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Resumen

Las respuestas metabdlicas a los cambios en el estado corporal podrian depender de la historia meta-
bdlica reciente (nivel de alimentacién, efecto dindmico) o mas antigua (reservas corporales, efecto es-
tatico), concepto denominado “memoria metabdlica”. El objetivo de este trabajo fue estudiar la res-
puesta endocrino-metabdlica a una restriccion alimenticia en ovejas con diferente condicion corporal
(CQ) al inicio del experimento. Durante la estacion reproductiva, 36 ovejas Rasa Aragonesa fueron se-
paradas en 2 grupos con diferente CC: CC > 2,75 (moderadamente alta, A, 2,9 + 0,04) y CC < 2,25 (mo-
deradamente baja, B, 2,1 + 0,04). Durante 20 dias, ambos grupos recibieron una dieta para cubrir los
requerimientos de mantenimiento de energia y proteina, tras lo cual se asignaron al azar a dos trata-
mientos nutricionales: 1,5 (control, C) 0 0,5 (subnutricion, S) veces los requerimientos de mantenimiento
diario, estableciéndose cuatro grupos: altas control (AC, n = 9), altas subnutridas (AS, n = 10), bajas con-
trol (BC, n = 9) y bajas subnutridas (BS, n = 8). Se determiné el peso vivo (PV) y los niveles plasmaticos
de glucosa, acidos grasos no esterificados (AGNE), B-hidroxibutirato (BHB), insulina, leptina y factor de
crecimiento similar a la insulina tipo | (IGF-1). Los grupos BS y AS perdieron peso, el grupo BClo ganéy
las ovejas AC lo mantuvieron. La concentracién plasmatica de glucosa fue mayor y los AGNE menor en
las ovejas controles. Las ovejas de alta CC presentaron mayores concentraciones de insulina y de IGF-I,
y la leptina tendié a ser mayor en estos animales. A su vez, la insulina fue mayor en los animales con-
troles, mientras que las otras hormonas no fueron afectadas por el tratamiento. Los perfiles de glucosa,
BHB, insulina e IGF-I estuvieron afectados por la CC inicial y el tratamiento nutricional, como asi lo de-
muestra la interaccién significativa entre estos factores y dias. Se evidencié un aumento en el momento
del celo de las concentraciones de los metabolitos (glucosa y BHB) y de las hormonas metabdlicas (in-
sulina e IGF-I). En conclusidn, en este estudio se encontré que los perfiles de glucosa, BHB, insulina e
IGF-I varian de forma diferente frente a una restriccién alimenticia en funcién del grado de reservas cor-
porales de las ovejas en el momento de iniciarse la restriccién alimenticia.
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Abstract
Food restriction in sheep: endocrine-metabolic response according to the level of body reserves

The metabolic responses to changes in metabolic status could depend on recent (feeding level) or more
ancient (body reserves) metabolic history, a concept termed “metabolic memory”. The aim of this work
was to study the metabolic response to food restriction in ewes with different body condition score at the
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beginning of the experiment (CCi). During the breeding season, 36 Rasa Aragonesa ewes were divided
into 2 groups with different BCS: BCS > 2.75 (fat ewes, A, mean * standard error: 2.9 + 0.04) and BCS <
2.25 (lean ewes, B, 2.1 + 0.04). During 20 days, both groups received a diet to supply energy and protein
maintain requirements, each group was divided into 2 groups and were fed to provide either 1.5 or 0.5
times the daily maintenance requirements; therefore, the 4 groups were: fat control (AC, n = 9), fat un-
dernourished (AS, n = 10), lean control (BC, n = 9) and lean undernourished (BS, n = 8) ewes. Body weight
(BW), glucose, non-esterified fatty acids (NEFA), B-hydroxybutyrate (BHB), insulin, leptin, and insulin-like
growth factor (IGF-I) were determined. BS and AS groups lost weight, BC group gained weight, and AC
ewes maintained their BW. Plasma glucose concentration and insulin were higher and NEFA was lower
in control ewes. Ewes with high BCS had higher concentrations of insulin and IGF-I, and leptin tended to
be higher in these animals. Insulin concentrations were higher in control ewes, while other hormones re-
mained unchanged. Glucose, BHB, insulin and IGF-I profiles were affected by initial BCS and nutritional
treatment, as is demonstrated by the significant interaction between these factors and days. Metabolites
(glucose and BHB) and metabolic hormones (insulin and IGF-I) concentrations showed a peak at estrus time.
In conclusion, it was found that glucose, BHB, insulin and IGF-I profiles respond to undernutrition according

to the level of body reserves of the animals at the onset of the nutritional restriction.

Key words: body reserves, undernutrition, metabolites, hormones, sheep.

Introduccion

La nutricion es uno de los factores mas im-
portantes que afectan el ciclo reproductivo
de los rumiantes, por lo que es clave cubrir
los requerimientos de los animales a los efec-
tos de optimizar su rendimiento productivo
(Martin et al., 2004). En paises de clima tem-
plado, donde los animales pastorean pastos
naturales durante todo el afio, las variacio-
nes estacionales en la cantidad y calidad de
los pastos modifican las ganancias de peso a
lo largo del afio (Quintans, 2008) lo que se ha
asociado a la eficiencia reproductiva global
(Quintans y Roing, 2008).

Para lograr mantener el equilibrio del medio
interno y las funciones vitales durante una
subnutricién, se dan numerosos cambios en
las concentraciones hormonales y en su sen-
sibilidad tisular (Chilliard et al., 1998). Los pe-
riodos de balance energético negativo (BEN)
estan caracterizados por la movilizacion
grasa que se refleja en un aumento de la
concentracion circulante de acidos grasos no
esterificados (AGNE) (Pedron et al., 1993;
Ingvartsen y Andersen, 2000; Burke y Roche,

2007), que a menudo se acompaiia con el in-
cremento en la produccion de cuerpos ceto-
nicos, como el B-hidroxibutirato (BHB) (Whi-
taker et al., 1999). También, durante el BEN,
ocurre una redistribucién y utilizacién dife-
rencial de nutrientes, por lo que los tejidos
periféricos pueden utilizar otros nutrientes
en lugar de la glucosa, permitiendo asi una
mayor disponibilidad de glucosa en los teji-
dos periféricos para otras funciones vitales
(Bell y Bauman, 1997).

La hormona del crecimiento (GH), juega un
papel clave en la subnutricién regulando la
utilizacion de glucosa (Renaville et al., 2002;
Flint et al., 2003). Muchos de los efectos so-
matogénicos de esta hormona estan media-
dos por el factor de crecimiento similar a la
insulina tipo | (IGF-I) (Breier, 1999; Renaville
et al., 2002). El IGF-1 es secretado por el hi-
gado en respuesta a la GH y ejerce a su vez
un control negativo a nivel hipotalamo-hi-
pofisis para la secrecion de GH. En periodos
de subnutricién, existe un desacoplamiento
hepatico en el eje GH-IGF-I, es decir, el hi-
gado es menos sensible a la GH (menor con-
tenido del receptor de GH), resultando en
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una reduccién de la concentracién circulante
de IGF-I (Thissen et al., 1994; Chilliard et al.,
1998; Kobayashi et al., 1999). Esto repercute
en varios 6rganos y tejidos, ya que el IGF-l es
anabdlico y estimula el crecimiento, pero se
destaca ademas que la falta de retroalimen-
tacién negativa sobre la GH, promueve una
mayor concentracion circulante de esta hor-
mona y por lo tanto, una mayor accién tele-
oforética (Meikle et al., 2010).

Si bien se considera que el desacoplamiento
del eje somatotropo en periodos de subnu-
tricion es una estrategia del rumiante para
enfrentar la crisis energética, existen otras se-
fales hormonales que tienen un papel clave.
La insulina, secretada por el pancreas, tiene
multiples efectos en el metabolismo; entre
los mas importantes esta el facilitar la en-
trada de glucosa a las células desde la circu-
lacion general y estimular el almacenamiento
de lipidos (Bell, 1995; Etherton, 2004). En pe-
riodos de subnutricién la concentraciéon de
insulina disminuye, y por lo tanto, la estimu-
lacion del anabolismo estd disminuida. Si-
multaneamente, la GH aumenta la lipdlisis y
disminuye los eventos regulados por la insu-
lina, como son el transporte de la glucosa y
la lipogénesis (Flint et al., 2003).

Hace aproximadamente una década, se mo-
dificé el concepto de que el tejido adiposo es
meramente un depésito de reservas y un re-
ceptor de sefales hormonales que regulan
su funcion. La deteccién por primera vez en
rumiantes de la leptina, hormona proteica
secretada principalmente por el tejido adi-
poso (Delavaud et al., 2000), puso de mani-
fiesto el importante papel endocrino de este
tejido. La leptina es uno de los principales
agentes que informan sobre el nivel de al-
macenamiento de energia periférica a regio-
nes cerebrales que controlan el apetito, el
metabolismo y la funcién endocrina para
mantener la homeostasis (Chilliard et al.,
1998). La subnutricién disminuye la concen-
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tracién circulante de leptina (Sosa et al.,
2006; 2009), y frente a una sobrealimenta-
cion en el ganado vacuno y ovino, ésta au-
menta en sangre (Chilliard et al., 2000), lo que
sugiere que es una sefial para las adaptacio-
nes endocrinas, metabdlicas y de comporta-
miento dirigidas a restaurar la homeostasis
(Chilliard et al., 2000; 2001). También se ha
sugerido que la leptina regula directamente
la funcién hepatica (Yasari et al., 2009), pu-
diéndose proponer un mecanismo de comu-
nicacién entre estos dos principales tejidos
metabdlicos (higado y tejido adiposo).

Las respuestas metabdlicas a los cambios en
el estado metabdlico podrian depender de la
historia metabdlica reciente (nivel de ali-
mentacion, efecto dinamico) o mas antigua
(reservas corporales, efecto estatico), con-
cepto denominado “memoria metabodlica”
(Chilliard et al., 2005; Blache et al., 2006). Se
ha sugerido que el impacto de la subnutri-
cion varia de acuerdo con el estado fisiolo-
gico del animal y de acuerdo con su condi-
cion corporal (Blanc et al., 2006). En trabajos
previos (Sosa et al., 2006; 2009) hemos en-
contrado respuestas endocrino-metabdlicas
diferenciales frente a una misma restricciéon
alimenticia; estos experimentos, que no se re-
alizaron simultdneamente, se realizaron con
animales de la misma raza, pero con una
condicién corporal (CC) de partida diferente
(0.6 puntos de diferencia en una escala de 0
a 5; Russel et al., 1969).

Por lo tanto, la hipétesis del presente trabajo
fue que las respuestas metabolicas y endocri-
nas frente a un tratamiento de subnutricién
agudo (efecto dindmico) podrian depender
de las reservas energéticas corporales iniciales
(CCi, efecto estatico). El objetivo de este tra-
bajo fue estudiar la respuesta metabdlica —en
términos de metabolitos y hormonas— a una
restriccion alimenticia en ovejas con diferente
CC al inicio del experimento.
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Materiales y métodos
Animales y tratamientos

Este experimento se llevé a cabo en la granja
experimental de la Universidad de Zaragoza,
Espafia (latitud 41°41" N), bajo la supervisién
del Comité de Etica de la Universidad de Za-
ragoza y de acuerdo a las exigencias de la
Unién Europea para la experimentacion ani-
mal. Durante la estacién reproductiva (Di-
ciembre-Marzo), 36 ovejas Rasa Aragonesa
fueron separadas en 2 grupos con diferente
CC (CCinicial, CCi) (CC, escala de 0 a 5; Rus-
sel etal., 1969): CCi > 2,75 (n=19, moderada-
mente alta, A) y CCi < 2,25 (n=17, modera-
damente baja, B). El peso vivo (PV) al inicio
del experimento fue de 61,9 = 1,6 kg y 50,9
+ 1,7 kg para el grupo A y B, respectiva-
mente; y la CCi fue de 2,9 + 0,04 para el
grupo Ay 2,1 + 0,04 para el B. Durante 20
dias, ambos grupos recibieron una dieta para
cubrir los requerimientos de mantenimiento
en energia y proteina (AFRC, 1993). Las die-
tas consistieron en: 0,45 kg de materia fresca
(MF) de concentrado (pienso) y 0,55 kg MF de
paja/oveja/dia para el Grupo A, y en 0,40 kg
MF de concentrado y 0,50 kg MF de pa-
ja/oveja/dia para el Grupo B. Ambas dietas
proporcionaron 2 Mcal EM/kg MF y 9% de
PB. El concentrado estaba compuesto por ce-
bada y soja, en una relacién porcentual de
85:15. Tras este periodo, cada grupo fue di-
vidido en 2 grupos que fueron alimentados
para proporcionar 1,5 (control, C) 0 0,5 (sub-
nutricién, S) veces los requerimientos diarios
de mantenimiento de acuerdo a nuestros
trabajos previos (Abecia et al., 1993; 1995; Lo-
zano et al., 1998; Sosa et al., 2006). Las die-
tas consistieron en 0,60 kg (MF) de pienso y
0,9 kg MF de paja/oveja/dia para la dieta
1,5M (grupo Q) y 0,20 kg MF de pienso y 0,30
kg MF de paja/oveja/dia para la dieta 0,5 M
(grupo S). Ambas dietas proporcionaron 2,1
Mcal EM/kg MFy 11% de PB. El concentrado
estaba compuesto por cebada y soja en una
relacion de 66:34. Por lo tanto, los 4 grupos
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experimentales fueron: ovejas altas control
(AC, n = 9), ovejas altas subnutridas (AS, n =
10), ovejas bajas control (BC, n =9) y ovejas ba-
jas subnutridas (BS, n = 8). Al comienzo del tra-
tamiento con las diferentes dietas, todas las
ovejas fueron sincronizadas con esponjas in-
travaginales impregnadas de progestageno
(acetato de fluorogestona, 40 mg; ISPAH, Sa-
lamanca, Espafia) durante 14 dias. Al momento
de la retirada de las esponijas, las ovejas fueron
inyectadas i.m. con 300 Ul de gonadotrofina
coriénica equina (Sincropart® PMSG, Ceva
Salud Animal, Barcelona, Espafa) y el estro
(Dia 0) se detect6 cada 8 horas a partir de las
24 horas de retiradas las esponjas, usando
moruecos vasectomizados. El dia 5 después
del celo, los animales de cada grupo fueron
sacrificados para realizar otros estudios. El PV
fue determinado los dias -35, -21, -15 (inser-
cion de esponjas e inicio de dietas diferen-
ciales), -1 (retiro de esponjas) y 5 (sacrificio),
con respecto al estro.

Muestreos sanguineos

Las muestras de sangre se extrajeron cada 3
dias en tubos de vacio con heparina de la
vena yugular de animales en ayuno, desde el
dia anterior del comienzo de las dietas dife-
renciales (dia -16) hasta el final del experi-
mento. El plasma fue separado por centrifu-
gacién a 1000g por 10 minutos y almacenado
a -20°C hasta la posterior determinacion de
hormonas y metabolitos.

Determinaciones analiticas

Las concentraciones de glucosa y BHB se de-
terminaron usando un analizador automa-
tico (Gernonstar®, Transasia, Bombay, India).
Para la determinacién de glucosa se utilizé un
kit enzimatico (Gernon®, RAL for Laborato-
rios Techniques, Barcelona, Espafia) y los co-
eficientes de variacion (CV) intra- e inter-en-
sayo fueron 2,2% y 3,1%, respectivamente. La
sensibilidad del ensayo fue de 1 mg/dL. La
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concentracion de BHB también se determiné
utilizando kits comerciales (RANBUT®, Ran-
dox Laboratories Ltd., Crumlin, Reino Unido)
y su sensibilidad fue de 0,1 mmol/L. Los coe-
ficientes de variacién (CV) intra- e inter-en-
sayo fueron menores del 6%. Los AGNE fue-
ron cuantificados utilizando el kit NEFA-HR (2)
(Wako Chemicals, Richmond, Estados Unidos)
con el volumen de muestra y reactivos ajus-
tados para una placa de 96 pocillos (Multiskan
EX; Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos). La sensibilidad del ensayo fue de
0,01 mmol/L y el CV intra-ensayo fue 12,5%.

Las determinaciones hormonales se realizaron
en el Laboratorio de Técnicas Nucleares, Fa-
cultad de Veterinaria, Montevideo, Uruguay.
Las concentraciones de insulina fueron de-
terminadas por un radioinmunoensayo (RIA)
en fase sélida utilizando kits de DPC (Diag-
nostic Product Co., Los Angeles, CA, Estados
Unidos). La concentracién minima detectable
del ensayo fue de 2,2 mUI/mL. Los CV intraen-
sayo para controles bajos (2,2mUl/mL) y me-
dios (12,6 mUI/mL) fueron 8,2y 9,4%, respec-
tivamente. El IGF-I fue determinado usando
un ensayo inmuno-radiométrico de un kit co-
mercial (IGF1-RIACT CisBio International, GIF-
SR-YVETTE CEDEX, Francia), previamente co-
municado por (Adrien et al, 2011). La
sensibilidad del ensayo fue de 0,7 ng/mL. Los
CV intra-ensayo para el control 1 (43,8 ng/mL)
y el control 2 (521,5 ng/mL) fueron de 8,2 y
7,9%. La concentracién de leptina se deter-
mino por un RIA en fase liquida usando un kit
comercial Multi-Species Leptin (Millipore, Cat
XL-85K) previamente comunicado en bovinos
(Pinotti y Rosi, 2006). La sensibilidad fue de 1,8
ng/mL. Los CV intra-ensayo para el control 1
(5,3 ng/mL) y el control 2 (18,3 ng/mL) fueron
5,6 y 5,1%, respectivamente.

Analisis estadisticos

Todas las variables fueron analizadas por un
ANOVA utilizando un procedimiento mixto
de medidas repetidas. EIl modelo incluyé los
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efectos fijos de CC inicial (moderadamente
alta o moderadamente baja), tratamiento nu-
tricional (control o subnutricion), dias y sus
interacciones y la estructura de covarianza
autorregresiva de primer orden. Se utiliz6 el
procedimiento Kenward-Rogers para ajustar
los grados de libertad del denominador. La se-
paracion de medias se realizé por el test de
Tukey. Todos los analisis estadisticos se reali-
zaron utilizando el programa Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., Cary, NC,
Estados Unidos). Los datos se presentan como
medias de minimos cuadrados * errores es-
tandares combinados. Las diferencias entre
medias se consideraron significativas cuando
P < 0,05, y tendencia cuando 0,05 < P < 0,10.

Resultados
Peso Vivo

Desde el comienzo del experimento hasta el
dia -15 (comienzo del tratamiento nutricio-
nal), el PV fue menor en las ovejas de baja CC
en comparacion con las de alta CC (Figura 1).
Desde el dia -15 hasta el dia 5, las ovejas BS
y AS perdieron peso vivo (6 y 7,3 kg, respec-
tivamente; P < 0,05), mientras que el grupo
BC gano 5,8 kg (P < 0,05) y las ovejas AC
mantuvieron su PV (Figura 1).

Metabolitos

La triple interaccion entre CCi, tratamiento
nutricional y dia tendié a afectar las concen-
traciones de glucosa (P = 0,08). Los grupos
subnutridos disminuyeron en un 10% la con-
centracién de glucosa en el primer muestreo
después de iniciada la subnutricién (66 vs 58,7
mg/dL; P < 0,05). Los niveles se mantuvieron
bajos excepto por el aumento pronunciado
de glucosa observado un dia antes del estro
(dia-1) en todos los grupos exceptuando las
BS, seguido por una disminucion hasta el dia
2 para todos los grupos (Figura 2). En general,
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Figura 1. Peso vivo a lo largo del experimento en ovejas con una CCi moderadamente alta (A)
y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C) veces sus
requerimientos de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo de la subnutricién.
Figure 1. Body weight of fat (A) and lean (B) sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5
(control, C) times the requirements for maintenance. The black arrow indicates
the moment where undernutrition started.

las concentraciones de glucosa fueron mayo-
res en los grupos control respecto de los sub-
nutridos (Tabla 1); evidenciandose este efecto
en determinados dias durante el experimento
(Figura 2). No hubo efecto de la CCi ni de su
interaccién con el tratamiento nutricional.

Las ovejas subnutridas presentaron concen-
traciones de AGNE superiores a las ovejas con-
troles (P < 0,05), independientemente de su
CCi (Tabla 1). No hubo efecto de la CCi ni de
su interaccién con el tratamiento nutricional.
Se observé una interaccion entre tratamiento
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Tabla 1. Concentraciones de metabolitos y hormonas en ovejas con alta (A) y baja (B) CCi
alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C) veces sus requerimientos de mantenimiento
Table 1. Concentrations of metabolites and hormones in fat (A) and lean (B) ewes fed 0.5
(undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance

CCi Tratamiento nutricional
A C S
Glucosa (mg/dL) 61,4+ 1,0 62,7 = 1,1 63,8 + 1,02 60,3 + 1,0°
AGNE (mmol/L) 0,54 £ 0,05 0,58 £ 0,06 0,36 £ 0,052 0,76 + 0,05
BHB (mmol/L) 0,24 + 0,01 0,25 + 0,01 0,24 + 0,01 0,26 + 0,01
Insulina (uUI/mL) 4,84 + 0,382 3,49 + 0,40 4,64 £ 0,39% 3,70 £ 0,39y
Leptina (ng/mL) 2,94 +0,19% 2,49 £0,21Y 2,78 0,19 2,65 +0,20
IGF-I (ng/mL) 395,2 + 28,42 261,6 + 30,0P 333,6 + 29,2 323,3+29,3

Superindices diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticas: 2P P < 0,05; *¥ 0,05 < P < 0, 10.

Different superscripts in the same row indicate statistical differences: #° P < 0.05; ¥ 0.05 < P < 0.10.

nutricional y dia de muestreo en las concen-
traciones de AGNE (P < 0,01). Seis dias después
de iniciada la subnutricion las concentraciones
de AGNE aumentaron en las ovejas AS (P <
0,05), mientras que en las BS el aumento ocu-
rrié en el primer muestreo post tratamiento.
Mientras que las AS mantuvieron concentra-
ciones de AGNE estables, con un aumento el
ultimo dia de muestreo, las BS presentaron
fluctuaciones importantes (Figura 2).

Los perfiles de BHB no se vieron afectados
por el tratamiento nutricional, la CCi ni la
interaccion entre ambas variables. Si se ob-
servé una tendencia a ser afectados por la tri-
ple interaccién entre CCi, el tratamiento nu-
tricional y el dia de muestreo (P = 0,06) dada
fundamentalmente por diferencias en dias
puntuales. Las ovejas AS presentaron mayor
concentracion de BHB que el grupo AC ocho
dias después de iniciado el tratamiento nu-
tricional (P < 0,05; Figura 2), mientras que
esta diferencia no se observo en las ovejas de
baja CCi. Por otro lado, en las BS se observé
mayor concentracién de BHB un dia antes del
estro que en las BC (P < 0,05). Se observé un
aumento en las concentraciones de BHB un

dia antes del estro (dia-1) en todos los grupos
(P < 0,05), excepto el BC (Figura 2).

Hormonas

Las ovejas de alta CCi presentaron mayor
concentracion de insulina en comparacion
con las ovejas de baja CCi (P < 0,05), asi como
las ovejas con una dieta de mantenimiento
tendieron a tener mayores concentraciones
de insulina que las subnutridas (P < 0,09; Ta-
bla 1). Las concentraciones de insulina se vie-
ron afectadas por la triple interaccion entre
CCi, tratamiento nutricional y dia (P < 0,05):
las ovejas con alta CCi mantuvieron niveles de
insulina altos hasta el estro, el grupo AC mos-
tré un aumento marcado al estro, y tras ese
dia ambos grupos disminuyeron (Figura 3).
Por otro lado, en las ovejas con baja CCi se
observé un claro efecto de la subnutricién,
disminuyendo las concentraciones que se
mantuvieron bajas hasta el final del ensayo.
En el grupo BC los niveles se mantuvieron es-
tables y no se observaron aumentos alrede-
dor del estro (Figura 3).
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Figura 2. Concentracion plasmatica de glucosa, AGNE y BHB en ovejas con una CCi moderadamente

alta (A) y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5 (control, C)
veces sus requerimiento de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo
de la subnutricion. Los asteriscos denotan diferencias entre grupos, P < 0,05.

Figure 2. Plasma concentrations of glucose, AGNE and BHB of fat (A) and lean (B)

sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance.

The black arrow indicates the moment where undernutrition started.
Asterisks indicate differences between groups, P < 0.05.
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Figura 3. Concentracién plasmatica de insulina, leptina e IGF-I en ovejas con una CCi
moderadamente alta (A) y moderadamente baja (B) alimentadas a 0,5 (subnutridas, S) o 1,5
(control, C) veces sus requerimiento de mantenimiento. La flecha negra indica el comienzo

de la subnutricion. Los asteriscos denotan diferencias entre grupos, P < 0,05.

Figure 3. Plasma concentrations of insulin, leptin and IGF-I of fat (A) and lean (B)
sheep fed 0.5 (undernourished, S) or 1.5 (control, C) times the requirements for maintenance.
The black arrow indicates the moment where undernutrition started.

Asterisks indicate differences between groups, P < 0.05.
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Las concentraciones de IGF-l fueron mayores
en las ovejas con alta CCi que en las de baja CCi
(P <0,01; Tabla 1). No se observé efecto del tra-
tamiento nutricional ni de su interaccion con la
CCi. Las concentraciones de IGF-I tendieron a
estar afectadas por la triple interaccién entre
Cdi, tratamiento nutricional y dia (P = 0,07). Las
concentraciones a lo largo del tiempo tendie-
ron a ser diferentes entre los distintos grupos:
no se encontraron diferencias entre las ovejas
con alta CCi, subnutridas o control, los niveles
aumentaron alrededor del estro y disminuye-
ron posteriormente; mientras que se observo
un aumento en las concentraciones de IGF-l en
las BC con respecto a las BS en el primer mues-
treo post-tratamiento y los niveles volvieron
aumentar alrededor del estro. De forma simi-
lar a la glucosa, se detecté un aumento (P <
0,05) de IGF-I alrededor del estro en todos los
grupos exceptuando las BS, seqguido por una
disminucién hasta el dia 5 (Figura 3).

Las ovejas con alta CCi tendieron a presentar
mayores concentraciones de leptina que las
de baja CCi (P =0,1; Tabla 1). No se observé
efecto del tratamiento nutricional ni de su
interaccion con la CCi. La triple interaccién
dia x tratamiento x CCi no fue significativa, a
pesar de que se observaron diferencias pun-
tuales. El grupo AC presentd mayores con-
centraciones de leptina que el grupo AS en-
tre los dias -10 y -7 del ciclo (P < 0,05), dado
principalmente por una drastica caida de la
concentracién de leptina a partir del inicio de
la subnutricion en este ultimo grupo. Una dis-
minucién menos marcada se evidencioé en el
grupo BS (Figura 3). No se observaron dife-
rencias entre las ovejas con baja CCi.

Discusion

En este trabajo se pone en evidencia que la
respuesta endocrino-metabdlica a una res-
triccion alimenticia — 0,5 M — en ovejas de-
pende del grado de reservas corporales ini-
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ciales (0 memoria metabdlica), lo cual se evi-
dencia en los diferentes patrones observados
a lo largo del experimento en las concentra-
ciones de glucosa, BHB, insulina e IGF-I.

La subnutricién a mitad de los requerimientos
para mantenimiento provocé una disminu-
cién de 6 kg de PV en las ovejas con alta CCi
(CCi: 2,9) y de 7,3 kg en las ovejas con baja CCi
(CCi: 2,1). Resultados similares se encontraron
cuando se realizaron tratamientos de subnu-
tricién semejantes: ovejas con mejor CC (3,4)
perdieron 5 kg de PV (Sosa et al., 2009), mien-
tras que ovejas mas delgadas (CC de 2,9 y
2,8) perdieron 6,8 y 7 kg respectivamente
(Sosa et al., 2004; 2006). Esto podria deberse
a que animales mas engrasados (mayor CCy
PV) presentan un mayor porcentaje de lipidos
corporales (Caldeira y Portugal, 2007) obte-
niendo mas energia por kg de PV movilizado
(Williams et al., 1989) debido a la mayor con-
centraciéon energética de las grasas frente a
proteinas o carbohidratos (2 a 2,5 veces ma-
yor). Por otro lado, las ovejas AC mantuvieron
su PV coincidiendo con trabajos previos (Sosa
et al., 2004; 2006). Sin embargo, el grupo BC
aumenté su PV probablemente como una
respuesta compensatoria frente a la restric-
cion alimenticia anterior.

Las concentraciones de glucosa fueron ma-
yores en los grupos control respecto de los
subnutridos, lo que es consistente con los
tratamientos efectuados. Petterson et al.
(1993) no encontraron diferencias en con-
centraciones de glucosa basal entre ovejas
con dietas de 1 00,5 M, pero en este estudio
se tomd una Unica muestra. Sosa et al. (2009)
observaron que la subnutricion no afecté las
concentraciones de glucosa, pero la frecuen-
cia de muestreo fue menor a la del presente
estudio. Esta sefnal de energia disponible esta
finamente regulada aun en el rumiante (Chi-
lliard et al., 1998), y desencadena respuestas
endocrinas especificas como las que se ana-
lizaron en el presente estudio.
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La movilizacién de reservas provocada por la
subnutricién se observé en el aumento de los
AGNE tanto en animales con alta como con
baja CCi. Este mecanismo de adaptacién a la
restriccion de nutrientes es muy conocido y
ha sido descrito en rumiantes y en experi-
mentos similares al presente (Chilliard et al.,
1998; Sosa et al., 2006; 2009). No se observa-
ron diferencias en los niveles de AGNE de las
ovejas con alta y baja CCi tras la subnutricion,
a pesar de que las de alta CCi presentaban PV
y CCiniciales mayores que las de baja CCi (11
kg y 0,8 puntos de CC de diferencia, respec-
tivamente) sugiriendo una tasa de lipdlisis si-
milar entre estos grupos. Por otra parte, no
se observaron diferencias importantes en las
concentraciones de BHB entre grupos, sino
aumentos puntuales de los grupos subnutri-
dos frente a sus respectivos controles. Si bien
estos aumentos de BHB concuerdan con au-
mentos anteriores o simultaneos de AGNE en
estos grupos, el BHB no fue un buen indica-
dor de restriccion energética. El BHB es un
producto de la degradacion de los AGNE y se
esperaria que el aumento de éstos estuviera
acompafado por un aumento concomitante
de BHB en sangre (Bouchat et al., 1981; Chi-
lliard et al., 1998). Sin embargo es posible
que ese efecto se observe en situaciones mas
extremas de balance energético negativo
(por ejemplo, durante la gestacion tardia) y
no sea evidente en ovejas vacias.

Las concentraciones de insulina fueron ma-
yores en las ovejas con alta CCi en compara-
cién con las de baja CCi, reflejando un mejor
estatus energético. Un hallazgo interesante
de este trabajo fue la respuesta diferencial
frente a la restriccion alimenticia en esos dos
grupos de animales: mientras que en las ove-
jas AS las concentraciones de insulina dismi-
nuyeron 2 semanas después de haberse ini-
ciado el tratamiento, en las ovejas BS se
observé una caida importante en el primer
muestreo post-subnutricion. Teniendo en
cuenta los perfiles de glucosa de estos gru-
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pos, se puede sugerir que si bien en las ove-
jas con baja CCi, la disminucién de la glucosa
actué como sefial metabdlica para la regula-
cion de la secreciéon de insulina, en las ovejas
con alta CCi la secrecién de insulina fue —al
menos en parte— independiente de la caida
plasmatica de glucosa. La regulacién de la se-
creciéon de la insulina es compleja ya que se
ha demostrado en roedores que ademas de
la glucosa, intervienen la propia insulina, la
leptina y el IGF-I (ver debajo). Este hallazgo
podria implicar una adaptacion metabdlica
diferencial en la que las ovejas con niveles cri-
ticos de reservas energéticas responden ra-
pidamente a la ingesta diaria, mientras que
ovejas en un estado energético superior (re-
servas) presentan una mayor independencia
temporal de la misma. Bouchat et al. (1981)
sugirieron que cuando se comparan animales
delgados y gordos, hay diferencias impor-
tantes en la concentracion de metabolitos
en sangre en situaciones de ayuno, pero el
estudio realizado por estos autores no pudo
demostrar esta hipotesis. La disminucion de
insulina en animales BS es consistente con los
bajos niveles de glucosa y los altos de AGNE
que en conjunto reflejan un estado catabo-
lico acorde a la ingesta insuficiente de nu-
trientes. Si bien Petterson et al. (1993) no
pudieron demostrar una disminucion de in-
sulina frente a una subnutricién similar, el nu-
mero de muestras consideradas en ese estu-
dio es pobre y las diferencias numéricas
presentadas son importantes, lo que respal-
daria lo observado en el presente trabajo.

Se ha demostrado que una estrategia desa-
rrollada en el rumiante frente a la restriccion
alimenticia, es el desacoplamiento en el eje
GH-IGF-|, resultando en aumento de las con-
centraciones de GH y una disminucién en la
concentracioén circulante de IGF-I (Thissen et
al., 1994; Chilliard et al., 1998; Kobayashi et
al., 1999). Sin embargo, en nuestro estudio
no se observéd disminucion de esta ultima
hormona en ninguno de los grupos subnu-
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tridos. De forma similar, no se observaron
disminuciones importantes de IGF-| tras la
subnutricién en trabajos previos (Sosa et al.,
2006; 2009), observandose diferencias sélo al-
rededor del estro (Sosa et al., 2006). En el
presente estudio, las concentraciones de IGF-
| presentan un claro efecto de la CCi de los
animales siendo superiores las concentracio-
nes en las ovejas gordas, siendo el indicador
que mejor reflejo el efecto estatico de la nu-
tricion. Los niveles de IGF-I mas altos en ove-
jas gordas son consistentes con los niveles
mayores de insulina en estos animales (Mas-
hek et al., 2001). Se ha propuesto un efecto
estimulador de la insulina sobre la sensibili-
dad de GH hepatica y consecuente sintesis de
IGF-I (Butler et al., 2003; Rhoads et al., 2004).
Una accién reciproca puede proponerse en-
tre el pancreasy el higado ya que también se
ha demostrado una accién directa del IGF-I
sobre las células b-pancreéticas, especifica-
mente en la activaciéon de la glucoquinasa,
paso limitante para el metabolismo de la
glucosa pancreatica responsable de la secre-
cién de insulina (Yoshida et al., 2007).

El nivel de la leptina plasmatica es el resul-
tado de la reserva de adipocitos, pero tam-
bién se modula de una manera mas rapida a
través del nivel de alimentacion (Delavaud et
al., 2000). En el presente estudio, la leptina
tendié a ser mayor en las ovejas AC, expli-
cado por ser el grupo que presenta mayor
cantidad de grasa corporal y ser aquel que
esta recibiendo mayor nivel de alimentacion.
En este mismo sentido, en un trabajo previo
con condiciones corporales comparables al
grupo A del presente estudio (Sosa et al.,
2009), observamos importantes diferencias
entre el grupo control y el subnutrido. La
leptina disminuy6 drasticamente en las ove-
jas mas engrasadas tras la subnutricién, pero
esta disminucion no fue tan acusada en las
ovejas delgadas. Se ha demostrado que la
leptina ejerce efectos inhibitorios tanto en el
control de la expresion como de la secrecion
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de insulina directamente sobre las células
pancreaticas (humanos: Seufert et al., 1999;
roedores: Morioka et al., 2007). La caida mar-
cada de leptina observada en las ovejas AS
tras la subnutriciéon podria ser un estimulo
para el mantenimiento de insulina en plas-
ma, aun con dietas de 0,5 M y niveles de glu-
cosa mas bajos. Por otro lado, la disminu-
cion moderada en las concentraciones de
leptina tras la subnutricion en las ovejas del-
gadas y los niveles ya deprimidos de IGF-|
podria explicar la drastica disminucién de in-
sulina. Con lo anteriormente expuesto, se
podria especular que estas tres hormonas
clave —insulina, leptina e IGF-I- no sélo regu-
lan el flujo metabdlico, sino que su regula-
cion es inter-dependiente facilitando asi la
comunicacion entre estos tres tejidos. A su
vez, la leptina informa sobre el nivel de al-
macenamiento de energia periférica a re-
giones cerebrales y su accion inhibe el apetito
y disminuye la tasa metabdlica, por lo que la
disminucion de esta hormona en animales so-
metidos a una subnutricién facilitaria el res-
tablecimiento de la homeostasis (Chilliard et
al., 2005).

Al igual que en trabajos anteriores realizados
por Sosa et al., (2006; 2009) se evidencia el
aumento en el momento del celo de las con-
centraciones de los metabolitos. El resultado
de esta movilizacién de energia alrededor
del estro puede estar asociado al estrés y/o li-
beracion de corticosterona/cortisol que se
observa en varias especies incluidas los ovinos
(Lyimo et al., 2000; Sosa y col., datos sin pu-
blicar). Por otro lado, el aumento de insulina
e IGF-I alrededor del estro en ovinos ha sido
comunicado previamente (Vifioles et al.,
2005; Sosa et al., 2006; 2009). Estos aumentos
estarian asociados al estradiol-17b pre-ovu-
latorio que puede haber incrementado la se-
crecion pancreatica de insulina como ha sido
sugerido para ratas (Nadal et al., 1998; Mo-
rimoto et al., 2001) y sintesis de IGF-1 y/o sus
proteinas de unién como se ha determinado
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en ovejas y vacas (Clapper et al., 1998; Colak
et al., 2011). Asimismo, el aumento al estro
del IGF-I puede explicarse por el aumento
de insulina, ya que en vacas se ha descrito
que la insulina aumenta las concentraciones
hepaticas del mRNA de IGF-I (Butler et al.,
2003; Rhoads et al., 2004). Este estudio mues-
tra la relevancia de que en los estudios me-
tabdlicos los animales hayan sido sincroniza-
dos para presentar el celo al mismo tiempo,
y abre una nueva perspectiva respecto del
papel de las hormonas reproductivas sobre la
regulacion de las hormonas metabdlicas.

En conclusién, en este estudio se encontré
que los perfiles de glucosa, BHB, insulina e
IGF-I varian de forma diferente frente a una
restriccion alimenticia en funcion del grado
de reservas corporales de las ovejas en el mo-
mento de iniciarse la restriccion alimenticia.
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