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RESUMEN

La toxemia de la gestacion es un trastorno metabdlico que pueden padecer
las ovejas especialmente en las Ultimas seis semanas de la prefiez. Se
produce por la incapacidad del organismo de mantener la homeostasis
energética, al enfrentarse en esta etapa a un balance energético negativo.
Existen diversos tratamientos para esta enfermedad con resultados
variables. El objetivo de la Tesis es evaluar un estimulante de los
Receptores Activadores del Proliferador de Peroxisomas alfa como
alternativa terapéutica en la toxemia clinica y subclinica, para revertir el
higado graso y la alteracion del metabolismo energético, para lo cual se
realizaron dos experimentos consecutivos en dos afios. Experimento 1. 36
ovejas Corriedale con toxemia de la gestacion clinica, lograda con hasta 6
dias de ayuno fueron divididas en tres grupos de tratamiento Grupo A:
tratadas con 10mg/kg de acido-2-metil-2-fenoxi-propionico I/M c/24h durante
6 dias; Grupo B: tratadas con 10mg/kg de acido-2-metil-2-fenoxi-propionico
I/M c/24 horas + 100ml de glicerol-propilenglicol V/O ¢/12 horas durante 6
dias y Grupo C: tratadas con 100ml de glicerol-propilenglicol V/O ¢/12 horas
durante 6 dias. Experimento 2 fueron utilizadas 48 ovejas Corriedale en la
etapa subclinica de la enfermedad. Las mismas fueron divididas en cuatro
grupos, el cuarto grupo (Grupo D) fue tratado con 10mg/kg de acido-2-metil-
2-fenoxi-propionico I/M c¢/7 dias desde el dia 90 hasta el dia 130 de la
gestacion, momento en el cual se comenzd con el ayuno en los 4 grupos
hasta la aparicion de la toxemia de la gestacion subclinica. EI Grupo D no
recibié tratamiento luego del ayuno, mientras que los deméas grupos
recibieron el mismo que en el experimento 1. Fueron dosificados la glucemia
y el BOHB de forma diaria durante los ayunos y el transcurso de los
tratamientos, y a los 5 dias posparto. Ademas se hicieron biopsias hepéaticas
para realizar el diagnostico histopatolégico de lipidosis hepética y
dosificacion de AST al dia 130 de la gestacion, al comienzo y fin de los
tratamientos, y a los 5 dias posparto. En el experimento 2 las muestras
fueron tomadas en los mismos momentos, sumandose el dia 90 de la
gestacion. En ambos experimentos ya al primer dia de tratamiento hubo una
recuperacion de la glucemia en todos los grupos. Las concentraciones de
BOHB también disminuyeron en todos los grupos postratamientos en ambos
experimentos, siendo el Grupo B el que tuvo el descenso mas notorio. Las
concentraciones de AST no tuvieron diferencias significativas entre los
grupos en todo el ensayo, produciéndose su disminucion al final de los
tratamiento en todos los grupos. La recuperacion de la lipidosis hepatica fue
mayor en los grupos tratados con el acido-2-metil-2-fenoxi-propionico en los
dos afos del ensayo. Se concluye que el acido-2-metil-2-fenoxi-propionico
se muestra como una alternativa eficaz para el tratamiento del higado graso
desarrollado en esta enfermedad, incluso en el Grupo D que luego de su
administracion semanal desde el dia 90 de la gestacion no recibid
tratamiento para la toxemia subclinica. Esto demuestra su gran eficacia en
poder revertir y prevenir la lipidosis hepatica que genera ésta enfermedad.



SUMMARY

The pregnancy toxemia is a metabolic disease affecting pregnant ewes,
specially in the last six weeks of gestation. In this situation, the organism is
not able to maintain the homeostatic equilibrium, because of the negative
energetic balance related to this physiological moment. There are numerous
treatments for this disease with highly variable results. The aim of this thesis
is to evaluate a stimulator of the peroxisome proliferator-activated receptor
alfa (PPAR alfa) as an alternative treatment for the clinic and subclinic
pregnancy toxemia, in oder to revert the fatty liver and the alteration of the
energy metabolism. Thirty-six Corridale ewes with clinical toxemia produced
by controlled fasting of up to six days, where used in the first year. Sheep
were randomly divided in three groups (A, B and C) after the fasting and
different treatments where established for each group. Group A: 10 mg/kg of
acid-2-methyl-2-phenoxi-propionic IM ¢/ 24 hours for 6 days. Group B: 10
mg/kg of acid-2-methyl-2-phenoxi-propionic IM c/ 24hours + 100ml of gliceril-
propilenglycol orally ¢/ 12 hours for 6 days. Group C: 100 ml of gliceril-
propilenglycol orally ¢/ 12 hours for 6 days. Forty-eight Corriedale ewes with
induced subclinical toxemia were used in the second year. They were divided
into four groups; the forth (Group D) was treated with 10 mg/kg of acid-2-
methyl-2-phenoxi-propionic IM ¢/ 7 days from day 90 up to day 130 of the
gestation, moment in which the fasting began in the four groups until
subclinical toxemia appeared (blood glucose <2,0 mmol/L). Group D did not
receive treatment after the fast, while the other groups received the same
treatement as in the previous year. Blood glucose and BOHB were dosed
during the fasting, the treatments and 5 days postpartum.

Liver biopsies were made for histopathological diagnosis of hepatic lipidosis,
and the dosage of AST at day 130 of pregnancy, at the start and end of
treatments and during the 5 days postpartum. In the second year, the
samples were obtained at the same times, adding day 90 of gestation. Blood
glucose concentration in all groups decreased during fasting and recovers
since the first day of treatment In both years. BOHB concentrations also
decreased in all groups after treatments in both years, Group B had the most
marked decline. AST concentrations were not significantly different among
the groups throughout the trial, and a decrease was observed after the
treatments in all groups. The recovery of the hepatic lipidosis was higher in
the groups treated with acid-2-methyl-2-phenoxi-propionic in both years. It is
concluded that acid-2-methyl-2-phenoxi-propionic is an effective alternative
for the treatment of the fatty liver developed in this disease, even in Group D
that did not receive treatment for subclinical toxemia. This proves acid-2-
methyl-2-phenoxi-propionic to be highly effective in reversing and attenuating
hepatic lipidosis generated by clinical and subclinical pregnancy toxemia.



INTRODUCCION

En nuestro pais la ganaderia y la agricultura han evolucionando
histéricamente gracias a su rica dotacion ecologica, transformandose en los
principales aportes de la economia nacional (Lapitz y col, 2004). La
produccion ovina durante décadas fue uno de los principales pilares de la
economia uruguaya, actualmente es responsable del 20 % del producto
bruto agropecuario y representa el 8,3 % de las exportaciones del Uruguay.
Este sector esta sustentado por aproximadamente 24.000 establecimientos
agropecuarios que ocupan 11.8 millones de hectéareas (Salgado, 2004).

Segun datos del Anuario Estadistico realizado por el INAC en el afio
2010, el numero de cabezas faenadas en total por todos los frigorificos y en
todas las categorias son 1.253.853.

Los precios de exportacion y la faena de corderos crecen
continuamente, con el resultado de que los ingresos totales por exportacion
de carne ovina son actualmente los mas altos de la historia (INAC, 2013).

La produccion ovina en nuestro pais se realiza a campo natural y en
sistemas de produccion extensivos que se asocian frecuentemente con
vacunos, conformando asi sistemas de produccion mixtos (Oficialdegui,
2004). La raza Corriedale es una de las mas abundantes con un 65 % de
individuos, siguiéndole las razas Merino Australiano, Ideal, Merilin y Romney
Marsh (SUL, 2006).

Desde el afio 2004 se estan produciendo importantes cambios que
representan nuevos desafios para la produccion ovina nacional. La
ampliacion de mercados y el aumento internacional de precios para lana y
carne ovina vienen generando ventajosas perspectivas para el sector que se
ve reflejado en una mayor rentabilidad (Cardelino, 2004; Salgado, 2004).
Ademas nuestra produccion agropecuaria tiene varias ventajas frente a otros
paises, como ser los sistemas de produccién pastoriles extensivos donde no
se utilizan hormonas y los animales presentan una excelente condicion
sanitaria. Esto constituye una excelente opcion para los consumidores que
jerarquizan la salud, la seguridad alimentaria y la sustentabilidad del medio
ambiente (Montossi y col, 2005a; Montossi y col, 2004).

A pesar de todos los beneficios que el sector ovino brinda al pais, este
presenta varios problemas productivos que se han agravado en los ultimos
afios. La baja eficiencia reproductiva y los elevados indices de mortandad
ovina generan grandes restricciones productivas, ya que la poblacién ovina
es la base principal del potencial de produccion de este sistema productivo.
Cualquier paso hacia la recuperacion en la produccién tiene que generar
cambios en estos indices, lo que permitird ademas expresar el potencial de
produccion de lana y carne ovina (Salgado, 2004).

El stock ovino en el pais ha venido experimentado una gran reduccion,
siendo una de sus causas los bajos indices de destete en los corderos. En
1991 habian 26 millones de cabezas que fueron disminuyendo hasta las 8,2



millones en 2013 (DIEA, 2013). Para aumentar el nimero de ovinos hay que
tener muchos puntos en cuenta, los de mayor importancia son la obtencion
de un alto nimero de corderos destetados por ovejas encarneradas al igual
que evitar la mortalidad de las madres, lo que constituye uno de los objetivos
basicos de toda explotacion ovina. Una de las principales causas de muerte
de ovejas en nuestro pais es la toxemia de la Gestacion (Cal Pereyra y col,
2012; Cal Pereyra, 2007).

La toxemia de la gestacion es un trastorno metabdlico que afecta a las
ovejas prefladas especialmente en las Ultimas seis semanas de gestacion.
Se produce como consecuencia de la incapacidad del organismo para
mantener la homeostasis energética al enfrentarse en esta etapa a un
balance energético negativo (Harmeyer y Schlumbohm, 2006; Gonzalez
Montafia, 2003; West, 1996; Gonzélez Montafia y Rejas Lépez, 1995;
Sargison y col, 1994; Bonino y col, 1987). Si bien en otros paises se la
describe como una enfermedad asociada con gestaciones de dos o mas
corderos (Van Saun, 2000; Henze y col, 1998; Andrews, 1997; West, 1996;
Scot, 1995; Sargison y col, 1994; Ford y col, 1990; Marteniuk y Herdt, 1988;
East, 1983) en Uruguay ésta patologia se puede presentar en ovejas con
gestaciones simples, principalmente en inviernos rigurosos con grandes
carencias nutricionales, provocando importantes pérdidas (Bonino y col,
1987).

Por la importancia de esta patologia es de interés mantener una
investigacion gue este dirigida a evitar la mortalidad de las madres, tomando
las medidas necesarias para la prevencion y/o tratamiento precoz de la
toxemia de la gestacion ovina.



ANTECEDENTES ESPECIFICOS
a) METABOLISMO ENERGETICO EN LOS RUMIANTES

El 70 % de los requerimientos energéticos de los rumiantes son
aportados por los acidos grasos volatiles (AGV) ya que la digestion
microbiana precede al duodeno y por lo tanto la absorcion de glucosa de
origen alimentario es muy baja, representando solo del 15 al 30 % de la
utilizada por el animal. S6lo cuando el rumiante recibe una racion rica en
granos, una fraccion del almidon réapidamente soluble escapa a la
degradacion ruminal y llega al intestino, aumentando la proporcion de
glucosa absorbida. A pesar de las bajas concentraciones de glucosa que
pueden ser absorbidas, las necesidades de glucosa en el rumiante son
similares a la de los monogastricos, ya que es uno de los nutrientes de
mayor importancia. La glucosa es el principal sustrato energético del
cerebro, es esencial para la sintesis de triglicéridos (TAG), sirve de aporte
energético para el feto, la contraccion muscular y la sintesis de lactosa en la
glandula mamaria (Diez Prieto y col, 1998; Benedito Castellote, 1986; Pell y
Bergman, 1983; Lindsay y Setchell, 1976; Bergman, 1973). El rumiante
obtiene la mayor parte de la glucosa por medio de la neoglucogénesis (NG)
o sintesis de glucosa a partir de no hexosas, siendo esta via en definitiva la
que determina el valor de la glucemia (Cirio y Tebot, 2000; Chilliard, 1987;
Bonino y Col, 1987; Baird y col, 1983).

Los carbohidratos, los aminoacidos y las grasas forman las reservas
energéticas del organismo. Cuando los aportes superan los requerimientos
el exceso de energia se acumula como grasa. En cambio cuando las
demandas energéticas superan a la ingerida por el animal, se produce la
movilizacion y consumo de las reservas grasas causando una disminucién
del peso corporal (Borrelli, 2001).

La neoglucogénesis (NG) en el rumiante

El 90 % de NG en el rumiante se realiza en el higado de forma
continua, el 10 % restante en el rifién (Cirio y Tebot, 2000; Ndi bualonji y
Godeau, 1993)

El principal precursor en condiciones fisiolégicas para la sintesis de
glucosa es el acido propionico proveniente de la fermentacion ruminal. Con
menor importancia interviene el lactato, los aminoacidos glucoformadores y
el glicerol (Garcia Partida, 1976).

El lactato se produce por la fermentacion ruminal fundamentalmente de
la alimentacion rica en granos que contienen altas cantidades de
carbohidratos solubles y altamente fermentables (Chandler y col, 1985), pero
la principal fuente es el metabolismo anaerobio en los tejidos (Evans y
Duncan 2003). En el higado diariamente a partir de este precursor se
sintetiza del 5 al 15% de la glucosa y en el rifidén alrededor del 10% (Relling y
Mattioli, 2003). Los aminoacidos provienen de la alimentacion y del



metabolismo. El glicerol se origina a consecuencia de la lipolisis que se
produce en el adipocito (Cirio y Tebot, 2000; Demigné y col, 1988).

El propionato con una buena alimentacion proporciona entre un 50 a 70
% de la glucosa que se genera por medio de la NG (Ndi bualonji y Godeau,
1993). Una de las enzimas clave de la NG es la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK) que tiene una doble localizacion: citosélica y
mitocondrial. La NG a partir del propionato en rumiantes utiliza la PEPCK
intramitocondrial que no responde a la estimulacién hormonal, esto permite
que el proceso sea mas eficiente.

La NG en los rumiantes esta regulada por tres factores principales. El
mas importante es la ingestion de alimentos que depende de la alimentacién
del animal (Baird y col, 1983). Tras la ingesta de alimentos la NG hepatica es
mas importante, disminuyendo en los periodos posprandiales ya que no
estan disponibles los precursores (Cirio y Tebot, 2000).

El segundo factor implicado en la regulaciébn de la NG son las
hormonas (Demigné y col, 1988). La insulina es la principal hormona
involucrada en el metabolismo de la glucosa (Bines y Hart, 1982), tiene la
particularidad de que es la Unica hormona que tiene efecto hipoglucemiante
ya que disminuye la NG hepética y facilita el ingreso de glucosa a las
células. En los monogastricos el pico de insulina se produce luego de la
ingesta de alimentos, privilegiando la utilizacion de la glucosa de origen
alimentario y frenando claramente la NG. En los rumiantes el aumento de la
insulinemia se produce durante y después de la ingestion de alimentos, pero
la glucemia no parece variar sustancialmente (Brokman, 1990). Manns
(1972) comprob6 que la llegada masiva a la circulacion portal de AGV,
fundamentalmente del &cido propidnico, constituye una sefial para la
secrecion de insulina en el periodo postprandial. Este aumento de la
insulinemia no afecta la NG a partir del propionato, permitiendo de esta
manera que se privilegie la utilizacion de este sustrato en detrimento de los
demas cuando la insulina esta elevada (Brokman, 1990), ademas estimula la
sintesis proteica a nivel muscular, la lipogénesis y la utilizacion periférica de
la glucosa preformada por NG a partir del propionato (Cirio y Tebot, 2000).

Durante el ayuno, la insulina es capaz de reducir hasta un 50 % la NG,
disminuyendo la eficiencia del hepatocito para extraer algunos compuestos
glucogénicos como el lactato, el glicerol, la alanina y la glutamina. La
insulinemia puede ser afectada por varios factores como el tipo de dieta
(Catalano y col, 1995) o la condicion corporal (McCann y col, 1986). Las
ovejas gordas poseen valores medios mas altos de insulina en sangre que
las flacas, esto es debido a que en las primeras existe una insulino-
resistencia, lo que lleva a una hiperinsulinemia basal con concentraciones de
glucosa normales (McCann y col, 1986). La resistencia a la insulina que se
observa también en las ovejas con gestacion avanzada, por una reduccion
en la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, es debido a que se
producen alteraciones en el numero de receptores para la insulina
(Recabarren, 2000; Petterson, 1993), fundamentalmente en el tejido
muscular y el tejido adiposo (Petterson y col, 1993). La insulina tiene



ademas un efecto anticetogénico ya que disminuye la lipdlisis (Demigné y
col, 1988; Chilliard, 1987).

El glucagon estimula la NG a partir del propionato y de aminoacidos
estimulando una enzima clave de la NG la piruvato carboxilasa y otras
enzimas lipoliticas (Brokman, 1990). Cuando se producen carencias
energéticas o largas exposiciones al frio la relacién insulina:glucagén
disminuye (Symonds y col, 1988), generando la disminucién de la utilizacion
periférica de glucosa en los tejidos y 6rganos involucrados en la produccion.
Ademas la NG hepética es maxima pero a partir de precursores diferentes
del propionato (Cirio y Tebot, 2000; Unger, 1972).

La hormona de crecimiento o somatotrofina (GH) en los rumiantes
aumenta la eficiencia de conversion del propionato a glucosa en el higado, lo
cual es mas evidente en los periodos de carencia energética. Cuando la
disponibilidad del alimento se vuelve una limitante como en el ayuno, los
niveles plasmaticos de GH aumentan (Cirio y Tebot, 2000).

Los glucocorticoides estimulan el catabolismo adiposo y muscular. Este
altimo produce la liberacion de aminoacidos que quedan disponibles para la
produccion de glucosa por el higado. Ademas facilitan la captacion hepatica
de aminoé&cidos circulantes y la sintesis de glucégeno. Lo mencionado
anteriormente sumado a la disminucién de la captacion periférica de glucosa,
genera el aumento de la glucemia. Estas hormonas aumentan ademas la
actividad de enzimas como la piruvato carboxilasa, la PEPCK y la glucosa-6-
fosfatasa, lo que tiene un efecto directo sobre la NG. Durante el ayuno se
produce un aumento significativo de los glucocorticoides (De Nicola, 1985).

El tercer factor que tiene efecto en la regulacién de la NG es el estado
fisiolégico del animal. Cuando se producen estados de alta demanda
energética como en la lactacion y la gestacion la NG estda aumentada. En
esos momentos existen altos requerimientos de glucosa y una gran
lipomovilizacion (Gibbons, 1996; Herdt y Emery, 1992; East, 1983).

Metabolismo lipidico

El tejido adiposo estd formado por células llamadas adipocitos que
contienen altas concentraciones de TAG. Cada molécula de TAG esta
constituida por tres acidos grasos de cadena larga esterificados a una
molécula de glicerol activado bajo forma de alfaglicerofosfato (a-GP) (Cirio y
Tebot, 2000). En este tejido se producen dos grandes procesos: produccion
y depdésito de las grasas como reserva (lipogénesis) y liberacién de esas
reservas almacenadas (lipdlisis). La lipdlisis se produce como consecuencia
de la degradacion de los TAG a acidos grasos no esterificados (AGNE) y
glicerol por la accion de una enzima, la lipasa hormono-sensible para
triacilglicéridos (LHS) ubicada en el tejido adiposo. Los AGNE liberados son
transportados unidos a albuminas especificas hacia el higado al igual que el
glicerol (Contreras, 1998). Aqui, este ultimo es transformado en a-GP y
puede servir para la sintesis de glucosa o para la resintesis de TAG
(esterificacion) (Cirio y Tebot, 2000; Chilliard, 1987).



Los AGNE son captados por el hepatocito y transformados en acil-CoA
en su citosol. El acil-CoA puede ser utilizado para la resintesis de TAG
(esterificacion) o para la produccion de energia mediante la $-oxidacion. La
B-oxidacion se produce en el interior de la mitocondria de los hepatocitos y
en los peroxisomas. Los peroxisomas son organelos citoplasmaticos que se
encuentran en las células eucariotas. Tienen forma de vesiculas que
contienen enzimas en su mayoria vinculadas al metabolismo de lipidos,
como ser enzimas de la B-oxidacion de acidos grasos (Osmunsen y col,
1991). Un 25% de los &cidos grasos son degradados en los peroxisomas y el
resto en las mitocondrias (Wierzbicki, 2007; Latruffe y col, 2001).

La B-oxidacion es un proceso metabolico que se produce en el higado,
musculo y tejido adiposo pardo (Cirio y Tebot, 2000), en el cual se lleva el
acil-CoA hasta acetil-CoA con la finalidad principal de ser utlilizado en el
ciclo de Krebs colaborando con la formacién de energia, en caso contrario
es un generador de cuerpos ceténicos (Contreras, 1998; Chilliard, 1987;
Michaux y col, 1981). El acil-CoA una vez producido en el citosol del
hepatocito debe ingresar a la mitocondria, para lo cual necesita ser
transportado por el sistema carnitina aciltransferasa.

El acetil-CoA dentro de la mitocondria puede seguir dos caminos. Por
un lado puede ingresar al ciclo de Krebs mediante su union con el
oxalacetato (OAA) por medio de la enzima citrato sintetasa. Dentro de este
ciclo su oxidacion sera total hasta la produccién de CO, y H,O, con la
consiguiente produccion de energia. El ingreso al ciclo de Krebs solo se
produce cuando la degradacion de los lipidos y de los carbohidratos esta en
equilibrio, cuando disminuyen las concentraciones de OAA por utilizacién de
este para la NG, el acetil-CoA no pueden ingresar al ciclo de Krebs y tiene
que tomar el segundo camino hacia la produccion de cuerpos cetonicos
(Cirio y Tebot, 2000; Contreras, 1998; Michaux y col, 1981).

Cuando se produce un exceso en la movilizacién de los lipidos, estos
cuando ingresan al hepatocito no son oxidados, sino que son
reesterificandose nuevamente a TAG (Herdt, 1988a). La reesterificacion de
los AGNE se hace con el alfa glicerofosfato (a-GP) proveniente de la via
glicolitica y del glicerol captado. En condiciones fisiolégicas la cantidad de
TAG que se acumulan en el hepatocito no son muchas y se conservan como
reserva para ser utilizados como fuente de energia. Para ser utilizados como
fuente de energia los TAG deben ser incorporados a lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) que son sintetizadas fundamentalmente en el higado,
que los transporta mediante la sangre hacia los tejidos. Cuando la
reesterificacion hepéatica es muy abundante puede generar esteatosis
(Contreras, 1998; Herdt, 1988a; Chilliard, 1987).

Cuerpos cetdnicos

A la produccion de cuerpo cetdnicos se la denomina cetogénesis, estos
incluyen al acido acetoacético, acido B-hidroxibutirico (BOHB), acetona y en
menor cantidad el isopropanol, siendo derivados hidrosolubles de los acidos



grasos (Diez Prieto y col, 1998). EI BOHB es el principal cuerpo cetdnico en
ovejas, representando el 70 al 90% del total (Brockman y Laarveld, 1985).

Estos son intermediarios normales del metabolismo celular
constituyendo un importante substrato energético, ya que proveen acetil-CoA
al ser degradados (Michaux y col, 1981). Varios tejidos como corazon,
musculo esquelético, rifones, tejidos uterinos no fetales y glandula mamaria
pueden obtener energia mediante la oxidacion de estos cuerpos cetdnicos
(Heitmann y col, 1987; Michaux y col, 1981). La utilizacion de los cuerpos
ceténicos como fuente de energia permite el ahorro de glucosa y la
mantencion de la glucemia, pero estos no pueden sustituir a la glucosa en la
sintesis de lactosa o en el aporte de energia al feto, ya que el cerebro y los
tejidos fetales no son capaces de utilizar los cuerpos cetonicos como fuente
de energia (Heitmann y col, 1987; Bergman, 1971).

En los rumiantes la cetogénesis se produce en dos lugares: la pared
del rumeny el higado. En la pared del rumen la misma se produce durante la
absorcién del acido butirico, ya que una proporcion de este AGV se
transforma en BOHB. La cantidad de BOHB formado a partir del &cido
butirico depende de la cantidad que se produzca de este AGV, que a su vez
depende del tipo de alimentacion. En el higado la cetogénesis se realiza a
partir del aceti-CoA y como se menciono anteriormente depende de la
magnitud de la lipomovilizacién (Cirio y Tebot, 2000, Michaux y col, 1981).

El acetil-CoA puede ser generando por la degradacion del acido
pirdvico, por la degradacion de ciertos aminoacidos Illamados
cetoformadores o cetogénicos y como producto del catabolismo de los
AGNE vy de los AGV (acetato y butirato) (Michaux y col, 1981).

En ovejas con balance energético positivo la mayor produccion de
cuerpos cetdnicos tiene lugar en la pared ruminal. La produccién de estos en
el higado se ve incrementada en el dltimo tercio de la gestacion y a
principios de la lactacién. En estas condiciones o cuando el animal se
encuentra en un balance energético negativo la principal fuente de cuerpos
cetdnicos es a partir del los AGNE que se producen por la extensa
lipomovilizacion. En esta situacion el higado pasa a ser el principal productor
de cuerpos ceténico (Harmeyer y Schlumbohm, 2006).

En el interior de la mitocondria o de los peroxisomas, dos molécula de
acetil-CoA por accion de la enzima B-cetotiosa se condensan formando
acetoacetil-CoA. El acetoacetil-CoA incorpora una tercera molécula de acetil-
CoA formando un compuesto intermedio. Este ultimo libera posteriormente el
ultimo acetil-CoA incorporado originando acetoacetato. La acetona se forma
por decarboxilacion, el BHOB por reduccion del acetoacetato, mientras que
el isopropanol es formado por oxido reduccion de la acetona (Diez Prieto y
col, 1998; Michaux y col, 1981).

Una pequefia fraccion de cuerpos ceténicos se producen en el higado
a partir de aminoacidos cetoformadores como el triptofano, la lisina, la
fenilalanina, la tirosina y la leucina (Michaux y col, 1981). Estos aminoacidos



se movilizan en el primer dia de de ayuno (Ndi bualonji y Godeau, 1993),
siendo esta via de muy poco importancia (Demigné y col, 1988).

La sintesis de cuerpos cetonicos estd bajo la regulacién metabdlica y
hormonal. La regulacion metabdlica de mayor importancia se produce por el
equilibrio entre los metabolitos relacionados con el acetil-CoA. Las
sustancias glucoformadoras como la glucosa, el glicerol, el propionato y el
acido glutamico inhiben la formacion de cuerpos cetonicos, ya que facilitan la
utilizacion del acetil-CoA. Otro factor metabdlico de gran importancia es la
disponibilidad de AGNE, su libre entrada al hepatocito se relaciona con la
cantidad de cuerpos cetonicos sintetizados.

La regulacion hormonal es indirecta, la insulina tiene una accién
anticetogénica disminuyendo la lipdlisis y aumentando la utilizacion de
glucosa (Brockman y Laarveld, 1985), esto facilita la utilizacion del acetil-
CoA en el ciclo de Krebs. A su vez los cuerpos cetonicos, parecen estimular
la secrecién de insulina (Heitmann y col, 1986). El glucagén estimula el
ingreso de &cidos grasos al interior de la mitocondria del hepatocito, cuando
la relacién insulina:glucagon es baja se promueve la movilizacion lipidica y la
cetogénesis (Herdt y Emery, 1992). Existen otras hormonas como la
adenocorticotrofina (ACTH), los glucocorticoides, la GH y las catecolaminas
que poseen un efecto cetogénico, ya que aumentan la lipolisis que produce
un aumento de los AGNE (Cirio y Tebot, 2000; Michaux y col, 1981).

La Cetogénesis y la NG usualmente se complementan, ambas se
estimulan por el ingreso de &cidos grasos a la mitocondria del hepatocito.
Esto se acompafia de una alta concentracion de acetil-CoA en estas
mitocondrias (Herdt y Emery, 1992).

Los cuerpos cetdnicos pueden ser eliminados por diferentes vias, ya
gue son moléculas pequefas, solubles, volatiles y muy difusibles. Una de las
vias de eliminacién es la pulmonar, lo que explica el olor a acetona del
aliento de los animales que sufren toxemia de la gestacién. También se
expulsan por la leche y la orina, donde pequefias cantidades son normales
(Cirio y Tebot, 2000; Michaux y col, 1981). Los cuerpos cetonicos son
eliminados por la orina en forma ionizada promoviendo ademas la
eliminacién de algunos cationes como el Na+, K+ y Ca++. Esto provoca
perdida electrolitica, deshidratacion y puede ayudar a la hipocalcemia.

Cuando la taza de produccion de cuerpos ceténicos es muy alta y estos
se empiezan a acumular en el plasma, actian como acidos fuertes (pK=4)
generando una acidosis metabdlica. Cuando aumentan las concentraciones
del acetoacetato este comienza a tener un efecto directo sobre el cerebro,
disminuyendo su consumo de O, (Michaux y col, 1981).
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b) METABOLISMO ENERGETICO DE LA OVEJA GESTANTE

Los requerimientos energéticos varian en los animales segun su estado
fisiologico, los cuales son méaximos durante la gestacion y la lactaciéon
(Gibbons, 1996; Orcasberro, 1985). En la oveja esto se ve agudizado en los
altimos 60 dias de la gestacion, ya que en este momento es cuando el feto
gana el 85% del peso al nacer (Robinson, 1996; Russel, 1984; East, 1983).
El crecimiento y desarrollo de los tejidos fetales necesitan més nutrientes por
unidad de peso ganado que el animal adulto (Gibbons, 1996), esto genera
que exista una estrecha relacion entre la nutricion de la oveja gestante y el
peso del cordero al nacimiento (Osgerby y col, 2002). El pasaje de los
nutrientes al feto y por ende del peso del cordero al parto depende
directamente de la placenta (Montossi y col, 2005b). Esta comienza su
desarrollo en forma exponencial desde el dia 30 de la gestacion alcanzando
un pico al dia 90, donde su tamafio se estabiliza (Geenty K. G, 1997).

En las ovejas con subnutricion en el dltimo tercio de la gestacion la
masa placentaria puede verse disminuida lo que podria generar una
disminucién en la concentracion de glucosa amniética y alantoidea que
podria afectar el desarrollo fetal (Osgerby y col, 2002). El grado de
afectacion que la subnutricidon pueda tener sobre el peso al nacimiento de los
corderos depende de la gravedad y duracion de la misma, asi como también
de la condicion corporal de las madres al inicio de la gestacién (McMullen y
col, 2005). Gibbons (1996) menciona que la subnutricion afecta mas el peso
de la madre que el fetal, lo que demuestra la gran habilidad materna para
mantener los aportes nutricionales al feto a expensas de sus propias
reservas corporales.

A finales de la gestacion las pérdidas de glucosa son muy importantes
debido a la alta produccién de lactosa por la glandula mamaria y el gran
desvio de glucosa y lactato hacia el feto (Harmeyer y Schlumbohm, 2006;
Chilliard y col, 2000). Sumado a esto también se presenta una alta demanda
de proteinas que puede generar un estrés adicional en el metabolismo. En
este periodo la unidad feto-placentaria puede llegar a demandar hasta un
72% de los aminoacidos disponibles y un 45% de la glucosa materna (Bell,
1995), correspondiendo aproximadamente con 32 g diarios de glucosa
(Robinson, 1996; Russel, 1984; Payne, 1977). Cuando la gestacion es
multiple aumenta considerablemente esta demanda de energia (Harmeyer y
Schlumbohm, 2006; Rook, 2000). El mantener estos altos requerimientos
energéticos esta limitado en las ovejas a finales de la gestacion, ya que la
ingesta se ve reducida en este periodo (Bertics y col, 1992) debido al gran
tamafio que adquiere el utero limitando la capacidad fisica del rumen
(Robinson, 1973; Trucher, 1974). Esta alta demanda de glucosa debe ser
mantenida casi exclusivamente por medio de la NG hepatica.

Los amino&cidos que provienen de la dieta son poco importantes para
la sintesis de glucosa, sin embargo los provenientes del musculo esquelético
aportan aminoacidos que son utilizados como precursores para la sintesis de
glucosa via NG (Rodriguez y col 1985), pero este aporte es muy escaso y no
alcanza para restaurar el balance energético negativo (Contreras, 1998).
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Para cubrir las altas demandas de este estado fisiologico el animal
debe adaptar su metabolismo. Se produce una gran movilizaciéon de las
reservas corporales y un cambio en la utilizacion de algunos sustratos. Los
principales tejidos involucrados son el adiposo y hepético, los cuales son de
vital importancia para cumplir con los altos requerimientos energéticos. En
la mayoria de los animales estos altos requerimientos pueden ser
correctamente satisfechos ya que existe un sistema homeostatico que
permite mantener la energia y el correcto suministro de carbohidratos (Herdt
y Emery, 1992).

El menor consumo de alimentos durante las Ultimas semanas de
gestacion se relaciona con el aumento de la concentracion de los NEFA
(Bertics y col, 1992). Por lo tanto la concentracion plasmatica de los NEFA
puede ser un buen indicador del estado energético de las madres al igual
que la concentracion de los cuerpos ceténicos (McMullen, 2005; Rhind,
2004; Russel, 1984). Si bien la concentracion plasmatica de NEFA puede ser
un indicador muy sensible del grado de subnutricion a principios y mitad de
la gestacion, este es util siempre y cuando el grado de la misma no sea
excesivo y no se prolongue por mucho tiempo (Gibbons, 1996).

El equilibrio entre el grado de lipomovilizacion y la capacidad de
utilizacion de los cuerpos ceténicos se ve reflejado en los valores
plasmaticos de BHOB (Gibbons, 1996). Existe una escala realizada por
Russel y col (1977) en la cual se determina el grado de subnutriciébn en
ovejas de acuerdo a los valores de BHOB en sangre, estableciendo los
siguientes rangos: valor adecuado de nutricién (<0,7 mmol/L), subnutricion
moderada (0,71 - 1,6 mmol/L) y subnutricién severa (>1,6 mmol/L).

El aumento en la concentracion plasmatica de los cuerpos ceténicos
puede inhibir la movilizacibn de las proteinas musculares, esto es de
importancia en el animal en ayuno (Contreras, 1998), donde en las primeras
24 horas es donde se produce la movilizacién de las proteinas enddgenas
(Ndi bualonji y Godeau, 1993). Sin embargo los rumiantes en gestacion y
lactacion, y los que estan en ayuno de méas de 24 horas, debido a sus altos
requerimientos energéticos son menos eficientes en conservar la proteina
endogena (Herdt, 1988b).

Los cuerpos cetonicos y la glucosa suprimen la liberacion de acidos
grasos desde el tejido adiposo en un sistema de retroalimentacién negativo
(Harmeyer y Schlumbohm, 2006; Herdt y Emery, 1992). Ademas el aumento
en la concentracion de los cuerpos cetdnicos disminuye el ingreso de acidos
grasos al higado, disminuyendo en forma indirecta su propia sintesis
(Heitmann y Fernandez, 1986).
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c) TOXEMIA DE LA GESTACION

Ademas de la oveja, esta enfermedad metabolica se presenta en varias
especies de hembras rumiantes con gestacion avanzada tales como la cabra
y la cierva (Harmeyer y Schlumbohm, 2006; Rook, 2000; Gonzalez Montafa
y Rejas Lépez, 1995; Sotillo Mesanza, 1992; Ortolani y Benesi, 1989;
Marteniuk y Herdt, 1988) y muy raramente en la vaca (Rook, 2000).

La causa para la aparicion de la toxemia de la gestacion es la
alteracion en el metabolismo energético. Esta patologia podria definirse
como una forma severa de cetosis, caracterizada por la disminucion de la
glucemia y el aumento de los cuerpo cetdnicos (Rook, 2000; Andrews, 1997,
Bonino y col, 1987).

El ingreso de glucosa al feto es independiente de las concentraciones
de insulina (Marteniuk y Herdt, 1988; Koenig y Contreras, 1984), por lo tanto
aunqgue la glucemia materna disminuya, la glucosa no deja de pasar hacia el
feto asegurando su provision de energia y su supervivencia a corto plazo
(Hay y col, 1983), a expensas de la homeostasis de la glucosa materna
(Rook, 2000).

En el dltimo tercio de la gestacion el feto aumenta sus requerimientos
energéticos sobre los de mantenimiento en aproximadamente un 150 % en
ovejas con una gestacion simple y hasta 200 % en ovejas gestando mellizos
(Rook, 2000). Sigurdsson (1988b) menciona que cualquier alteracion en los
mecanismos que participan en la homeostasis de la glucosa pueden
desencadenar en toxemia de la gestacion en ovejas que se encuentren en
este periodo. Sin embargo esto no explica por qué animales que presentan
bajas glucemias a fines de la gestacion no desarrollan la enfermedad (Rook,
2000).

La incapacidad para mantener la glucemia dentro de los valores
fisiolégicos no ha sido explicada completamente, algunos autores mencionan
que existe una falla en la redistribucién de la glucosa desde la sangre hacia
el espacio intracelular (Petterson y col, 1993; Sigurdsson 1988a; Sigurdsson
1988b; Wastney y col, 1982). Otros plantean que se produce una supresion
de la NG por el excesivo aumento de los cuerpos cetdnicos en sangre
(Harmeyer y Schlumbohm, 2006).

Cuando el aporte de nutrientes es adecuado, la sintesis de glucosa en
las ovejas prefiadas frecuentemente alcanza para satisfacer las necesidades
maternas y fetales de la gestacion. Sin embargo cuando se produce
subnutricion la glucemia materna tiende a disminuir, la gravedad de esta
hipoglucemia es directamente proporcional al nimero de fetos (Marteniuk y
Herdt, 1988; Sigurdsson, 1988c). En este ultimo caso la mantencion de la
glucemia dentro de rangos fisioldgicos depende casi exclusivamente de la
NG hepatica, que si no se logra cumplir, lleva a un balance energético
negativo (Herdt y Emery, 1992). En estos animales se produce una
adaptacion de metabolismo con la consiguiente movilizacion de las reservas
corporales y cambios en el uso de algunos sustratos. Cuando los
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mecanismos de regulacion de la homeostasis energética fallan, los valores
de la glucosa sanguinea no pueden ser mantenidos y se produce un
aumento en la concentracion plasmatica de cuerpos cetonicos (Herdt y
Emery, 1992; Sigurdsson, 1988b), como consecuencia de una excesiva
produccion, o disminucion en su tasa de utilizacion (Herdt y Emery, 1992).

La hipercetonémia que frecuentemente acomparfa la hipoglucemia en
el dltimo tercio de la gestacion disminuye la NG hepatica en un 30%
favoreciendo la presentacion de la enfermedad (Schlumbohm y Harmeyer,
2004). De esta manera se genera un ciclo de retroalimentacion negativa
dando lugar a hipoglucemia acompafiada de un rapido incremento de los
cuerpos cetdnicos en sangre (Herdt y Emery, 1992). Para poder mantener la
glucemia y el aporte de glucosa a los tejidos periféricos se produce el desvio
de OAA y sus precursores (propionato) a la sintesis de glucosa, agotando de
esta manera la disponibilidad de OAA (Gonzalez Montafia y Rejas Lopez,
1995; Bonino y col, 1987).

En respuesta a la hipoglucemia se produce la liberacion de
glucocorticoides que estimulan la NG a partir del catabolismo del tejido
adiposo y de las proteinas (Bonino y col, 1987). El tejido adiposo es
movilizado en forma de NEFA vy glicerol.

Cuando se produce un exceso en la produccion de acetil-CoA por la
gran lipomovilizaciéon y estas no pueden ingresar al ciclo de Krebs por falta
de OAA, son el origen del gran aumento de los cuerpos cetonicos (Cirio y
Tebot, 2000; Contreras, 1998; Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995;
Bonino y col, 1987; Michaux y col, 1981). Como la B-oxidacion también se ve
saturada por la gran llegada de NEFA al hepatocito estos no se oxidan y
vuelven a formar TAG dentro del hepatocito (Herdt, 1988a). Los TAG para
ser exportados por el higado deben ser incorporados en macromolécula
llamadas lipoproteinas (LP), de lo contrario comienzan a acumularse en el
hepatocito, siendo el origen de la lipidosis hepatica (Burt, 2001; Herdt y
Emery, 1992; Herdt, 1988a; Koenig y Contreras, 1984; Reid, 1980).

El higado graso siempre acompafia a la cetosis ya que estos dos
procesos parecen ser punto de encuentro de una variada gama de
enfermedades asociadas con el metabolismo energético. La lipidosis
hepatica es producida por una desbalance entre el ingreso y egreso de los
AGNE en este 6rgano, ya que los AGNE que se acumulan en el hepatocito
provienen de la movilizacion de las reservas del tejido adiposo, pues en los
rumiantes adultos no existe sintesis hepatica de acidos grasos. Como se
menciono anteriormente una vez que los AGNE llegan al higado pueden
tomar dos vias, la oxidacion o la esterificacion. Los triglicéridos
reesterificados en el higado para se exportados hacia otros tejidos deben ser
incorporados en LP, en caso contrario estos son almacenados en el
hepatocitos bajo forma de gotas de grasa, lo que conduce al higado graso
(Burt, 2001; Herdt y Emery, 1992; Herdt, 1988a).

Las LP son particulas esféricas con un nucleo de lipidos neutros los
cuales estdn compuestos por TAG y esteres de colesterol. Su superficie
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contiene proteinas especificas denominadas apoproteinas, las cuales se
asocian con colesterol y fosfolipidos. Estas moléculas se encargan del
transporte de los lipidos asi como de su liberacion en los tejidos (Coppo y
col, 2003). Existen diferentes tipos de LP clasificadas en base a su densidad
por ultracentrifugacion: quilomicrones (Q), LP de muy baja densidad (VLDL),
LP de baja densidad (LDL), LP de densidad intermedia (IDL) y LP de alta
densidad (HDL). Las IDL y VLDL son muy escasas en los rumiantes adultos
(Pasquini y col, 2008; Coppo y col 2006). Las VLDL y los Q son las
principales LP responsables del transporte de AGNE para su
almacenamiento en los tejidos de reserva, la sintesis de grasa lactea y la
oxidacion. Los quilomicrones y VLDL pueden ser de origen hepatico e
intestinal (Bauchart, 1993). La sintesis de VLDL es regulada por la
disponibilidad de acidos grasos (Burt, 2001).

Cuando la llegada de AGNE al higado es muy abundante como sucede
durante una importante lipomovilizacion, las posibilidades de transporte de
los TAG reesterificados en el hepatocito se ve disminuida a consecuencia de
una disminucion de la sintesis hepatica de VLDL. Esta disminucion puede
ser a consecuencia de dos factores, por un lado una menor tasa de
ensamblado de las VLDL en el higado de los rumiantes en comparacién con
otras especies, lo cual puede generar que cualquier aumento importante en
la sintesis de TAG supere la capacidad del hepatocito para exportarlos con
las VLDL. El segundo factor es la baja disponibilidad de amino&cidos para la
sintesis de apoproteinas indispensables para el montaje de las VLDL (Burt,
2001; Cirio y Tebot, 2000).

La exportacion de triglicéridos por el higado es aproximadamente un
60% mayor en ovejas gestantes o lactantes que en ovejas vacias, pero
representa tan solo el 2% de la captaciéon de AGNE. La oxidacién de los
AGNE supone aproximadamente el 12% (Emery y col, 1992). La menor
capacidad de produccién y secrecion de VLDL favorece la acumulacion de
triglicéridos en los hepatocitos generando el “higado graso” o esteatosis
hepatica. Esta frecuentemente se observa como un proceso difuso y
produce una marcada hepatomegalia. El higado con esta afeccion posee
una coloracion amarillo péalido debido al exceso de acumulacién de
carotenos, ademas de una consistencia grasa (Burt, 2001).

En un corte histolégico se observa la presencia de gotas de grasa en el
citoplasma de los hepatocitos (Burt y col, 1998). Esta acumulacion puede ser
de dos tipos: macrovesicular (una gran gota) y microvesicular (pequefias
gotas). El primer tipo desplaza totalmente al nudcleo, es la forma mas
frecuente de esteatosis y generalmente se acompafia de otras lesiones en el
higado como degeneracion, formacion de cuerpos de Mallory, inflamacion y
fibrosis. Existe controversia sobre la disposicion de las gotas de grasa en el
higado con este tipo de esteatosis. Macsween y Burt (1986) menciona que
este tipo de esteatosis no tiene una distribucion especifica, sin embargo Burt
(2001) afirma que comienza en la zona pericentrolobulillar, avanzando hasta
afectar al resto del acino. Este tipo de esteatosis se encuentra en
aproximadamente el 80 % de los pacientes humanos con diabetes tipo 2
(Burt, 2001).
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En la esteatosis de tipo micovesicular los lipidos se ubican en el
hepatocito en forma de pequefias gotitas de grasa distribuidas en todo el
citoplasma que no desplazan al nlcleo. Este tipo de lesion no es facilmente
identificable en los procesos de rutina (Burt, 2001), puede ser causada por
multiples factores, pero el més conocido es el higado graso agudo de la
gestacion en la mujer. La principal causa de este tipo de esteatosis es la
disminucion de la B-oxidacion mitocondrial (Fromenty y col, 1977).

Algunos autores afirman que un factor determinante para la
presentacion de la enfermedad es la funcionalidad hepatica, cuando existe
alguna alteracion en la funcionalidad del higado este no es capaz de
producir una correcta NG, esto es de gran importancia ya que el higado es el
principal 6rgano encargado de la sintesis de glucosa y regula su liberacion a
la sangre y por lo tanto su aporte a los tejidos (Gonzalez Montafia y Rejas
Lépez, 1995; Marteniuk y Herdt, 1988).

Cal Pereyra (2007) demostr6 que el ayuno a partir del dia 130 de
gestacion durante un maximo de seis dias permite reproducir la toxemia de
la gestacién clinica en ovejas Corriedale gestando un solo feto, la cual se
acompafa de una rapida movilizaciéon de TAG desde el tejido adiposo. Esta
extensa lipomovilizacién se ve reflejada en el rapido ascenso de los NEFA,
representando el cambio sanguineo mas precoz en las ovejas sometidas a
ayuno. El incremento de la movilizacién lipidica en las ovejas sometidas a
ayuno provoco una alta incidencia de esteatosis hepéatica en estos animales
(Cal Pereyra, 2007). Esta repercusion hepatica aumenta la actividad sérica
de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) (Andrews, 1997). La
correlacion positiva encontrada entre la actividad sérica de esta enzima y el
grado de vacuolizacidon hepatica, indica que la AST podria ser un indicador
precoz y fiable del dafio hepatico en ovejas con toxemia de la gestacion
clinica (Cal Pereyra, 2007).

Signos clinicos

Frecuentemente los signos clinicos se presentan de forma brusca,
aunque el trastorno metabdlico se pueda estar desarrollando desde un
tiempo atras en forma subclinica (Martin, 2002; Bonino y col, 1987). Al
comienzo de la fase clinica, generalmente los signos son leves y pueden
pasar inadvertidos. Los animales se muestran apaticos, torpes y lentos, pero
aun tienen capacidad para acompafiar el rebafio (Rook, 2000). Si la
enfermedad progresa, las ovejas se retrasan y separan de la majada.
Cuando aumenta el grado de depresién no reaccionan frente la presencia
del hombre o perros, hay pérdida de reflejos auditivos y oculares, marcha
dificultosa chocando contra objetos, tendencia a permanecer inmdéviles
presionando la cabeza contra objetos. Es comudn el rechinar de dientes
producido por movimientos reflejos de la mandibula y la lengua (Gonzalez
Montafia y Rejas Lopez, 1995; Marteniuk y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987;
Koenig y Contreras, 1984). El animal disminuye la ingesta de agua y
alimentos mostrando constipacion y heces duras (Rook, 2000; Andrews,
1997; Gonzales Montafia y Rejas Lopez, 1995).
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Al examen fisico estos animales muestran disminucién del reflejo
pupilar, temperatura y pulso normal, el rumen en los comienzos de la
enfermedad posee motilidad normal (Marteniuk y Herdt, 1988).

A medida que la patologia avanza, aumenta la debilidad y depresion,
los animales adoptan posturas anormales como la de “contemplar estrellas”,
gue consiste en mantener la cabeza extendida con el hocico hacia arriba
(Rook, 2000; Scott, 1995; Marteniuk y Herdt, 1988) o actitud de “perro
sentado” (Gonzalez Montafa y Rejas Lopez, 1995). En las ultimas etapas la
acidosis metabdlica causada por el aumento de los cuerpos cetdnicos
incrementa la frecuencia respiratoria. A menudo se producen contracciones
mioclonicas de la cabeza, espalda y extremidades, sutiles episodios
convulsivos y el animal termina en decubito esternal con la cabeza girada
hacia el flanco, progresando al decubito lateral, donde puede permanecer
por 3 0 4 dias en una depresion profunda, muriendo el 80 a 90% de los
casos no tratados (Rook, 2000; Gonzalez Montafia y Rejas Lépez, 1995;
Marteniuk y Herdt, 1988).

Si bien muchos autores afirman que gran parte de los signos clinicos
son consecuencia de la intensa hipoglucemia que presentan las ovejas
afectadas de toxemia de la gestacion (Marteniuk y Herdt, 1988; Sigurdsson,
1988b), Reid (1960) afirma que frecuentemente el comienzo de los sintomas
ocurre con normoglucemias, y otros han encontrado un rango muy variable
de la glucemia en la etapa clinica de la enfermedad (Scott, 1995; Sargison,
1994; Wierda y col, 1985)

Pese a lo antes mencionado, es importante remarcar que la
hipoglucemia puede colabora con el diagnostico de la enfermedad en la
fases iniciales de la misma. Por otro lado, debemos tener en cuenta que
cuando los valores fisiolégicos de la glucemia (3,3 mmol/L = 0,6 mmol/L)
descienden hasta 1,1 mmol/L se produce una encefalopatia hipoglucémica,
(Gonzalez Montafia, 2003; Bonino y col, 1987), que se ve reforzada por el
efecto directo que posee el acetoacetato al disminuir el consumo cerebral de
oxigeno (Radostits y col, 2002; Gonzéalez Montafia y Rejas Lopez, 1995;
Bonino y col, 1987).

La hipercetonemia siempre esta presente en las ovejas con toxemia de
la gestacion, cetonemias superiores a 1,7 mmol/L de BOHB, asociadas a
glucemias inferiores de 1,7 mmol/L son un reflejo de una grave alteracion del
metabolismo energético (Sienra y col, 1984). Diversos autores reafirman
esta misma observacion (Martin, 2002; Radostits y col, 2002; Gonzalez
Montafia y Rejas Lopez, 1995; Prieto, 1994; Ford, 1988; Forbes y Singleton,
1964).

Los cuerpos ceténicos en sangre se comportan como acidos fuertes
qgue producen una acidosis metabdlica que lleva a la disnea compensatoria
que puede verse agravada en el caso de presentarse una disnea por
decubito (Prieto, 1994). La acetona como es un cuerpo ceténico volatil,
cuando esta en altas concentraciones en sangre se elimina por via pulmonar
dando un olor &cido al aliento espirado (Ortolani y Benesi, 1989).
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Como se mencion6 anteriormente parte de los cuerpos cetonicos se
eliminan con la orina produciendo cetonuria y disminucién del pH urinario. Es
importante tener en cuenta que es normal la presencia de bajas cantidades
de cuerpos cetonicos, fundamentalmente acetoacetato en la orina (Bonino y
col, 1987). Estos toman relevancia cuando sus concentraciones superan los
50 mg/dL ya que su aumento también provoca, la pérdida de diferentes
cationes como Na+, K+, Ca++ que pueden concluir en deshidratacion.

Puede haber una recuperacion transitoria, por el aumento de la
glucemia materna como causa de la muerte de el o los fetos, al
incrementarse la concentracion plasmatica de glucosa y, por tanto la
concentracion de glucosa del fluido cerebroespinal (Scott y col, 1993;
Marteniuk y Herdt, 1988). Pero muy frecuentemente estos animales fallecen
por septicemia (Andrews, 1997).

Puede darse que el animal afectado de toxemia aborte o llegue al final
de la gestacion, en este ultimo caso muy frecuentemente se produce distocia
asociada a una debilitada musculatura abdominal y uterina que se
acompafia de una escasa dilatacion del cervix. En estos casos es muy usual
la retencién de placenta que concluye en metritis y posteriormente en la
muerte del animal (Rook, 2000; Andrews, 1997; Marteniuk y Herdt, 1988).

Si los animales se recuperan, pueden parir un cordero muerto o
pequefio y débil que frecuentemente muere a los pocos dias, ademas las
ovejas tienen una baja produccion de leche, que aumenta las posibilidades
de mortalidad de sus corderos (Andrews, 1997; West, 1996). El reinicio de la
actividad reproductiva en estos animales generalmente se ve muy retrasada
(Kulcsar y col, 2006).

Es muy importante tener en cuenta que la toxemia de la gestacion es

comunmente un problema de rebafio y no una enfermedad individual
(Marteniuk y Herdt, 1988).

Factores predisponentes.

Los factores que predisponen a la enfermedad pueden ser clasificados
en tres grandes grupos: nutricionales, estresantes e inherentes al animal
(Gonzalez Montafia y Rejas L6épez, 1995; Bonino y col, 1987; Bonino y col,
1981):

 Factores nutricionales: La mala alimentacion y el ayuno en el ultimo
tercio de la gestacién provocan que el animal entre en un balance
energético negativo, predisponiéndola a la enfermedad. La subnutricién
conduce a la disminucion de la glucemia materna que ocasiona la
disminucién del ingreso de glucosa al feto (Chandler y col, 1985). La
subnutricion es lo mas frecuente en rebafios alimentados a campo
natural. Dentro de los factores nutricionales también deben incluirse los
ensilados en mal estado de conservacion y las modificaciones
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cualitativas del alimento como las raciones mal balanceadas ricas en
proteinas o grasas, que, por carencias de ciertos minerales como el
Co, llevan a deficiencia en la sintesis de vitamina B12 (Gonzalez
Montafa y Rejas Lopez, 1995; Bonino y col, 1987; Benedito Castellote,
1986).

No obstante, el exceso de alimento en el primer tercio de la
gestacion genera una excesiva acumulacion de grasa que puede
concluir en la disminucidon voluntaria de la ingesta, ya que queda
reducida la capacidad ruminal por el aumento de Ila grasa
intraabdominal (Pastor y col, 2001; Forbes y Singleton, 1964). Esta
menor capacidad ruminal se ve agravada en las ultimas semanas de la
gestacion por el gran aumento del Utero que limita adn mas la
capacidad del rumen (Rook, 2000; Andrews, 1997; Gibbons, 1996).

El grado de lipomovilizacion depende de la severidad de la
subnutricion y del estado inicial de engrasamiento (Chilliard y col,
2000). En animales que se encuentran obesos a finales de la gestacion
no es necesaria la presencia de un estrés adicional para provocar la
caida de la ingesta (Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995).

La susceptibilidad de la oveja a enfermar parece ser inversamente
proporcional a su ganancia de peso en los dos primeros tercios de la
gestacion (Egan y col, 1970). Otros factores de importancia son la
relacion peso de la oveja y la relacion peso cordero/peso oveja. Las
ovejas con bajo peso y una alta relacién peso cordero/peso oveja tiene
mayores posibilidades de padecer la enfermedad, sin embargo no
existe una relacién con el peso individual del cordero (Egan y col,
1970).

* Factores estresantes: son aquellos que ocasionan un menor consumo
de alimentos, un mayor gasto de energia y por ende un mayor
consumo de las reservas energéticas del animal (Pastor y col, 2001;
Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995). Dentro de estos factores se
incluyen las condiciones climaticas adversas (frio, lluvias intensas,
heladas, granizo, nieve) cuando no se encuentran las condiciones
adecuadas de proteccion y abrigo, o cuando estas condiciones impiden
gue el animal se alimente libremente.

Otras causas de estrés pueden ser el transporte prolongado, la
competencia por el alimento, la esquila, los encierros y los cambios
bruscos de alimentacion (Pastor y col, 2001; Rook, 2000; Andrews,
1997; Gonzélez Montafia y Rejas Lopez, 1995, Bonino y col, 1987;
Koenig y Contreras, 1984; Forbes y Singleton, 1964).

 Factores inherentes al animal: uno de los principales es la gestacion
multiple, la enfermedad es causada por los altos requerimientos
energéticos de los fetos (Bonino y col, 1987). Las hembras poseedores
de dos o mas corderos reducen ademas sus movimientos lo cual causa
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una disminucion del consumo de alimentos (Bonino y col, 1987; Reid,
1968).

El consumo de alimentos pude verse afectado también por la
edad avanzada de las ovejas, la mala denticion y las alteraciones
podales.

Las parasitosis gastrointestinales, las parasitosis del higado
(fasciolosis hepatica y quiste hidatidico) o cualquier otra afeccion que
cause insuficiencia hepética, pueden desencadenar la patologia
(Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995; Ortolani y Benesi, 1989;
Bonino y col, 1987).

También se debe tener en cuenta la susceptibilidad individual.
Algunos animales pueden se mas susceptibles que otros por la
eficiencia del metabolismo hepéatico (Andrews, 1997). Otros autores
sugieren que la susceptibilidad individual tiene un origen genético
(Rook, 2000).

Hallazgos en la necropsia

El animal puede encontrarse muy emaciado o estar en buenas
condiciones con grandes cantidades de reservas grasas en abdomen y tejido
subcutaneo dependiendo de la condicion corporal al inicio de la patologia
(Rook, 2000; Andrews, 1997). La grasa corporal puede presentar
consistencia disminuida debido a la licuefaccion en los casos de evolucion
mas crénicos, mientras que si la evolucion es aguda la licuefaccién suele
estar limitada a pequefias areas (Bonino y col, 1987). Una guia importante
para llegar al diagnéstico de toxemia de la gestacion es la presencia en el
Utero de fetos con cierto grado de autolisis, rodeado de un material espeso,
viscoso y negro-amarronado (Rook, 2000; Andrews, 1997; Bonino y col,
1987).

Es frecuente hallar el higado agrandado, palido, friable y con bordes
redondeados. Su color varia del rosa al amarillo anaranjado y su
consistencia es grasienta al tacto. Al realizar un corte histologico se observa
infiltracion grasa (Martin, 2002; Rook, 2000; Andrews, 1997; Gonzélez
Montafia y Rejas Lopez, 1995; Scott, 1995; Ortolani y Benesi, 1989; Bonino
y col, 1987; Tontis y Zwahlen, 1987).

Las glandulas adrenales frecuentemente se encuentran aumentadas de
tamafio como respuesta a la estimulacion prolongada por la ACTH (Reid,
1968) con presencia de hemorragia cortical (Rook, 2000; Andrews, 1997).

Aunque segun Andrews (1997) las lesiones renales son poco
especificas segun, Ford (1988) y Bonino y col (1987) hallaron una
degeneracion glomerular e infiltracion grasa del epitelio tubular renal y Tontis
y Zwahlen (1987) afeccidn del epitelio de los tubos contorneados proximales.
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Estos ultimos autores también hallaron cambios degenerativos focales en las
células miocardicas contractiles y del sistema de conduccién.

En intestino frecuentemente se halla constipacion, aunque en algunos
casos puede darse la presencia de heces diarreicas descoloridas y fétidas
(Andrews, 1997).

Las alteraciones cerebrales observadas mediante histopatologia son
hinchamiento del nucleo de los astrocitos e hipertrofia, proliferacion y
necrosis neuronal cerebrocortical. También se puede observar necrosis de
las células de Purkinge y vacuolizacion de la sustancia blanca cerebral y
cerebelar subcortical. Todos estos hallazgos concuerdan con la teoria de
una encefalopatia hipoglucemica (Jeffrey y Higgins, 1992).

En la placenta pude encontrarse una amplia degeneracion de la zona
intima y de los trofoblastos fetales, como también un menor tamafio de las
vellosidades fetales. En las placentas provenientes de ovejas que
padecieron toxemia de la gestacion severa a los 120 dias de la gestacion,
hay un predominio del tejido materno sobre el tejido fetal. Estas placentas se
asemejan a una placenta a término lo que implica una maduraciébn mas
temprana que lo normal de las estructuras placentarias (Mitchell y Stratford,
1987).

Diagnéstico

El diagnéstico de la toxemia de la gestacién generalmente es sencillo si
se cuenta con una correcta anamnesis, con un correcto examen clinico y
estudios colaterales y en caso de tener animales muertos con sus
necropsias (Radostits y col, 2002; Gonzalez Montafia y Rejas Lépez, 1995;
Marteniuk y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987; Koenig y Contreras, 1984;
Bonino y col, 1981).

Hay que tener en cuenta la edad gestacional, estado de los animales
con respecto a la misma, y antecedentes reproductivos del la majada. Si se
encuentran en la dltima etapa de la gestacion es importante conocer Si
existieron factores predisponentes para la presentacion de la enfermedad
(Bonino y col, 1987). Asi como el manejo nutricional de los animales (Scott,
1995; Marteniuk y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987).

La bioquimica sanguinea y el examen de orina son de suma
importancia para confirmar el diagnéstico (Gonzalez Montafia, 2003; Bonino
y col, 1987). La hipoglucemia sirve de ayuda diagnostica en los comienzos
de la enfermedad. La glucemia en los animales afectados marca valores de
1,1 a 2,2 mmol/L, pudiendo ser menor a 1,1 mmol/L en casos graves
(Gonzéalez Montafia, 2003; Bonino y col, 1987).

Wastney y col (1983) y Reid (1968) encontraron que cuando la

enfermedad est4 avanzada pueden observarse concentraciones de glucosa
sanguinea normales o incluso superiores, por este motivo su determinacion
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en etapas avanzadas de toxemia de la gestacion no es de gran ayuda
(Scott, 1995; Sargison, 1994; Bonino y col, 1987; Wierda y col, 1985).

Consentraciones séricas de BOHB superiores a 1,7 mmol/lL y
cetonurias mayores a 4,4 mmol/L que se asocian con glucemias inferiores a
1,7mmol/L, confirman una grave alteracion del metabolismo energético
(Sienra y col, 1984). La toxemia de la gestacion clinica puede ser
confirmanda segun varios autores con concentraciones séricas de BOHB
superiores a 3 mmol/L (Andrews, 1997; West, 1996; Scott y col, 1995;
Sargison y col, 1994; Scott y Woodman, 1993; 1988; Cantley y col, 1991;
Marteniuk y Herdt, 1988). Sin embargo Pethic y Lindsay (1982) sugieren que
el valor diagndstico del BOHB es de 2 mmol/L.

Para el hallazgo de los cuerpos cetdnicos en orina estan a disposicion
varias pruebas de diagnostico semicuantitativas de bajo costo que pueden
ser realizadas a campo basadas en reacciones colorimétricas. Una de las
mas utilizadas es la prueba de Rothera (Bonino y col, 1987; Koenig y
Contreras, 1984; Sienra y col, 1984). La presencia de cuerpos cetonicos se
observa mediante la aparicion de una coloracién purpura o violacea. Luego
se hacen diluciones crecientes en agua destilada hasta que la reaccion sea
incolora. Como normalmente se pueden encontrar cuerpos cetonicos en la
orina de las ovejas en el ultimo tercio de la gestacion para que esta prueba
se considere positiva se deben realizar 8 diluciones para que desaparezca
el color parpura (Sienra y col, 1984). Otra prueba semicuantitativa rapida y
econdémica es la determinacién de cuerpos ceténicos mediante la utilizacidén
de tiras reactivas de orina (Gonzalez Montafia, 2003; Koenig y Contreras,
1984; Sienra y col, 1984).

La fructosamina sérica también puede ser utilizada para detectar casos
de toxemia cuando los valores de BOBH se encuentran dentro del el rango
normal (Cantley y col, 1991). Esta prueba cuantifica especificamente la
concentracion de albumina glucosilada, esta se produce por una reaccion no
enzimatica en la cual se produce la glucosilacién de la albumina. Esta
prueba informa sobre la glucemia media de las Ultimas 2 a 3 semanas, ya
gue se mantiene durante la vida media de la albumina al ser una reaccion
irreversible (Delgado y col, 2011). En los animales con toxemia de la
gestacion las concentraciones de fructosamina son inferiores a las de los
animales normales, lo que esta de acuerdo con la hipoglucemia persistente
de los animales enfermos (Cantley y col, 1991).

La valoracion de la acidosis metabdlica puede ser analizada mediante
la medicién del pH de la orina por medido de tiras reactivas, esta prueba
puede ser util también en los primeros momentos de la enfermedad. En los
casos severos este puede llegar a un pH 5 (Sienra y col, 1984).

Debido al dafio que sufre el higado en esta patologia como
consecuencia de la lipidosis hepatica se produce el aumento de la actividad
sérica de la aspartato aminotransferasa (AST) y de la glutamato
deshidrogenasa (GLDH) (Andrews, 1997). Gonzéalez Montafia y Rejas Lopez
(1995) afirman que la actividad sérica de la enzima AST aumenta de forma
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considerable, en cambio se produce la disminucion de la actividad de las
enzimas alanino aminotransferasa (ALT) y la gama glutamil transferasa
(GGT). Otra enzima que puede tenerse en cuenta para el diagnostico de la
toxemia de la gestacion es la sorbitol deshidrogenasa (SDH) (Wierda y col,
1985).

Las concentraciones de cortisol sérico también se ven afectados
(Andrews, 1997; Sigurdsson, 1988b), cuando su concentracion supera los 10
ng/mL son indicadoras de la enfermedad (Ford y col, 1990). Debido a este
aumento que se suma al dafio hepético se altera la hidroxilacién de la
vitamina D, generando que el 20 % de las ovejas con toxemia de la
gestacion tengan hipocalcemia (Andrews, 1997).

En las Ultimas etapas de la enfermedad puede aparecer insuficiencia
renal que se ve reflejada por el aumento de la urea y la creatinina sérica
(Andrews 1997; Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995).

Tratamiento

Se han utilizado varios tratamientos para la toxemia de la gestacion
qgue han tenido resultados variables, ademas de representar un alto costo
cuando se afectan varios animales de la majada (West, 1996; Ranaweera y
col, 1979). Generalmente la respuesta al tratamiento sélo es efectiva cuando
este se instaura en los comienzos de la enfermedad, ya que no hay lesiones
neuroldgicas irreversibles (Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995; Prieto,
1994; Marteniuk y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987). Por este motivo es de
suma importancia realizar el diagndéstico temprano de la enfermedad.

El principal objetivo en el tratamiento de la toxemia de la gestacion es
aumentar la NG y la utilizaciébn de glucosa por los tejidos periféricos,
favoreciendo también la utilizacibn de los cuerpos cetonicos (Gonzalez
Montafa y Rejas Lopez, 1995). Al igual que corregir la acidosis metabolica y
los trastornos hidroeléctroliticos (Radostits y col, 2002; Ford 1988; Marteniuk
y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987). Al corregirse la glucemia y bajar los
cuerpos cetodnicos se logra restablecer el apetito (Herdt y Emery, 1992).

Uno de los tratamientos mas utilizados es mediante los precursores de
la glucosa. Estos pueden ser usados solos o combinados con otras terapias,
administrados por via oral (V/O). Los mas comunes son el glicerol-
propilenglicol (1,2 propanediol) (PG) y las sales del &cido propiénico.

El glicerol que compone el PG, al llegar al rumen es degradado y da
origen al acido propiénico que es el principal precursor de la glucosa
mediante NG hepética generando el aumento concomitante de la glucemia
(Bonino y col, 1987; Hunt, 1976). Este incremento en la concentracion de la
glucosa plasmatica produce una disminucion de los cuerpos cetdnicos en
plasma y orina (Sienra y col, 1984). El propilenglicol luego de ser ingerido es
absorbido directamente desde el rumen aproximadamente a una taza de 40
% por hora. Tiene una vida media de 3 horas (Emery y col, 1967). La mayor
parte del propilenglicol se absorbe sin cambios en los animales no
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adaptados, y una pequefia parte antes de ser absorbida es metabolizado a
acido propionico, cuando se administra por un tiempo prolongado su
metabolismo ruminal aumenta (Herdt y Emery, 1992). Las maximas
concentraciones en sangre del propilenglicol se detecta aproximadamente a
los 30 minutos luego de su administracién, pero la maxima conversion a
glucosa ocurre a las 4 horas post administracion (Herdt y Emery, 1992).
Esta conversidon ocurre via conversidbn a piruvato con la consiguiente
conversion a oxalacetato por medio de la piruvato carboxilasa (Emery y col,
1967). Al aumentar las concentraciones de oxalacetato aumenta la sintesis
de citrato suprimiendo la cetogénesis (Herdt y Emery, 1992). Este es el
tratamiento mas utilizado para la toxemia de la gestacion en Uruguay
(Bonino y col, 1987).

Como la conversion a glucosa de estos precursores se produce en el
higado mediante NG, su eficacia depende de una correcta funcionalidad
hepatica (Rook, 2000; Bonino y col, 1987), la cual se ve alterada en los
casos de lipidosis hepatica. En estos animales afectados por higado graso,
la administracion de PG debe ser hecha con precaucién, ya que su
acumulacion puede generar depresion y somnolencia (Herdt y Emery, 1992).
Con dosis de 100 ml cada 12 horas Sienra y col (1984) tuvieron una alta
eficacia en el tratamiento de animales con toxemia inducida
experimentalmente. Se observé la normalizacion de la glucemia y la
disminucién de los cuerpos ceténicos en plasma y orina. Sin embargo hay
que tener en cuenta que este tratamiento puede fallar en los casos de
toxemia de la gestacién severa, donde el dafio neurolégico y renal son
irreversibles.

Roock (2000) afirma que en los caso leves de toxemia de la gestacion
dosis de 100 a 200 ml de PG cada 12 horas por varios dias son efectivos
para revertir la enfermedad y los animales pueden seguir con su gestacion.
Para los casos en que la afeccibn sea mas severa este mismo autor
recomiendo el uso de 100 a 200 ml de PG cada 12 o 6 horas acompafnado
de la inyeccion I/V de dextrosa, las cuales pueden ser al 10 %, al 20%, o al
50 %, los volumenes de perfusion seran de 500 ml, 250 ml y 120 ml
respectivamente.

Si el desorden metabdlico se produce por un ayuno agudo el PG puede
ser administrado a una dosis de 125 ml cada 12 horas en conjunto con 40 Ul
de insulina por via intramuscular (I/M) descendiendo la mortalidad materna
en aproximadamente un 50 % (Koenig y Contreras, 1984).

El PG también puede ser administrado en conjunto con soluciones de
glucosa al 40% (200 a 400ml) lo cual aumenta muchos los porcentajes de
supervivencia de madres y corderos logrando mantener la glucemia
(Andrews, 1982)

Se ha demostrado que los acidos grasos participan en la regulacion del
metabolismo energético principalmente a través de su interaccion con los
Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPARs) (De Brito
Gomes, 2006; Uauy y col, 2000). Estos receptores nucleares lipido-
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activables tienen un rol importante en la transcripcion y regulacion de los
genes involucrados en el metabolismo de los lipidos, asi como en la
homeostasis energética (Uauy y col, 2000). Los PPARs pueden ser
activados también por sustancias llamadas fibratos o ligantes (De Brito
Gomes, 2006; Hermes Toro, 2005). Existen tres tipos de estos receptores
nucleares: PPARa, PPARB y PPARYy, los cuales se distribuyen en distintos
tejidos y con funciones especificas diferentes (Uauy y col, 2000). Los PPAR«
se expresan en forma mayoritaria en tejidos con alto contenido en
mitocondrias, y donde se produce p-oxidacién peroxisomal como en el
higado principalmente, musculo esquelético, corazon, rifion, grasa parda y
adrenales (Desvergne y Wahli, 1999).

Los PPARa estimulan la pB-oxidacion mitocondrial y peroxisomal,
modulando la expresibn de genes que codifican para la AcilCoA-
deshidrogenasa (Gulick y col, 1994), también inducen fuertemente la enzima
carnitina palmitoil transferasa 1, la cual permite el pasaje de los &cidos
grasos de larga cadena al interior de la mitocondria para ser oxidados
(Foxworthy y col, 1990; Brady y col, 1989). Por lo tanto los PPAR«a
aumentan la oxidacion de los acidos grasos y disminuyen su esterificacion
en el higado (Steiner, 2005).

Los PPAR« participan ademas en la homeostasis energética regulando
la expresion de genes implicados en la NG hepatica (De Brito Gomes, 2006;
Uauy y col, 2000), ya que estimulan la sintesis de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) (Tontonoz y col, 1995).

El acido-2-metil-2-fenoxi-propiénico (Hepagen®), es un fibrato
estimulante especifico de los PPARa, actuando de la misma manera que los
ligantes naturales. Este se une a los PPAR« interactuando en la regulacion
de genes implicados en el metabolismo lipidico y glucidico al promover la -
oxidaciéon mitocondrial y peroxisomal, y la NG hepatica (Schitze-Segen,
2008). La utilizacién de este fibrato podria interactuar en el metabolismo
lipidico en ovejas afectadas con toxemia de la gestacion, disminuyendo la
acumulacion de TAG en el hepatocito. Si bien existen trabajos sobre la
utilizacion de fibratos en ratones, humanos, cerdos y vacas lecheras (Bouda
y col, 2007; Peffer y col, 2005; Desvergne y Wahli, 1999), no se encontraron
datos bibliograficos que hayan probado este producto en la toxemia de la
gestaciéon ovina.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 'Y OBJETIVOS

Segun varios investigadores (De Brito Gomes, 2006; Uauy y col, 2000),
los PPARa influyen sobre el metabolismo lipidico y glucidico. Sabiendo que
el acido-2-metil-2-fenoxi-propiénico (Hepagen®) es un fibrato estimulante
especifico de los PPARa que actua similar a los ligantes naturales, podria
actuar en la toxemia de la gestacion disminuyendo la lipidosis hepatica. En
base a este razonamiento surgen dos hipotesis de trabajo:

1) El &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Hepagen®), podria ser un
tratamiento alternativo a los ya existentes para el tratamiento de la toxemia
de la gestacion ovina.

2) La dtilizacion combinada del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico
(Hepagen®) y PG (Acetolena®), puede resultar beneficioso ya que al actuar
aditivamente (disminuyendo la lipidosis hepéatica uno y aumentando la
produccion de glucosa con la consecuente disminucion de los cuerpos
cetdnicos el otro), podrian potenciar sus efectos en el tratamiento de esta
enfermedad.

Preguntas que intenta responder el proyecto

a) ¢Cual de las dos alternativas terapéuticas propuestas (un fibrato
estimulante especifico de los PPARa. como el acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico 0 una combinacion de éste mas un precursor de la glucosa
como el PG, es la méas indicada como tratamiento del higado graso en
ovejas con toxemia de la gestacion clinica y subclinica?

b) ¢Cuél de las dos alternativas terapéuticas propuestas (un fibrato
estimulante especifico de los PPARa. como el acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico o una combinacién de éste mas un precursor de la glucosa
como el PG, es la mas indicada para reestablecer el equilibrio en el
metabolismo energético en ovejas con toxemia de la gestacion clinica
y subclinica?

c) ¢Es posible prevenir el desarrollo del higado graso en ovejas
expuestas a un ambiente inductor de toxemia de la gestacion,
mediante la aplicacién semanal de acido-2-metil-2-fenoxi-propionico a
partir del dia 90 de gestacion?

d) ¢Es posible normalizar el metabolismo energético al revertir el higado
graso en las ovejas con toxemia de la gestacion?
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OBJETIVOS

Objetivos Generales:

a)

b)

Evaluar un estimulante especifico de los PPARa como alternativa
terapéutica en el tratamiento del higado graso en la toxemia de la
gestacion ovina clinica y subclinica.

Evaluar un estimulante especifico de los PPARa como agente
preventivo de la esteatosis hepatica en la toxemia de la gestacion
ovina subclinica.

Evaluar la eficacia del tratamiento de la esteatosis hepética sobre la
normalizacion del metabolismo energético en ovejas con toxemia de
la gestacion clinica y subclinica.

Objetivos Especificos:

a)

b)

d)

Evaluar la eficacia del &acido-2-metil-2-fenoxi-propionico solo o
combinado con glicerol-propilenglicol para revertir el higado graso
en ovejas con toxemia de la gestacion clinica y subclinica.

Evaluar la eficacia del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico solo o
combinado con glicerol-propilenglicol para restablecer el equilibrio
en el metabolismo energético en ovejas con toxemia de la gestacion
clinica y subclinica.

Evaluar la eficacia del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico como
preventivo de la esteatosis hepatica en ovejas con toxemia de la
gestacion subclinica.

Evaluar las accion del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico sobre la
evolucion de la esteatosis hepética en ovejas mediante el estudio
histopatol6gico de muestras de higado obtenidas mediante biopsias
hepaticas y de un indicador del dafio hepéatico como la aspartato
aminotransferasa (AST), tanto en la etapa clinica como en la
subclinica de la toxemia de la gestacion.

Demostrar la relacion existente entre la respuesta al tratamiento del
higado graso con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico 'y la
normalizacion de la homeostasis energética a través de la
evaluacion de parametros del metabolismo energético (glucemia y
BHOB sanguineo), tanto en la etapa clinica como en la subclinica
de la toxemia de la gestacion.
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ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Los protocolos de investigaciéon se llevaron a cabo en el Campo
Experimental N° 2 de la Facultad de Veterinaria, Libertad, Departamento de
San José (34° 38°S; 56° 39'W), Uruguay.

ENSAYO EXPERIMENTAL 1 (toxemia de la gestacion clinica)

El primer ensayo experimental fue realizado en el afio 2012. Con el
mismo se pretendi6 alcanzar los objetivos especificos a, b, c y d en la etapa
clinica de la enfermedad.

e Disefio Experimental

En marzo del afio 2012 se sincronizaron los celos de las ovejas con
esponjas intravaginales conteniendo 60 mg de medroxiprogesterona
(Sincrovin®, Santa Elena) durante 12 dias (Romano y col, 1993). Una vez
retiradas las esponjas se realizO el servicio por monta natural usando 3
carneros Corridale provistos con arneses marcadores, controlandose las
montas durante cuatro dias. Se registro el dia de la monta como el dia cero
(0) de la gestacion. Entre los dias 50 y 70 tras retirar los carneros se realizd
el diagnéstico de gestacibn por ultrasonografia (Buckrell, 1988),
descartandose del protocolo las ovejas vacias y las portadoras de dos o0 mas
fetos, seleccionando de esta forma 36 ovejas gestando un solo feto.

Posterior a la monta, todos los animales pasaron a alimentarse en un
potrero de 7 h&a con pastura natural. En el dia 130 de gestacién se dividieron
al azar en tres grupos de 12 ovejas cada uno (A, B, y C). A partir de ese
momento todas las ovejas fueron encerradas en corrales techados y con
piso de hormigén. Durante el encierro estuvieron sometidas a un ayuno total
de forraje, teniendo acceso Unicamente al agua de bebida, hasta que los
animales presentaron sintomas de toxemia de la gestacion.

Se consideré el inicio de la enfermedad clinica cuando se manifestaron
al menos 2 de los siguientes sintomas: rechinar de dientes, indiferencia ante
la presencia humana, presion de la cabeza contra objetos y temblor
muscular.

El tiempo maximo de ayuno fue de 6 dias. Los animales fueron
retirados del ayuno a las 12 horas posteriores del inicio de los sintomas
clinicos de la enfermedad (Cal Pereyra, 2007), pasando a alimentarse
nuevamente sobre campo natural e instaurandose los siguientes protocolos
de tratamiento para cada grupo:

Grupo A (n=12): 10 mg/kg de &cido 2-metil-2-fenoxi-propionico (Hepagen®)
I/M cada 24 horas por un periodo de 6 dias

Grupo B (n=12): 10 mg/kg de acido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Hepagen®)

I/M cada 24 horas + 100 ml de glicerol-propilenglicol (Acetolena®) V/O cada
12 horas por un periodo de 6 dias
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Grupo C (n=12): (grupo control), 100 ml de glicerol-propilenglicol
(Acetolena®) V/O cada 12 horas por un periodo de 6 dias (Cal Pereyra,
2007; Sienra y col, 1984)

El grupo C fue considerado grupo control teniendo en cuenta que el
tratamiento con glicerol-propilenglicol constituye uno de los tratamientos de
mayor difusion para la toxemia de la gestacion en Uruguay (Bonino y col,
1987), asi como en otros paises (Rook, 2000; Marteniuk y Herdt, 1988;
Wierda y col, 1985; Koenig y Contreras, 1984). Los resultados de este
tratamiento muestran una respuesta de un 50 % en relacibn a la
normalizacion de los parametros metabdlicos en animales con toxemia de la
gestacion clinica (Cal Pereyra, 2007; Koenig y Contreras, 1984), mientras
que este mismo tratamiento no logré resultados satisfactorios en la
recuperacion del higado graso provocado por esta enfermedad (Cal Pereyra,
2007).

e Determinaciones

Determinaciones en sanqre

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena yugular
con jeringas de 10ml y agujas 18G, al dia 130 de gestacion, al inicio y
finalizacién de los tratamientos y 5 dias tras el parto, para determinar la
actividad sérica de la aspartato aminotransferasa (AST). Ademas a partir del
dia 130 de la gestacién y hasta finalizar los tratamientos todas las ovejas
fueron sangradas diariamente para valorar BOHB y glucemia.

La sangre para determinacion de la glucemia fue colectada en tubos
con NaF y EDTA, mientras que para las demas determinaciones se colect6
en tubos sin aditivos.

Las determinaciones de AST fueron realizadas dentro de las doce
horas posteriores a la recogida de los sueros y las muestras para determinar
glucemia y BOHB se almacenaron congeladas a -20°C en tubos Eppendorf
debidamente rotulados e identificados hasta su procesamiento.

Biopsias hepaticas

Las biopsias hepaticas fueron realizadas inmediatamente después de
obtener las muestras de sangre. Las mismas fueron realizadas mediante
puncion-aspiracion con aguja fina, siguiendo la técnica descripta por Cruz y
col (2005) en cuatro oportunidades: al dia 130 de gestacion (comienzo del
ayuno), al inicio y finalizacion de los tratamientos y 5 dias tras el parto.

Inmediatamente tras su obtencion las muestras de higado fueron

fijadas en solucion de formalina al 10 %, bufferada a pH 6,5 hasta su
procesamiento.
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ENSAYO EXPERIMENTAL 2 (toxemia de la gestacién subclinica)

El segundo ensayo experimental fue realizado en el afio 2013. Con el
mismo se intentd alcanzar los objetivos especificos a, b, d y e, en la etapa
subclinica de la enfermedad. También se pretende alcanzar el objetivo
especifico c, por esta razon se agrega un cuarto grupo a los tres utilizados
en el ensayo anterior, en el cual el tratamiento comenz6 el dia 90 de
gestacion, vale decir 40 dias previo a realizarse el ayuno.

Disefio Experimental

En marzo de 2013, fueron sincronizados los celos de las ovejas con
esponjas intravaginales conteniendo 60 mg de medroxiprogesterona
(Sincrovin®, Santa Elena) durante 12 dias (Romano y col, 1993). Una vez
retiradas las esponjas el servicio fue realizado por monta natural usando 3
carneros Corridale provistos con arneses marcadores, controldndose las
montas durante cuatro dias. Se registro el dia de la monta como el dia cero
(0) de la gestacion. Entre los dias 50 y 70 tras retirar los carneros se realizd
el diagnéstico de gestacibn por ultrasonografia (Buckrell, 1988),
descartandose del protocolo las ovejas vacias y las portadoras de dos o0 mas
fetos, seleccionando de esta forma 48 ovejas gestando un solo feto, las que
fueron distribuidas en forma aleatoria en 4 grupos de 12 ovejas cada uno (A,
B, CyD).

Posterior a la monta, todos los animales pasaron a alimentarse en un
potrero de 7 ha con pastura natural. A partir del dia 130 de gestacion las
ovejas de los cuatro grupos fueron encerradas en corrales techados y con
piso de hormigdn. A partir de este momento fueron sometidas a un ayuno
total de forraje, con agua ad libitum, hasta que la glucemia, determinada
diariamente, disminuyd a valores < 2,0 mmol/L, considerado indicador de
cetosis subclinica (Cal Pereyra, 2007, Gonzalez Montafia, 2003 y Bonino y
col, 1987. A partir de este momento fueron retiradas del ayuno y pasaron a
alimentarse en un potrero con pastura natural. A los grupos A, By C se les
aplicé el mismo protocolo de tratamiento realizado en el Experimento 1.

Al grupo D (n=12), se le aplicé el siguiente tratamiento: 10 mg/kg de &cido-2-
metil-2-fenoxi-propionico (Hepagen®) I/M una vez por semana a partir del dia
90 de la gestacién y hasta el dia 130 de la gestacion (comienzo del ayuno).
Finalizado el periodo de ayuno y diagnosticadas con cetosis suclinica no
recibieron tratamiento farmacoldgico.

e Determinaciones

Determinaciones en sanqre

Todas las ovejas fueron sangradas en cinco oportunidades: a los 90 y
130 dias de gestacion, al inicio y finalizacion de los tratamientos y 5 dias pos
parto. Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion yugular con
jeringas de 10ml y agujas 18G. (el Grupo D fue sangrado en los mismo
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momentos), para determinar BOHB y glucemia; asi como para determinar la
actividad sérica de la aspartato aminotransferasa (AST).

Desde el dia 130 de la gestacion todas las ovejas fueron sangradas
diariamente hasta que fueron diagnosticadas con cetosis subclinica. La
sangre para determinacion de glucemia fue colectada en tubos con fluoruro
de sodio y EDTA, mientras que para las demas determinaciones se colecto
en tubos secos. Las determinaciones de AST fueron realizadas dentro de las
doce horas posteriores a la recogida de los sueros y las muestras para
determinar glucemia y BOHB se almacenaron congeladas a -20°C en tubos
Eppendorf debidamente rotulados e identificados hasta su procesamiento.
La glucemia se determiné diariamente con la finalidad de saber qué animal
debia ser retirado del ayuno.

Biopsias Hepaticas

Inmediatamente luego de obtener las muestras de sangre fueron
realizadas las biopsias hepéticas a todos los animales por aspiracién con
aguja fina, siguiendo la técnica descripta por Cruz y col (2005), a los 90 y
130 dias de gestacion, al inicio y finalizacion de los tratamientos, y 5 dias
tras el parto (las biopsias en el Grupo D fueron tomadas en los mismos
momentos). Las muestras de higado inmediatamente tras su obtencion
fueron fijadas en una solucion de formalina bufferada al 10%, hasta su
procesamiento.
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MATERIALES Y METODOS

Animales Ano 1

Fueron utilizadas 36 ovejas Corriedale adultas, entre 4 y 6 afos,
identificadas por medio de caravanas numeradas y tres carneros de la
misma raza de 4 afos. Las ovejas fueron seleccionadas de un total de 90
animales de acuerdo a su condicién corporal, al estado de la dentadura y de
las pezuiias de manera de homogenizar la muestra. Fueron seleccionados
animales con un peso homogéneo y una condicién corporal por encima de
2,5, valorados en un rango de 1 a 5 (Manazza, 2006).

Animales Afo 2

En el segundo afio del experimento fueron utilizadas 48 ovejas
Corriedale adultas, entre 4 y 6 afos, identificadas por medio de caravanas
numeradas y tres carneros de la misma raza de 5 afios. Las ovejas fueron
seleccionadas de un total de 90 animales de acuerdo a su condicion
corporal, al estado de la dentadura y de las pezufias de manera de
homogenizar la muestra. Se seleccionaron al igual que en el afio 1, animales
con un peso homogéneo y una condicion corporal por encima de 2,5,
valorados en un rango de 1 a 5 (Manazza, 2006).

e Andlisis de las muestra

Muestras de sangre

Las muestras de glucemia, BOHB y AST fueron analizadas en el
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria.

La glucemia fue determinada en suero por un método enzimatico
colorimétrico, utilizando para ello los Kits comerciales Glucose Liquicolor®
(Human). La glucosa presente en el mismo se determina tras la oxidacién
enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. Esta reaccion forma peroxido
de hidrégeno, el cual reacciona bajo la catdlisis de peroxidasa con fenol y 4-
aminofenazona, formando un complejo rojo violeta usando la quinoneimina
como indicador. La absorbancia sera cuantificada a 500nm, a una
temperatura de 37 °C, en un colorimetro digital HUMALYSER Junior.

El BOHB se cuantifico por un método enzimatico colorimétrico,
utilizando para ello los Kits comerciales Ranbut® (Randox Laboratories Ltd.).
Para la medicion de BHOB se utilizé suero. EI método se basa en la
oxidacion del D-3-hidroxibutirato en aceto-acetato por medio de la enzima 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa. Concomitantemente con esta oxidacion el
cofactor NAD" es reducido a NADH. Esta reaccion se asocia con un cambio
de la absorbancia que es directamente proporcional a la concentracion de D-
3-hidroxibutirato. La lectura se realiza a 330nm, a una temperatura de 37 °C,
en un colorimetro digital HUMALYSER Junior.
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La actividad sérica de la AST se determiné en suero mediante un
método cinético enziméatico, utilizando para ello los Kits comerciales GOT ®
(AST) (Human). Mediante este método, que es una reaccidn quimica
enzima—sustrato, se produce la reduccion de NADH en presencia de AST de
acuerdo a la cantidad de enzima presente en el suero analizado. Se medio
la absorbancia a 340nm, a una temperatura de 37°C, en un colorimetro
digital HUMALYSER Junior.

Procesamiento de las muestras de biopsias hepaticas

Las muestras fueron procesadas por técnica histologica de rutina
siguiendo el método de procesamiento rapido para piezas de 4 mm (Ann
Preece, 1972). Las piezas se cortaron a 5 um, fueron coloreadas con
hematoxilina-eosina y se observaron en un microscopio 6ptico (Olimpus®
BH2).

El estudio histopatoldgico se realiz6 usando un sistema numeérico ciego
y de acuerdo al siguiente protocolo:

La extensién de la esteatosis fue evaluada a 200 aumentos (X
200), tomando al lobulillo hepatico como unidad estructural, en tres
zonas (zona I: periportal, zona II: intermedia y zona Ill: centrolobulillar)
(Cal Pereyray col., 2009).

El grado de lesion o vacuolizacidon fue evaluada a 400 aumentos
(X 400), y fue clasificada segun Stokhaus y col (2004) en 3 grados
(grado 1: pequefia cantidad de gotas en pocas células; grado 2:
cantidad variable de gotas en la mayoria de las células y grado 3:
grandes cantidades de gotas en la mayoria de los hepatocitos).

Anédlisis estadistico

Se realiz6 el test de Kolmorgorov-Smirnov y Cochran C test para
verificar que las variables cumplian los requisitos de normalidad.
Posteriormente las diferencias entre los grupos en la actividad sérica de la
AST, la glucemia y las concentraciones del BHOB, fueron evaluados
mediante ANOVA de una via seguido de Tukey (Steel y Torrie, 1988). De la
misma forma se analiz6 la evolucion de las mismas variables dentro de cada
grupo independientemente, comparando cada muestreo realizado con el del
dia 130 de gestacion. Para determinar si habia diferencias entre los grupos
en el grado de vacuolizacidon hepatica y la extension de la misma en cada
una de las muestras fue utilizado el test exacto de Fisher. Para determinar
entre que grupos se produjo diferencias se realizd el test de Kruskal-Wallis
seguido de Mann-Withney (Siegel, 1956). Los analisis estadisticos fueron
realizados con el programa STATA vll. Se considerardn diferencias
significativas cuando p < 0,05, y tendencias cuando p >0,05 y <0,075.
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RESULTADOS EXPERIMENTO 1

Presentacion de signos clinicos de toxemia

Todas las ovejas presentaron al menos dos signos clinicos indicativos
de toxemia de la gestacion dentro de los 6 dias de iniciado el ayuno. Los
signos clinicos que aparecieron con mayor frecuencia fueron: presion de la
cabeza contra objetos, rechinar de dientes, indiferencia ante la presencia
humana y mioclonias.

Glucemia

El Grafico N°1 muestra la evolucién de la glucemia desde el comienzo
del ayuno (dia 130 de la gestacion) hasta la finalizacion de los tratamientos.

Al dia 130 de gestacion no se observaron diferencias significativas para
los valores de glucemia entre los grupos experimentales (Grupo A: 2,3 + 0,6;
Grupo B: 2,4 £ 0,5y Grupo C: 2,2 + 0,3 mmol/L).

Posteriormente al comienzo del ayuno, se comenzd a registrar una
disminucién paulatina de la glucosa sanguinea en los 3 grupos,
comenzandose a observar los signos clinicos de toxemia de la gestacion
desde el 4to al 6to dia de iniciado el ayuno. Cuando los animales
comenzaron a manifestar los signos clinicos del desorden metabdlico, la
glucemia habia disminuido significativamente en cada grupo (p<0,005), pero
no se registraron diferencias para los valores de glucemia entre los tres
grupos (Grupo A: 1,8 £ 0,5; Grupo B: 1,8 £ 0,6 y Grupo C: 1,7 £ 0,7 mmol/L).

Los valores de glucemia comienzan a recuperarse ya al primer dia post
tratamiento en los tres grupos con diferencias en cada uno de ellos (Grupo
A: p = 0,04; Grupo B: p = 0,01 y Grupo C: p = 0,001). Comparando los
grupos entre si, la recuperacion de la glucemia fue significativamente mayor
en los Grupos B y C con respecto al Grupo A (p = 0,0007 y p = 0,0005,
respectivamente). Esta diferencia con el Grupo A se mantuvo hasta las 48
horas de iniciado el tratamiento. Entre los Grupos B y C no se registraron
diferencias respecto a la glucemia durante todo el tratamiento.
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Gréfico N° 1: Evolucion de las glucemias (XtDE) en ovejas con toxemia
inducida por ayuno de 6 dias (dia 1 a 6) y tratadas durante 6 dias (7 a 12)
con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Grupo A), con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico + glicerol-propilenglicol (Grupo B) y solo con glicerol-propilenglicol
(Grupo C). Flecha sefala inicio de tratamiento.

BOHB

La evolucién de los valores de BOHB en plasma durante todo el
ensayo se observan en el Grafico N° 2.

En el momento de iniciado el ayuno no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (Grupo A: 0,9 + 0,3; Grupo B: 1,2 + 0,6 y
Grupo C: 1,1 + 0,6 mmol/L), tampoco al comienzo de los signos clinicos
(Grupo A: 3,3+ 1,5; Grupo B 3,5+ 0,9 y Grupo C: 3,5+ 0,7 mmol/L).

Al dia 1 de iniciados los tratamientos los tres grupos presentaron una
disminucién en los valores sanguineos de BHOB con respecto al momento
de inicio de los sintomas, la cual fue significativa en el Grupo B (p < 0,05). El
dia 2 se observé una diferencia significativa en el grupo C (p < 0,05) y en el
dia 3 en el grupo A (p < 0,01), con respecto al inicio de los sintomas, no
existiendo diferencias significativas entre los grupos.
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Gréfico N° 2: Evolucién del BOHO (X+DE) en ovejas con toxemia inducida
por ayuno de 6 dias (dia 1 a 6) y tratadas durante 6 dias (7 a 12) con &cido-
2-metil-2-fenoxi-propionico (Grupo A), con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico
+ glicerol-propilenglicol (Grupo B) y solo con glicerol-propilenglicol (Grupo
C). Flecha sefiala inicio de tratamiento. A las 24hs de iniciado el tratamiento
se observa una disminucion de los valores séricos del grupo B (*p = 0,05), a
las 48hs en el grupo C (*p = 0,05) y a las 72hs en el grupo A (*p = 0,01).

AST

Los valores de la actividad sérica de la AST muestran un aumento
desde iniciado el ayuno hasta el final de los tratamientos, momento donde
comienzan a disminuir sus actividades plasmaticas, no mostrando
diferencias significativas entre los grupos en todas las muestras, salvo una
leve tendencia entre el Grupo C y el Grupo A (p=0,078) a los 5 dias
posparto.
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Gréfico N°3: Actividad sérica de la AST (X + DE) en ovejas con toxemia
inducida por ayuno y tratadas durante 6 dias con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico (Grupo A), con &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico + glicerol-
propilenglicol (Grupo B) y solo con glicerol-propilenglicol (Grupo C). Periodos
1: inicio del ayuno (dia 130 de gestacion, 2: fin de ayuno, toxemia clinica e
inicio del tratamiento, 3: final del tratamiento y 4: cinco dias posparto.

Biopsias hepéaticas

Se analizo mediante el test exacto de Fisher el grado de lesion y la
extensién de la misma dando p = 0,0. Este valor nos permite asumir que
ambas variables estdn muy relacionadas, por lo tanto para el analisis de las
biopsias se consideré solo la extension de la acumulacion grasa.

Como muestra el cuadro |, se observa que al inicio de los tratamientos
el grupo control mostro un 9 % de animales sin acumulacién grasa, un 18 %
de animales con acumulacion grasa en la zona |, un 18 % en la zona Il y un
55 % en la zona lll. En el grupo tratado con Hepagen® se observa que en el
mismo momento habia un 8 % de animales sin acumulacion grasa, un 17 %
de animales con acumulacién grasa en la Zona |, un 33 % de animales con
acumulacion grasa en la zona Il y un 42 % de animales con acumulacion
grasa en la zona lll, y en el grupo tratado con Hepagen® en combinacién
con Acetolena ® se observa que el 10 % de animales tiene acumulacion
grasa en la zona |, el 30 % de los animales en la zona Il y 60 % de animales
en la zona lll. No habiendo diferencias significativas entre los grupos en este
momento.

Al finalizar los tratamientos se puede observar que en el Grupo C la
extension de la lipidosis aumenté desde un 55 % a un 91 % a la zona lll,
aumentando la gravedad de la afeccidon hepatica. En el Grupo A tratado con
Hepagén® la extensiéon de la acumulacién grasa disminuyd de un 42 % a un
36 % solo con 5 dias de tratamiento. En el Grupo B tratado con Hepagen® +
Acetolena® si bien no hubo cambios en el porcentaje de animales afectados
hasta la zona Ill, si hubo una recuperacién del 30 % de los animales que
estaban en la zona Il pasaron a la zona |. En este momento no existieron
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diferencias significativas entre los grupos segun el test exacto de Fisher,
pero si una tendencia entre el Grupo Ay el Grupo C, donde p = 0,073.

Al analizar la muestras obtenidas 5 dias luego del parto se observa
que en el Grupo C se encontraron 38 % de animales con acumulacion grasa
hasta la zona Ill, lo que muestra que el 53 % de los animales con
acumulacion grasa en la zona lll se recuperaron pasando a acumulos grasos
en zonas Il, 1 y sin acumulacion grasa. En el Grupo A, se observa que el 36
% de los animales que tenian una acumulacion grasa hasta la zona Il
tuvieron una recuperacion de la misma, observandose que en el 44 % de los
animales no se observa lipidosis hepatica, en otro 44 % la lipidosis paso a la
zona | y solo quedaron 12 % de animales afectados en la zona Il. Con
respecto al Grupo B se observa que en este momento el 60% de los
animales que tenian acumulacién grasa hasta la zona Il mejoraron la
gravedad de la lipidosis encontrandose el 9 % de los animales afectados en
la zona Il, el 27 % en la zona | y un 64 % de animales con recuperacion total
de afeccion. En este momento se encontraron diferencias significativas entre
los grupos con respecto gravedad de las lesiones (p = 0,0057) entre los
Grupos Ay B con respecto al control.

Cuadro I. Distribucién porcentual segun la extensiéon de la acumulacién
grasa en hepatocitos de ovejas con toxemia clinica inducida y tratadas por
ayuno de 6 dias y tratadas durante 6 dias con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico (Grupo A), con &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico + glicerol-
propilenglicol (Grupo B) y solo con glicerol-propilenglicol (Grupo C).
Resultados obtenidos de biopsias realizadas al inicio del ayuno, inicio del
tratamiento, final del tratamiento y 5 dias posparto.

Comienzo Inicio Fin 5 dias
Grupo ayuno tratamiento tratamiento posparto
A
Sin grasa 30% 8% 0% 44%
Zona | 50% 17% 28% 44%
Zona ll 10% 33% 36% 12%
Zona lll 10% 42% 36% 0%
B
Sin grasa 64% 0 0% 64%
Zona | 27% 10% 40% 27%
Zona ll 9% 30% 0% 9%
Zona lll 0% 60% 60% 0%
C
Sin grasa 40% 9% 0% 12%
Zona | 40% 18% 0% 38%
Zona ll 20% 18% 9% 12%
Zona lll 0% 55% 91% 38%
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DISCUSION EXPERIMENTO 1

Al momento de iniciado el ayuno no hubo diferencias significativas
para las glucemias entre los tres grupos experimentales siendo que los
valores encontrados son coincidentes con la bibliografia para ovejas en esta
etapa de la gestacion encontradndose todas dentro del intervalo de referencia
de 3,4 £ 0,5 mmol/L (Contreras y col, 1990), valor que se asemeja al
encontrado por Cal (2007) en ovejas gestando un solo cordero al dia 130 de
la gestacion que fue de 3,2 + 0,5 mmol/L. Otros autores encontraron
concentraciones sanguineas de glucosa al dia 130 de la gestacion y
gestando un solo cordero de 2,9 + 0,6 mmol/L (Sigurdsson, 1988a).

Acompafando la falta de ingestion de alimentos se observé un
descenso en los valores de la glucosa sanguinea en los tres grupos, lo cual
coincide con varios autores que aseguran que en las ovejas que padecen
una severa inanicion se produce una brusca caida en la glucemia (Cal, 2007;
West, 1996 y Sigurdsson, 1988a). La disminucion de la glucosa plasmatica
puede ser explicada por el gran incremento de las demandas fetales de este
nutriente en este periodo, que no es compensado por la restriccion
alimentaria causada por el ayuno (Rook, 2000; Gibbons, 1996; y Herdt y
Emery, 1992). El mayor requerimiento en este periodo de la gestacion es
generado por el gran crecimiento fetal, ya que en el Ultimo tercio de la
gestacion el feto gana el 85 % del peso al nacimiento (RooK, 2000;
Robinson, 1996 y Russel, 1984).

Los signos clinicos de toxemia de la gestacibn comenzaron a
aparecer entre los 4 a 6 dias de iniciado el ayuno. En este momento las
glucemias en los tres grupos fueron: Grupo A: 1,8 £ 0,5; Grupo B: 1,8 £+ 0,6 y
Grupo C: 1,7 = 0,7 mmol/L, no existiendo diferencias significativas entre
ellas. Estas concentraciones de glucosa sanguinea se asemejan a las
encontradas por Sigurdsson (1988b) que encontrd valores de glucemia entre
1,1y 2,2 mmol/L al momento de la presentacion de los sintomas clinicos de
toxemia.

Ya al primer dia de iniciado los tratamientos se observa un incremento
en los valores de la glucemia en los tres grupos, lo cual coincide con lo
obtenido por Cal Pereyra (2007) quién tras doce horas de tratamiento con
glicerol-propilenglicol obtuvo un incremento de 1,8 + 0,7 a 3,3 + 0,5 mmol/L.
Este aumento de la glucemia en los Grupos B y C se explica ya que el 40 %
del propilenglicol es absorbido directamente desde el rumen sin ser
metabolizado produciendo un rapido incremento en los valores de la glucosa
sanguinea (Herdt y Emery, 1992). EI menor incremento en el Grupo A puede
ser debido a que el acido-2-metil-2-fenoxi-propionico es un fibrato que actua
regulando la expresion de genes implicados en la neoglucogénesis, pero no
es un precursor de la glucosa (De Brito Gomes, 2006; Uauy y col, 2000).

Las concentraciones seéricas del BOHB no tuvieron diferencias
significativas entre los grupos al momento de comenzar el ayuno ni al
momento de la presentacion de los sintomas clinicos, pero es importante
recalcar que en este momento los tres grupos presentaban valores de BHOB
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mayores a 3,0 mmol/L los cuales son indicadores de toxemia de la gestacion
clinica (Andrews, 1997 y Cal Pereyra, 2007). Al instaurarse los tratamientos
se observo una disminucion de las concentraciones séricas del BHOB en
todas las ovejas de los 3 grupos, siendo estd mas rapida en el Grupo B,
donde ya se observo una diferencia significativa a las 24 horas de
comenzado el tratamiento (p = 0,03). En el Grupo C la disminucién fue
estadisticamente significativa a partir de las 48 horas de iniciado el
tratamiento (p = 0,008), mientras que para el Grupo A esta diferencia
significativa se logro recién a partir de las 72 horas de comenzado el,
tratamiento (p = 0,01). Considerando que los animales reinician con la
ingesta, la cual genera la disminucidon de los cuerpos cetonicos, esta
disminucion es mas rapida en los grupos tratados con glicerol-propilenglicol
(Acetolena®) con respecto al grupo tratado con Hepagén® solo (Grupo A),
esto puede ser debido a que el primero aporta glucosa. El incremento de la
glucemia aumenta la relacion insulina/glucagon lo cual disminuye la sintesis
de cuerpos cetonicos (Herdt y Emery, 1992). En el Grupo A, la cetogénesis
se ve reducida ya que el acido-2-metil-2-fenoxi-propionico es un fibrato que
se une a los PPARa activandolos. Estos una vez activados interactian con
genes que estan implicados en el metabolismo lipidico ya que promueven la
B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, (Schitze-Segen, 2008).

Las biopsias hepaticas muestran que inmediatamente de culminado los
tratamientos se pude observar una recuperacién en la extension de la
acumulacion grasa en los grupos tratados con Hepagen ® (Grupo Ay B) la
cual tuvo una tendencia entre el grupo A y el control (p = 0,073). En cambio
en el Grupo C se puede observar que la extensién de la lipidosis aumenta
pos tratamiento. En este grupo la recuperacién recién puede ser observada
a los 5 dias posparto donde existe una diferencia significativa con los Grupos
Ay B (p = 0,0057), lo que indica la mayor eficacia del Hepagen ® en la
recuperacion del higado graso. Esto puede ser debido a que el acido-2-metil-
2-fenoxi-propionico disminuye la esterificacion de los &acidos grasos en el
higado reduciendo su acumulacion en el hepatocito (Steiner, 2005). Ademas
los fibratos promueven la oxidacién de los acidos grasos y estimula la
actividad LPL, lo que reduce los TAG (Ros y Laguna, 2006).
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RESULTADOS EXPERIMENTO 2

Las concentraciones de la glucosa sanguinea al comienzo del ayuno
en los cuatro grupos experimentales fue de 3,8 £ 1,3 mmol/L; 3,3 £ 0,7
mmol/L; 3,5 = 0,8 mmol/L y 3,4 £ 0,6 mmol/L para los Grupos A, B, Cy D
respectivamente, no encontrandose diferencias entre ellos. En la Gréfica N°
4 se observa como las glucemias comienzan a disminuir con el comienzo del
ayuno. Los animales fueron retirados del mismo cuando las glucemias
fueron en el Grupo A: 2,1 + 0,6 mmol/L; Grupo B: 1,8 + 0,3 mmol/L, Grupo C:
1,9 £ 0,2 mmol/L y Grupo D 1,9 + 0,3 mmol/L (aproximadamente tercer dia
de ayuno). Ya a las 24 horas de comenzados los tratamientos en los grupos
A, B y C, hubo una recuperaciéon de las glucemias de los cuatro grupos,
encontrandose el valor mas bajo en el Grupo D (3,4 £ 0,5 mmol/L) y el valor
mas alto en el Grupo C (4,6 + 0,8 mmol/L), registrandose diferencias entre
ambos (p < 0,05). Luego de este dia no se encontraron diferencias entre los
grupos. Al finalizar los tratamientos las concentraciones séricas de glucosa
se encontraban dentro del intervalo de referencia (Contreras y col, 1990),
(Grupo A: 3,3 £ 0,8 mmol/L; Grupo B: 3,4 + 0,7 mmol/L; Grupo C: 3,5 + 0,6
mmol/L y Grupo D: 3,3 + 0,5 mmol/L).
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Grafico N° 4: Evolucion de las glucemias (X+DE) en ovejas con toxemia
subclinica inducida por ayuno (dias 1 a 3) y tratadas durante 6 dias (dias 4 a
9) con &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Grupo A), con acido-2-metil-2-
fenoxi-propionico + glicerol-propilenglicol (Grupo B), con glicerol-
propilenglicol (Grupo C). El Grupo D fue tratado semanalmente desde el dia
90 de la gestacion y hasta el periodo de ayuno con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico

Las concentraciones séricas del BOHB al inicio del ayuno fueron
similares (0,4 + 0,1 mmol/L) para los grupos A, By D,y de 0,4 £ 0,2 para el
Grupo C. Al tercer dia de ayuno todos los animales tuvieron un incremento
de los cuerpos cetdnicos con respecto a la muestra 1 (p = 0,01) siendo sus
valores de 2,4 £ 0,9 mmol/L, 2,8 + 1,0 mmol/L, 2,3 + 0,6 mmol/Ly 2,9 + 1,3
mmol/L en los grupos A, B, C y D respectivamente (Grafica N° 4). Luego de
tres dias de tratamiento las concentraciones en plasma de BOHB
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descendieron en los cuatro grupos experimentales, siendo sus valores en el
Grupo A: 2,1 1,4 mmol/L; Grupo B 0,6 + 0,3 mmol/L; Grupo C: 0,6 £ 0,3
mmol/L y Grupo D: 2,0 £+ 0,8 mmol/L. En este momento se registraron
diferencias significativas entre el grupo A con respecto al Grupo By C (p
=0,01) y entre el Grupo D con respecto a los Grupos By C (p =0,01), las
cuales se mantuvieron hasta el final de los tratamientos cuando fueron
similares en todos los grupos (Grupo A: 1,8 + 2,0 mmol/L; Grupo B: 1,1 + 0,3
mmol/L; Grupo C: 0,7 £ 0,3 mmol/L y Grupo D: 1,3 £ 2,1 mmol/L).
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Gréfico N° 5: Evolucion del BOHB (X+DE) en ovejas con toxemia subclinica
inducida por ayuno (dias 1 a 3) y tratadas durante 6 dias (dias 4 a 9) con
acido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Grupo A), con &cido-2-metil-2-fenoxi-
propionico + glicerol-propilenglicol (Grupo B), con glicerol-propilenglicol
(Grupo C) y con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico en forma semanal desde
el dia 90 de la gestacion (Grupo D). Las flechas indican comienzo y fin del
tratamiento. (*p = 0,01 entre la muestra 1 y 3; **p=0,01 entre el Grupo A con
respecto a los Grupos B y C; ***p=0,01 entre D con respecto a los Grupos B

y C)

La actividad sérica de la enzima AST al dia 90 de gestacion fueron
similares (p>0,05): Grupo A: 234,9 + 62,9 U/L; Grupo B: 225,1 + 47,6 UL,
Grupo C: 190,5 + 69,8 U/L y Grupo D: 185,8 + 73,4 U/L. situacion que se
mantuvo al inicio del ayuno (p>0,05), registrandose los siguientes valores:
157,7+ 46,1 U/L para el Grupo A; 126,3 + 44,9 U/L para el Grupo B; 130,7 £
36,1 U/L para el Grupo C y 151 + 46,0 U/L para el Grupo D. En todos los
grupos hubo un aumento similar (p>0,05) en la actividad sérica de la AST
desde el comienzo del ayuno hasta el fin de los tratamientos (Grafica N° 6).
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Grafico N°6: Actividad sérica de la AST (X + DE) en ovejas con toxemia
inducida por ayuno y tratadas durante 6 dias con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico (Grupo A), con &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico + glicerol-
propilenglicol (Grupo B), con glicerol-propilenglicol (Grupo C) y con la
aplicacion semanal de &cido-2-metil-2-fenoxi-propionico desde el dia 90 de
la gestacion (Grupo D). Periodos 1: dia 90 de la gestacion, 2: dia 130 de la
gestacion, 3: inicio del tratamiento, 4: final del tratamiento y 5: cinco dias
posparto

Al analizar las muestras de las biopsias hepaticas se registré una
diferencia significativa (p = 0,041) entre el grupo D con los demas grupos. Si
bien los animales fueron seleccionados por condicion corporal para
conformar los grupos en forma homogénea, esta diferencia se debi6 a que el
estudio anatomopatolégico de las muestras tomadas por biopsia hepatica
fue realizado luego de terminado el trabajo de campo. A pesar de esta
diferencia observada en la primera muestra al dia 90 de la gestacion, al dia
130 (momento del ayuno) ya no existieron diferencias significativas entre los
cuatro grupos experimentales. Al inicio de los tratamientos todos los
animales mostraron un aumento en la gravedad de la extensién de la
acumulacion grasa (Cuadro N° II) con respecto a la muestra 2 sin mostrar
diferencias significativas entre los grupos experimentales. Al finalizar los
tratamientos la extension de la acumulacién grasa siguié en aumento en los
cuatro grupos experimentales sin mostrar diferencias significativas entre
ellos. Recién a los 5 dias posparto se registro un mejoria en la gravedad de
la extension de la acumulacién grasa en todos los grupos tratados con
Hepagen®, en cambio en el Grupo C tratado con Acetolena ® se registré un
100 % de animales afectados en la zona Ill. Aunque esta mejoria puede ser
vista al analizar los datos en porcentaje, no se registraron diferencias
significativas entre los grupos.
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Cuadro II. Distribucion porcentual segun la extension de la acumulaciéon
grasa en hepatocitos de ovejas con toxemia subclinica inducida por ayuno y
tratadas durante 6 dias con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico (Grupo A), con
acido-2-metil-2-fenoxi-propionico + glicerol-propilenglicol (Grupo B), solo con
glicerol-propilenglicol (Grupo C) y con acido-2-metil-2-fenoxi-propionico
semanalmente desde el dia 90 de la gestacion. Resultados obtenidos de
biopsias realizadas al dia 90 de la gestacién, al inicio del ayuno, inicio del

tratamiento, final del tratamiento y 5 dias posparto.

Dia90 Comienzo Inicio Fin 5 dias
gestacibn ayuno tratamiento tratamiento posparto

Grupo A
Sin grasa 56% 50% 10% 0% 11%
Zona | 22% 38% 20% 0% 0%
Zona ll 0% 0% 20% 0% 0%
Zona lll 22% 12% 50% 100% 89%
Grupo B
Sin grasa 82% 73% 0% 0% 12%
Zona | 28% 18% 0% 0% 0%
Zona ll 0% 9% 0% 0% 0%
Zona lll 0% 0% 100% 100% 88%
Grupo C
Sin grasa 84% 42% 0% 0% 0%
Zona | 8% 17% 9% 0% 0%
Zona ll 8% 8% 0% 8% 0%
Zona lll 0% 33% 91% 92% 100%
Grupo D
Sin grasa 30% 70% 0% 0% 13%
Zona | 20% 10% 27% 9% 0%
Zona ll 0,% 0% 9% 0% 0%
Zona lll 50% 20% 64% 91% 87%
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DISCUSION EXERIMENTO 2

Los valores de glucemia al dia 130 de la gestacién estuvieron todos
dentro del intervalo de referencia para ovejas en este momento de la
gestacion (Contreras y col, 1990). Con el comienzo del ayuno se observé
una drastica disminucion de la glucemia en todos los animales, similar a lo
sucedido en el experimento 1.

Los animales al momento de ser retirados del ayuno presentaban sus
valores de glucemia debajo del limite inferior considerado como riesgo de
cetosis subclinica. Aunque ya a las 24 horas de comenzado los tratamientos
se produjo un incremento de ésta en los cuatro grupos experimentales, en el
Grupo C tratado con glicerol-propilenglicol (Acetolena®) este ascenso fue
mas importante que en los Grupos A y D tratados Unicamente con
Hepagén®. Esto es debido a la accion diferencial de estos dos farmacos,
como se menciond en la discusion del experimento 1, el propilenglicol se
absorbe mayoritariamente sin sufrir ningin metabolismo desde la pared del
rumen a una tasa de 40 % por hora (Herdt y Emery, 1992; Emery y col,
1967), alcanzando su maxima concentracion sanguinea a los 30 minutos de
su administracibn. Su maxima conversion a glucosa ocurre
aproximadamente a las 4 horas de su ingestion probablemente via piruvato
(Herdt y Emery, 1992). El glicerol se degrada en el rumen generando altas
cantidades de propionato que es el principal precursor de la glucosa via NG,
produciendo una elevacion de la glucemia por un periodo relativamente
prolongado (Bonino y col, 1987; Hunt, 1976). En cambio, el acido 2-metil-2-
fenoxi-propiénico (Hepagén®), al unirse a los PPARa los activa y produce la
interaccién de estos receptores con genes que participan en el metabolismo
glucidico, ya que promueven la NG hepética, activando algunas de sus
enzimas especificas (Schitze-Segen, 2008). Por lo tanto por su mecanismo
de accion sus efectos son observados clinicamente en forma mas lenta. A
los 2 dias postratamientos los cuatro grupos normalizaron sus valores de
glucemia sin existir diferencias significativas entre ellos.

Segun las concentraciones séricas de BHOB todos los animales al dia
130 de la gestacion se encontraban en una condicion nutricional adecuada,
ya gue las concentraciones de este cuerpo cetonico es un buen indicador de
subnutricion en ovinos criados en a campo (Rusell, 1984). Las categorias
realizadas por Rusell y col (1977) para estimar el grado de subnutricion
segun las concentraciones de seéricas de BOHB son las siguientes: valor
normal de nutricion, BOHB < 0,7 mmol/L; subnutricion moderada, BOHB
>0,7 y <1,6 mmol/L y subnutricion severa, BOHB >1,6 mmol/L. Luego de
comenzado el ayuno se produjo un rapido incremento de los cuerpos
cetdnicos en sangre, mostrando a los 3 dias los valores mas elevados entre
los grupos A y D con respecto a los grupos B y C. Esto se asemeja a lo
encontrado por Cal (2007) que registr6 un aumento significativo del BOHB
en sangre a los 2 dias de comenzado el ayuno. West (1996) también
informa de un aumento de las concentraciones séricas de BOHB en ovejas
qgue fueron sometidas a ayuno pero no aclara en qué momento se da el
mismo.
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Si analizamos conjuntamente los valores de glucemia y BOHB en
sangre de todos los animales de los cuatro grupos, y teniendo en cuenta que
en este momento el 87 % de los animales presentaban valores de
cetonemias superiores a 1,7 mmol/L y el 82 % de glucemias entre 1,1 a 2,2
mmol/L, y no mostraron sintomas clinicos de toxemia de la gestacion,
podemos asumir que estos animales presentaban toxemia de la gestacion
subclinica (Cal, 2007; Duffield, 2000).

Si bien la concentracion de los cuerpos ceténicos en sangre comenzo a
disminuir posterior al inicio de los tratamientos en los cuatro grupos
experimentales, este descenso fue mas notorio en los animales de los
Grupos B y C manteniéndose mas bajo que en los otros grupos mientras
duraron los tratamientos. Estos resultados se asemejan a los reportados por
Cal (2007), al usar Acetolena® para el tratamiento de la toxemia de la
gestacion subclinica, ya que como se menciondé mas arriba el propilenglicol
incrementa las concentraciones de piruvato con la consiguiente produccién
de oxalacetato via piruvato carboxilasa (Emery y col, 1967). El aumento del
oxalacetato a su vez produce el incremento de la concentracién de citrato
intramitocondrial que pasa hacia el citosol y forma malonil-CoA, que suprime
el transporte de acidos grasos hacia el interior de las mitocondrias (Aiello y
col, 1984). Al disminuir el ingreso de NEFA a la mitocondria se ve reducida la
cetogénesis hepatica. Sumado a esto se produce el incremento de la
glucemia por NG hepatica por el aumento del propionato producido a partir
del glicerol. El aumentos de la glucosa sanguinea incrementa la relacion
insulina:glucagén lo que se suma al efecto anticetdgenico anterior (Herdt y
Emery, 1992).

Los animales tratados con Hepagén® (Grupo A y D) tuvieron un leve
incremento de los cuerpos cetonicos, que puede ser explicado por el
mecanismo de accidon de este farmaco. El acido 2 metil-2-fenoxi-propiénico
al unirse a los PPARa promueve la $-oxidacion mitocondrial y peroxisomal al
estimular la sintesis y activacion de algunas enzimas que participan en estos
procesos (Schitze-Segen, 2008), aumentando la produccion de los cuerpos
cetonicos.

Con respecto a la lipidosis hepatica producida a consecuencia de la
toxemia subclinica, los grupos tratados con Hepagen ® tuvieron una
reduccion en la gravedad de la lipidosis hepatica al finalizar los tratamietos.
Esta reducciéon fue observada tanto en los grupos en los cuales el
Hepagén® se uso como tratamiento de la enfermedad metabdlica (Grupo A
y B), asi como al usarse antes de producirse la enfermedad (Grupo D). Esto
puede ser explicado por los mismos principios del experimento 1.

Con respecto a la actividad sérica de la enzima AST al dia 130 de la
gestacion en el experimento 1, no hubo diferencias significativas entre los
cuatro grupos experimentales, encontrandose en promedio un valor de 141
U/L el cual fue similar al encontrado por Cal (2007) en ovejas en la misma
fecha de gestacion. El comienzo del ayuno provoco el incremento de la
actividad sérica de esta enzima en todos los animales, esto puede ser
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debido a la gran movilizacion de las reservas grasas generada por la
restriccion alimentaria (Cal y col, 2009; Cal, 2007). La disminucion de las
concentraciones de AST fue observada a los 5 dias luego del parto,
posiblemente dado el tiempo necesario para lograr este fin.

En el afio 2 los valores de AST se comportaron igual que en el afio 1
pero no se registraron ni tendencias ni diferencias significativas entre los
grupos. Este comportamiento de la enzima AST en el afio 1 estd de acuerdo
con los resultados obtenidos en las biopsias hepaticas donde se observa
que el grupo que menos responde al tratamiento en lo que refiere al higado
graso es el Grupo C, pero esto no sucede en el afio 2, si bien el Grupo C es
el que menos responde al tratamiento no es el que tiene los valores mas
altos de AST.

Estos datos si bien concuerdan con lo observado por Cal Pereyra
(2007) quien afirma la existencia de una correlacion positiva entre la
actividad sérica de la AST y el grado de vacuolizacion hepatica, al enfrentar
la actividad sérica de la AST correspondiente al grado de vacualizacion
hepatica en los animales mediante la curva de ROC que es un método
estadistico que sirve para medir el poder discriminatorio de una prueba (en
este caso la actividad de la enzima AST para evaluar grado de vacualizacion
hepética) muestra que la actividad de esta enzima tiene una baja capacidad
para predecir la extension de la lipidosis hepatica (Grafica N° 8). Esta pobre
sensibilidad y especificidad puede ser debida a la gran variacion registrada,
ya que se encontraron animales con lipidosis hepética en la zona Ill que
presentan baja actividad de AST y viceversa.
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Grafica N° 8. Curva ROC. Muestra el poder discriminatorio de la actividad
sérica de AST con respecto al grado de extension de la lipidosis hepatica.
Area debajo de la curva de ROC (ABC) = 0,067. ABC entre 0,5 a 0,7 indica
baja exactitud, ABC entre 0,7 a 0,9 util para algunos propositos ABC mayor a
0,9 indica alta exactitud (Burgueiio M.J y col, 1995).
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CONCLUSIONES

Aunque las concentraciones séricas de glucosa y BHOB se
recuperaron mas lentamente en los grupos tratados Unicamente con el
acido-2-metil-2-fenoxi-propionico, este farmaco se muestra como una
alternativa eficaz para restablecer los desequilibrios del metabolismo
energético desarrollado en esta enfermedad.

La lipidosis hepatica generada en los casos de toxemia de la
gestacion clinica se observa una tendencia en la mejoria de esta patologia al
final del tratamiento en el grupo tratado con hepagen a diferencia de los
demas grupos, la cual se ve acentuada a los 5 dias pospart. Esta mejoria
posparto también se observa en el segundo experimento donde se observé
mayor recuperacion de la lipidosis hepética en todos los grupos tratados con
el mismo farmaco, incluso en el que se administré profilacticamente de
forma semanal desde los 90 dias de gestacion. Esto demuestra su eficacia
en revertir y atenuar los efectos de la lipidosis hepatica que genera la
toxemia de la gestacion clinica y subclinica.
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