la
gestacion. Estos resultados no concuerdan con trabajos realizados en mujeres
gestantes (Carrascosa y Yestes, 1999; Hoggard et al., 1998) ni con los
resultados de Wallace et al (2001) y Ehrhardt et al. (2001) en ovejas, pero si
son coincidentes con los resultados de Thomas et al (2001) quienes no
encontraron hiperleptinemia en la prefiez tardia en ovejas.

Coincidiendo con lo esperado, los corderos nacidos de madres mejor
alimentadas (110% EM) tuvieron pesos mayores al hacimiento comparado con
los corderos nacidos de madres subalimentadas (70% EM), observandose a las
48 horas, una mayor tasa de crecimiento en aquellos nacidos de madres mejor
alimentadas. La nutricion maternal es una de las mayores variables extrinsecas
conocidas que influyen en el peso al nacimiento en variadas especies
(Robinson 1994), pero en ovejas, la evidencia de efectos operando via
alteraciones en el crecimiento de la placenta mediante la nutriciobn ha sido
variable y a veces conflictiva (Kelly 1992). Sin embargo, en nuestro trabajo,
ambas variables estuvieron estrechamente asociadas. Es posible que al iniciar
los tratamientos nutricionales en la semana 10, estos no afectaron el desarrollo
de la placenta, el que termina por establecerse alrededor de esa fecha. Lo que
se confirma al no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas
en los pesos de las placentas de ambos grupos (Bello e Ibafiez, 2003). En
ovejas el peso maximo de la placenta es alcanzado en la mitad de la gestacion,
con remodelacion estructural sobre la segunda mitad de prefiez (Haesman et
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al., 1999), alcanzando aproximadamente el 95% de su peso final en los
primeros 90 dias de la gestacion, mientras que el feto en ese lapso solamente
alcanza el 15% de su peso final (Russell, 1979). Erhardat y Bell (1995)
observaron que el crecimiento placentario es rapido desde el dia 40 hasta el dia
80, sin que hubiera cambios en el contenido de materia seca en el tejido
después del dia 100. El crecimiento absoluto de la placenta alcanza su maximo
alrededor del dia 55 y se produce concomitantemente con el periodo de maxima
hiperplasia (dia 50 a 60).

Nuestros datos demostraron mayor peso del higado y rifiones de los
corderos nacidos de madres mejor alimentadas, los cuales podrian asociarse a
las diferencias de peso vivo y concentraciones de insulina e IGF-1. De hecho,
existe correlacion positiva entre peso de los corderos a las 48 horas de vida y el
peso de estos Organos. Es esperable que el higado, 6rgano metabdlico por
excelencia, sea mas pesado en los corderos cuyo peso corporal es mayor.

El feto obtiene glucosa como fuente de energia fundamentalmente a
través del torrente sanguineo materno (relacion directa entre captacion de
glucosa por el feto y concentracion de glucosa en sangre materna), ya que tiene
baja capacidad de sintetizar glucosa a partir de metabolitos gluconeogénicos
(Liggins, 1982). La placenta ovina permite el pasaje de glucosa y aminoacidos
como sustrato para el crecimiento fetal (Jainudeen, et al.,, 1996), lo que
explicaria la reduccion de glucosa observada en las madres de nuestro trabajo
a partir de la 12va. semana de gestacion para ambos tratamientos nutricionales.

Al nacimiento los corderos presentaron diferencias en glucemia, lo cual
estaria explicada por la mayor disponibilidad de este metabolito en las madres.
A las 48 horas de nacidos los niveles de glucosa que alcancen dependeran del
éxito que hallan tenido los corderos en lograr establecer el amamantamiento, ya
que las reservas de glucosa (como glucdgeno) hepéticas tienen una duracion
limitada en el cordero de menos de 24 horas (Liggins, 1982).

Como en este trabajo todos los corderos consumieron calostro, es esperable
que las concentraciones de glucosa a los dos dias de vida no sean diferentes si
las madres le suministraron suficiente cantidad de nutrientes por esta via.

Esto concuerda con los resultados obtenidos en nuestro trabajo donde la
diferencia en los niveles de glucosa debidas al tratamiento de las madres
desaparecio a las 48 horas, aumentando en ambos grupos, pero con mayor
proporcion en los corderos hijos de madres subalimentadas.



51

Una posible explicacion seria que los corderos de madres
subalimentadas fueron mas eficientes en la utilizacibn de nutrientes
provenientes del calostro, y de esta manera compensar las deficiencias sufridas
durante la etapa intrauterina.

Este hallazgo inesperado, no se relaciona con los hallazgos en leptina a
las 48 horas, la que tuvo un comportamiento contrario (no diferencias al
nacimiento, aumento mayor en el grupo 110% EM 48 horas después)
posiblemente por el aporte de energia que recibieron estos corderos por el
calostro. En efecto, la suplementacion energética una semana antes del parto,
incrementa el contenido de lactosa en el calostro, por lo que es razonable
pensar que la disponibilidad de glucosa para ser absorbida en la pared intestinal
también aumentaria. La glucosa parece no estar involucrada directamente en la
sintesis de leptina. En efecto, si bien cambios en la dieta provocan cambios en
la glucemia (Harman, 1991; Boukhliq et al., 1996) y en los &cidos grasos
volatiles, la hiperglucemia en humanos no parece estimular la secrecion de
leptina (Ryan & Elahi, 1996). Y por otra parte, no se ha encontrado una
correlacion entre las concentraciones de AGV y leptina en sangre (Kolaczynski
et al., 1996).

La IGF1 de los hijos de madres con 110% EM a las 48 horas de nacidos
fue mayor que la de hijos de madres alimentadas con 70% EM, lo que era
esperable por la relacién directa entre la IGF-1 y la nutricion. Banchero et al
(2000), trabajando con este mismo lote experimental, demostré que las madres
mejor alimentadas al final de la gestacién producen mayor volumen de calostro
y de mejor calidad, lo que explica los resultados encontrados.

La alimentacion recibida por las madres no afecté la concentracion de
leptina de sus hijos al nacimiento, pero en las primeras 48 horas de vida los
niveles de esta hormona aumentaron en los hijos de las madres que recibian
110% EM (43%), y se mantuvo en los hijos de las madres subalimentadas.

A pesar de que la mayor parte de la literatura consideran al peso corporal
y el contenido de grasa (Maffei et al., 1995; Havel et al., 1996) como el factor
mas importante de la regulacion de la leptina, en nuestro trabajo esta relacion
no fue evidente. En efecto, los pesos al nacimiento fueron diferentes y las
concentraciones de leptina en ese momento fueron similares, aumentando en
ambos grupos el peso corporal pero no la leptina en las primeras 48 horas, la
cual solo aumento en corderos nacidos de madres alimentadas con 110%EM.
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Esto nos lleva a pensar que la causa de las diferencias en la
concentracion de leptina se deba al consumo de nutrientes provenientes del
calostro en ese periodo mas que a los eventos intrauterinos, ya que lo Unico
que realizaron los corderos en esas primeras 48 horas de vida fue consumir
calostro. El calostro es la fuente de energia mas importante y la Unica fuente de
inmunoglobulinas y agua para los corderos en las primeras horas de nacidos
(Pattinson et al., 1995). Estudios recientes realizados por Banchero et al (2004)
demostraron que la suplementacion de madres con alimentos energéticos (maiz
molido) durante la Ultima semana de gestacion aumento la cantidad y calidad de
calostro producido, reflejandose en un mejor comportamiento de los corderos
luego del nacimiento, quienes dispusieron del doble de proteina y energia
metabolizable durante las primeras 10 horas
de vida, comparado con hijos de madres no suplementadas. En este trabajo se
demostré que el alimento disponible para las ovejas no suplementadas fue
insuficiente para una adecuada lactacion y que el régimen hormonal en estos
animales puede ser inapropiado para un buen desarrollo de la ubre y sintesis de
calostro comparado con animales suplementados. Estos hallazgos, podrian
explicar la diferencia de concentraciones de leptina a las 48 horas como
también la mayor tasa de crecimiento en las primeras 48 horas de nacidos.

La concentracion de insulina a las 48 horas fueron mayor en los corderos

hijos del grupo 110% EM que en los hijos de madres sub-alimentadas. Estos
altimos tuvieron una insulinemia 43% menor que los primeros. La insulina ha
sido postulada como una de las sefiales que estimulan la secrecion de leptina
en humanos, ya que regula la expresion del gen OB en el tejido adiposo en
humanos (Saladin et al., 1996). Havell (2000) demostré que la concentracion de
leptina circulante monitorea la masa de grasa corporal, siguiendo la
concentracion de esta hormona el mismo patrén de concentracién de insulina
en plasma, encontrandose una correlacion positiva entre insulina y leptina en
plasma. De este modo, confirmaron el concepto de la insulina como regulador
de los cambios en la secrecion de leptina cuando se suministraba energia. Hay
un acuerdo general sobre el rol de la insulina en el control de la secrecién de
leptina. (Ashima et al., 2000), a pesar de que parte de la literatura en humanos
no es coincidente con el rol de la hiperinsulinemia (Goumenou et al., 2002).
Por otra parte, Ekert et al., (2000) trabajando con lechones provenientes de
madres que habian sido alimentadas diferencialmente encontraron que a los 59
dias la concentracion de leptina era mayor en la camada de madres mejor
alimentadas.

Con estos resultados podriamos sugerir que las diferencias de leptina en
corderos a las 48 horas de vida se deban, entre otros factores, a las diferentes
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concentraciones de insulina que presentaron. Resultados de nuestro trabajo
demuestran que corderos hijos de madres alimentadas con 110%EM
presentaron 163% mas de insulina que los corderos hijos de madres
alimentadas con 70%EM, lo que podria reafirmar la bibliografia consultada,
donde la insulina es un regulador positivo de la sintesis de leptina. (Carrascosa
y Yeste, 1999)
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6. CONCLUSIONES

1. La nutricion durante la gestacion tiene consecuencias en el desarrollo y
crecimiento de los fetos y, por lo tanto, en la supervivencia de las crias
(Programacion fetal).

2. Se encontr6 efecto de los tratamientos en todas las variables
medidas.Las diferencias se hicieron significativas a partir de la 6ta
semana previa al parto en todas las variables, excepto en condicién
corporal, lo que coincide con en el ultimo tercio de gestacion, donde

los requerimientos del feto y de la madre aumentan considerablemente.

3. Las madres mejor alimentadas presentan mayor peso vivo, condicion
corporal, glucosa y concentracion de todas las hormonas metabolicas
(insulina, IGF-1, Leptina)

4. Ovejas sub alimentadas energéticamente durante la gestacion producen
corderos mas livianos, con menores concentraciones de glucosa al nacer
lo que pone a riesgo su sobrevivencia.

5. A las 48 horas, estos corderos presentan menores concentraciones de
leptina, IGF1 e insulina, es decir de hormonas esencialmente
metabdlicas y vinculadas al crecimiento.

6. Respecto al rol de la leptina en la produccién animal, concluimos que al
tratarse de una hormona recientemente descubierta, todavia falta
informacién sobre su rol en modelos animales, donde podria tener una
importante funcién como regulador del consumo voluntario.
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7. RESUMEN

El estado nutricional de las hembras durante la prefiez, puede ser critico
en el crecimiento posnatal y desarrollo de su dscendecia, provocando en
algunos casos cambios permanentes en la vida extrauterina (“Programacion
Fetal”). Para ovejas Merino se evaluaron dos niveles de energia metabolizable
(EM) ingeridos (110% de sus requerimientos de mantenimiento de masa
corporal y crecimiento normal de concepcion (n=12); 70% de esos
requerimientos (n=13)) desde la semana 10 de gestacion hasta el parto y luego
se evalu6 efectos en peso vivo, tamafio de los 6rganos de las crias machos y
concentracion de hormonas y metabolitos. Las ovejas eran pesadas
semanalmente y los corderos eran pesados al momento de nacer y dos dias
después. Se tomaron muestras de sangre en el mismo momento. Ovejas de
70% EM no ganaron peso, sin embargo las ovejas de 110% EM ganaron 12%
sobre su peso inicial de la semana 10. Estas ultimas presentaron
concentraciones plasméticas de glucosa superiores (P= 0,0006), mayor
concentracion plasmatica de IGF-1 (P= 0,0089) y de insulina (P= 0,0412) que
las ovejas de 70% EM. La concentracion plasmatica de leptina no difirid (P=
0,1553). El peso al nacer y a las 48 horas de vida fue superior en corderos de
110% EM que en corderos de 70% EM (P< 0,05). El tamafio de higado y
rinfones fueron ambos superiores en el grupo de 110% EM que en 70% EM. La
concentracion de glucosa en los corderos al momento de nacer fue superior (P=
0,0001) en el grupo de 110% EEM que en el grupo 70% EM, sin embargo la
concentracion de leptina no fue afectada por los distintos niveles de energia al
momento de nacer pero si a las 48 horas de vida, donde los corderos nacidos
de madres que recibieron 110% EM presentaron concentraciones mayores que
los nacidos de madres alimentadas con 70% EM (P=< 0,005). A las 48 horas de
vida se encontraron niveles superiores de insulina y de IGF-1 (P= 0,022 y P=
0,0079, respectivamente) en los corderos de 110% EM que en el grupo de 70%
EM. Concluimos que la subalimentacion durante la prefiez provoca cambios en
el metabolismo de la madre gestante y puede reducir el crecimiento y desarrollo
de la descendencia.
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8. SUMMARY

The nutritional status of females during pregnancy can play a critical role
in the postnatal growth and development of the offspring, often leading to
permanent changes in extrauterine life (“Fetal Programing). For Merino ewes,
we evaluated two levels of metabolizable energy (ME) intake (110% of
requirement for maintenance of ewe body and normal growth conceptus (n=12);
70% of those requirement (n=13)) from week 10 of pregnancy until parturition
and then tested for effects on body weight, shape of organs in new-born males
and metabolite and hormone plasma concentration. Pregnant ewes were
weighed weekly and lambs were weighed at birth and two days later. Blood was
sample at the same times. 70% ME ewes did not gain weight, whereas 110%
ME ewes gained 12% over their pre-treatment weight. This last group showed
higher plasmatic concentrations of glucose (P= 0,0006), higher concentration of
IGF-1 (P= 0,0089) and insulin (P= 0,0412) than 70% ME ewes. Plasmatic
concentration of leptin did not differ (P= 0,1553). Birthweight and weights 48
hours later were higher in 110% ME lambs than in 70% ME lambs (P< 0,05).
The size of the liver and kidneys were both higher in 119% ME group than in the
70% ME group. Glucose concentration in lambs at the time of birth was higher
(P= 0,0001) in the 110% ME group than in the 70% ME group, however the
leptin concentration at birth was not affected for the energy level intake, but was
affected 48 hours later where 110% ME lambs showed higher level than 70%
ME lambs (P< 0,005). 48 hours after birth, 110% ME lambs showed higher
insulin and IGF-1 concentrations (P= 0,022 and P= 0,0079, respectively) than
70% ME lambs. We conclude that under nutrition during pregnancy may
produce changes in the metabolism of the pregnant ewes and can reduce
growth and development of the offspring.
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