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l. INTRODUCCION

En Uruguay la ganaderia de carne vacuna se lleeaba en ecosistemas
pastoriles donde el campo nativo constituye elgguad recurso forrajero empleado. A
pesar de que la gran expansion de la agriculturalegado este sistema de produccion
hacia tierras marginales de bajo potencial prodadiirbeletche & Cividanes, 2011),
la competitividad del sector exportador de cargaesdependiendo del resultado fisico-
econdmico de la cria vacuna en pastizal nativoual hoy dia ocupa un area de 8 a 10

millones de hectareas.

Este proceso de cria se lleva a cabo bajo pastirecto de campo natural,
caracterizado por grandes variaciones estaciorgdesro y entre afos tanto en la
cantidad como en la calidad del forraje ofertader€®a, 1994). La baja produccion de
forraje invernal y de inicios de primavera, coirecicon el momento fisiolégico en el
que el rodeo incrementa sus demandas de energsadigm tardia y lactancia
temprana). La disminucién de consumo de materia seano de los mayores cambios
fisiologicos que sufren los animales durante estapas. Las vacas transitan por
periodos de balance energético negativo (BEN) qetermiina la movilizacion de
reservas corporales. Estas inciden directameni& gmlongacion del anestro posparto,
afectando la performance reproductiva, principaitinte de nuestros sistemas de cria
(Pérez-Clarigeet al, 2007; Socat al, 2007).

Antecedentes nacionales han demostrado que las daceria frente a distintas
ofertas de forraje de campo natural a lo largcadiel responden de diferente forman en
su balance energético. Esto se ve reflejado enrsdiaidon corporal (Socet al, 2008) y
en sus perfiles metabdlicos y hormonales (Lapstred, 2010). Asimismo, estas ofertas
se han asociado con cambios en la conducta de@asémporal y espacial (Scarlab
al., 2011a y b), con cambios en la composicion calp@rambarriet al, 2010) con
cambios en el peso de las visceras (Carrigatryal, 2010) y con mejoras en las
respuestas reproductivas (Vifoktsal, 2010; Carriquiryet al, 2011).

El proceso de regulacion de la ingesta es altameoteplejo e involucra
diferentes sefiales hormonales, metabdlicas y nal@snque son integradas a nivel
hipotalamico, dando una respuesta de aumento odeietisminucién del consumo. El
estudio de cambios en la expresion génica de datisres claves, puede aportar



informacion sobre cdmo los rumiantes logran atravpsriodos de BEN. Sin embargo,
aln no se posee un conocimiento adecuado de coOmodiéica la expresion de genes
involucrados en la regulacién del consumo y del BiENbovinos. La mayoria de la
informacion cientifica relacionada con los efeatessubnutriciones sobre cambios en la
expresion de ARNm de genes con efectos orexigéfpmisnciadores del consumo) y/o
anorexigénicos (supresores del consumo), ha sidergéa en roedores (Marks al.,
1992; Cheret al, 1999) y mas recientemente en peces (Silver&téilisetskaya, 2000;
Narnaware & Peter, 2001a y b; MacDonald & Volk&@§09), siendo muy limitada la
generada en rumiantes y particularmente en bovihos.esto ultimo, y dado el gran
impacto que la cria de ganado vacuno tiene endaoecia de nuestro pais, y el lugar
gue ocupan nuestros campos nativos como insumajdedbsto relativo en la actividad

de cria vacuna, se justifica el estudio de esthl@nuatica.



. ANTECEDENTES

En los herbivoros, el consumo de nutrientes esselltado de la expresion de su
potencial de consumo y de la capacidad de seleax#osu dieta. La seleccion del
forraje y su comportamiento o estrategia ingestiependen de la interaccién entre las
caracteristicas del animal (morfo-fisiolégicas,rititnales y metabdlicas, entre otras),
las caracteristicas de la vegetacion (disponildlidde forraje, estructura, valor
nutricional y palatabilidad, entre otras) y lasacaeristicas del ambiente (Chilliaed
al., 2000).

Los estimulos fisicos y metabdlicos son los fastal@minantes que controlan el
consumo de forraje en animales estabulados. Losriexgntos en produccion animal
han mostrado que la ingesta de forraje de bajastiijjelad esta afectada por la
capacidad del rumen y la tasa de pasaje, deterdonam incremento en el consumo al
aumentar la digestibilidad del forraje. Por otra@aen condiciones de alimentos de alta
digestibilidad, el consumo es funcion de los remuientos energéticos del animal,
disminuyendo al incrementarse la digestibilidad alehento. La capacidad del rumen
esta directamente correlacionada con el peso @arpuorentras que los requerimientos
energéticos se encuentran mas relacionados coasel ipetabdlico (peso elevado a
0.75) (Galliet al,, 1996).

En condiciones de pastoreo, adquieren también tampcia aquellos factores
relacionados al comportamiento ingestivo, como raapacidad del animal para
mantener una alta tasa de consumo en el caso deiooes limitantes de la pastura o
el aumento del tiempo de pastoreo para compensaféotos de una tasa de consumo
reducida (Gallet al, 1996).

Se han propuesto varios modelos que apuntan ardeterun factor principal en
la regulacién del consumo en los rumiantes. Algueadas explican el proceso a traves
del llenado fisico, de la distension del reticulamen (Allen, 1996) y de la
concentracion de fibra detergente neutro (FDN) fietaje (Mertens, 1994). Otras, lo
explican por factores metabdlicos de retroalimeata® regulacion fisiologica del
consumo (lllius & Jessop, 1996; Mertens, 1994) yaroer modelo de la regulacion del
consumo en rumiantes se basa en la relacion cesefibio medida a través del

consumo de oxigeno (Ketelaars & Tolkamp, 1996) cialmente, Alleret al, (2009)
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proponen al proceso de oxidacion hepatica (HOTirdgés hepatic oxidation theo)y
como modelo unificador para explicar la respuestaleconsumo frente a cambios en
la digestion y metabolismo de los nutrientes.

Estas propuestas intentan explicar la regulaciércalessumo por medio de un
factor determinante y bajo determinadas condiciopeso en realidad, el consumo se
encuentra ajustado a un gran niumero de elementoka ynteraccién de éstos. Por lo
tanto, se postula que la regulacion del consunmutifactorial y aditiva. La Teoria del
Minimo Disconfort propuesta por Forbes & Prover{2800), en la cual el animal toma
decisiones segun modificaciones de su comportamiengestivo (incorporando
factores sensoriales y psicologicos) con el fincdasumir una cantidad Optima y
balanceada de nutrientes evitando excesos o defiage ha cobrado también

importancia en la tematica de regulacion del comsamrumiantes.

El consumo de energia en los animales vertebraglas enecanismo altamente
complejo producto de la integracion de diferentefakes centrales y periféricas
relacionadas con el hambre y la saciedad (Retla¢, 2008a). Asimismo estas sefales

pueden ser divididas en sefiales de corto y lamopl

El conjunto de sefales a corto plazo, (ej. de caraidomida) involucra sefiales
hormonales originadas principalmente en el intesfgdncreas e higado, en respuesta al
contenido especifico de nutrientes y a la preseseiastos en el tracto gastrointestinal
(TGI). Actaan primariamente como determinantesadsaciedad y a efectos de limitar
la cuantia de cada ingesta. La hormona ghrelinaR{GHestimuladora del consumo y
la hormona colecistoquinina (CCK) inhibidora dehsomo, son dos sefiales producidas
por el TGl que actian rapidamente y provocan casng el balance de energia a corto

término.

La regulacion a largo plazo es llevada a cabo @pagocion a las reservas
energéticas y a la cantidad de energia consumigeeendos prolongados de tiempo.
Esta regulacion se encuentra mediada principalnportel tejido adiposo y hormonas
como la leptina e insulina, quienes son responsat#econtrolar el almacenamiento de

energia de los animales.



Las diferentes sefales de corto y largo plazo ®econectan entre si cuando
convergen en el hipotdlamo el cual finalmente dmlingesta y el gasto calérico para
asegurar la homeostasis energética. En la tabéapgtesentan los principales péptidos
que intervienen en la regulacion del consumo ataslbs en centrales y periféricos y

segun su funcién (Sarika, 2006).
Tabla 1. Péptidos de mayor participacion en elrobdel apetito. Tomado y modificado de Sarika @00
Péptidos  Orexigénicos Anorexigénicos

Centrales 1. Neuropéptido Y 1. Transcripto regulado por coaai
anfetaminas (CART)

2. Hormona concentradora de melanocitos (MCH) 2Jahortinas (POMC)
3. Orexinas/ hipocretinas 3. Péptido similar atglyon
4. Péptidos similar al Agouti (AgRP) 4. Factor liddor de corticotropinas
5. Galanina 5. Insulina
6. Opioides enddgenos 6. Serotonina
7. Endocanabinoides 7. Neurotensina
Periféricos 1. Ghrelina 1. Peptido YY
2. Colecistoquinina (CCK)
3. Leptina
4. Amilina
5. Insulina
6. Péptidos similares al glucagon
7. Bombesina

La ingestion de alimentos por el animal est4 cdedieo por mecanismos
fisiologicos que llevan al animal a iniciar y fifmdr el consumo en un momento dado.
Es un aspecto multifactorial controlado por el kiteomo y el consumo debe responder
a la necesidades y requerimientos del estadodgitm en que el animal se encuentra
(crecimiento, lactacion, gestacion, movilizaciétros). El hipotalamo es la principal
region del sistema nervioso central donde se pmtiumtegracion de estas sefales con
el fin de coordinar los balances energéticos dahisales. En €él, se encuentran varios
nacleos interconectados que han sido sefalados cemi@s de control del hambre y la
saciedad: el nucleo arcuato (ARC), el nucleo pataeslar (PVN), el nudcleo
ventromedial (VMN), el nucleo dorsomedial (DMN) lyagea hipotaldmica lateral (LH)
(Baile & McLaughlin, 1987).



Uno de los sitios mas importantes en la reguladénconsumo, es el ARC
también conocido como el ndcleo infundibular. Seuentra localizado en la base
media del hipotdlamo, adyacente al tercer ventriguh la eminencia media (Rocke
al., 2008a). En él, se encuentran dos grupos ne@®m@hcionalmente opuestos, que
juegan un rol crucial en el control de la ingedimentaria. Un grupo de neuronas
produce el péptido Y (NPY) y el péptido relacionadmuti, AQRP del ingléégouti
related peptidgEveritt & Hokfelt 1989; Wolaket al, 2003; Ebling & Barret, 2008).
Ambos son moléculas orexigénicas pues su activaeigmueve la ingesta.

El otro grupo de neuronas produce neuropéptidostddgmicos anorexigenos
que afectan la conducta alimentaria de maneraetaudrimir o inhibir el apetito. Estos
son; el péptido derivado de la pro-opiomelanocar{lPrOMC) y el transcripto regulado
por cocaina y anfetamina (CART) (del ingl&scaine-anfetamine-regulated-transcript)
(Kristenseret al, 1998; Lamberét al, 1998; Schwartet al.,2000).

Esta gran densidad de neuronas transmite sus sefilevés de proyecciones
primarias hacia otros nucleos hipotaldmicos dondesmeuropéptidos involucrados en
la regulacion del balance energético son expresgdas conjunto con los primeros,

controlan el apetito y la ingesta (Leibowitz & Wext, 2004).

El Neuropéptido Y (NPY)es un neurotransmisor de 36 aminoacidos, uno de los
mas abundantes en el cerebro (Ak¢ral, 1983) localizado principalmente en el ARC,
desde donde se prolongan fibras nerviosas al PMWINDy LN, estableciendo un
efecto estimulador de la ingesta. Se han identifica receptores de NPY distribuidos

en varias zonas hipotalamicas; Y1, Y2, Y3 Y4 y Y5.

Se ha descrito que administraciones centrales dé éd&mulan el consumo
voluntario de animales incluyendo especies rumsar(idiner et al, 1989) y la
expresion génica y los niveles de circulacion aeirapéptido aumentan en respuesta a
una restriccion alimenticia y disminuyen en resfaiasun exceso (Archet al, 2002).
AUn mas, existe evidencia que muestra que la exprederencial de su ARNm en las
neuronas orexigénicas depende del nivel de laigesin alimenticia siendo mayor en
situaciones de demandas metabdlicas importantes @amejemplo en las primeras
semanas de lactacion en ovejas, (Soreasah, 2002).



El péptido relacionado con agouti (AgRP)es un neuropéptido de 132
aminodcidos el cual se co-expresa junto con el HR¥l ARC del hipotdlam@rcher
et al, 2000), aunque también se distribuye hacia otg®nes del SNC. Presenta una
potente accién estimulante del apetito y de la igeiaade peso corporal cuando se
administra en el SNC. La expresion de AgRP es aggupositivamente durante una
restriccion alimenticia (Archeet al, 2004) y durante un BEN generado durante la
lactacidén en ovejas (Sorensetral, 2002).

El AQRP es un antagonista competitivo reversilelédachormona estimulante de
los melanocitos alfaocfMSH) pues compite por el mismo sitio de union ers s
receptores tipo 3 y 4, MC3 y MC4 respectivamenteqiea la accion anorexigénica de
esta hormona y por lo tanto estimula el apgfimnget al, 1997; Ollmanret al, 1997;
Cone 2005)En rumiantesWagneret al, (2004) registraromn aumento del consumo
en ovinos alimentadad libitum (a voluntad) (el cual no persistié por mas de dias)
al administrar AgRP en el ventriculo lateréin otros estudios fue observada una
regulacion positiva del ARNm de AgRP en ovejas im@mente desnutridas (Heney
al., 2001; Archeret al, 2004, 2005; Rellinget al, 2009) y en carneros castrados
sometidos a un ayuno de 4 dias (Adainal, 2002). Ademas, en otro ensayo realizado
por Wagneret al., (2004) en el cual ovinos sufrieron 3 dias de ayws® detecto
(utilizando técnica de doble inmunohistoquimicatdapara AGRP como factor c-Fos)

un aumento del nimero de neuronas AgRP positideessy activacion.

Al igual que los péptidos orexigénicos, los anayéricos se expresan
mayormente en el ARC y también sus células proggmt@longaciones nerviosas sobre
otras areas que participan en la homeostasis diwargéen la regulacion del consumo.

La pro-opiomelanocortina (POMC) es un polipéptido precursor de numerosas
hormonas, incluyendo melanocortinas como la hormestimulante der-melanocitos
(a-MSH). Las melanocortinas controlan el apetito etivar los receptores MC3R y
MC4R en neuronas de segundo orden, localizadassentitos nucleos hipotalamicos
relacionados al control del hambre y la saciedde®/aciones en modelos murinos en
situaciones de alimentacién restrictiva (Bradyal, 1990) encontraron que luego de 5
dias de ayuno, los niveles de ARNm de POMC en rsgagncontraban reducidos
solamente un 24%.

10



En rumiantes, Sorenseat al. (2002) mostraron una regulacion negativa de la
expresion génica de POMC en el ARC de ovejas derentactancia, facilitando la
hiperfagia asociada a tal periodo. No obstantgrda mayoria de los trabajos sobre la
expresion de POMC en situaciones de stress alioi@mtn rumiantes no han reportado
cambios (Henryet al, 2000; Adamet al, 2002; Archeret al, 2002; Wagneet al,
2004; Rellinget al., 2009). Estos estudios realizados todos en ovioosideraron
diferentes restricciones alimenticias; algunos aitacduracion (4 dias de ayuno, Adam
et al, (2002)), otros de duracién intermedia (4 semaRadling et al, (2009)) y otros
en los cuales se trabajé con pre-tratamientos etitésles de condicion corporal
(mantenimiento, disminucion e incremento de la majsm de nivel de adiposidad
(ovejas “flacas” vs “gordas”), (Henmst al, 2000; Archeet al.2002).

El transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CAR) se co-expresa en
las mismas neuronas que expresan POMC también &R@I Entre otras funciones,
este péptido que actlia como neurotransmisor prodncefecto de inhibicion en la
ingesta impidiendo la secrecion y el vaciado géstriEn ovejas cronicamente
alimentadas se encontré una reduccion en la exprel® CART en varias regiones del
hipotalamo incluido el ARC (Archeet d., 2002) pero contradictoriamente con este
estudio en los resultados recabados por Addnal (2002) no se encontré una
disminucién significativa en la expresion del treno de CART en ovinos en ayuno.

Actualmente no se cuenta con mas trabajos soleveglasion diferencial de este

transcripto en situaciones de BEN en rumiantes.

El ARC se encuentra parcialmente excluido de laebarhematoencefalica lo
cual hace que se encuentre estratégicamente pwgicigpara una comunicacion directa
con sefiales periféricas (Grousedteal, 2008). Las hormonas provenientes del TGl y
del tejido adiposo son transportadas por el toereanguineo hasta el hipotdlamo. En
1973, Gibbset al, propusieron que las sefales generadas duradigelstion (factores
de saciedad), incluyendo péptidos secretados pdGel proporcionan informacion al
cerebro destinada a inhibir la ingesta y culmiaazdmida. En la actualidad, se conocen
numerosas hormonas que originan respuestas anémedg en el hipotalamo: GLP-1,
(péptido similar al glucagon), colecistokinina (CCIgéptido tirosina tirosina (PYY),

entre otras. Sin embargo, Unicamente la ghrelin®lR3, un péptido de 28
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aminoacidos descubierto en 1999 por Kojirela al, ha sido identificada como
desencadenante de respuestas orexigénicas.

La ghrelina es producida principalmente por las células adstdel abomaso
y secretada de manera pulsatil. La misma variablesteente durante el dia,
aumentando bruscamente poco antes de cada intgegta.en especies monogastricas
como en rumiantes (Hayashida al, 2001; Sugineet al, 2002a,b; Reynoldst al,
2010; Takahashiet al, 2010). Del mismo modo, como en otras especias, |
administracion exégena de GHRL en ovinos, ademasaementar la secrecion de
hormona de crecimiento, estimula el consumo y nuadiél comportamiento ingestivo
(Grouselle et al., 2008). Esta respuesta resultdgimiemente de la accién de la
hormona la cual via sanguinea o a través de afarenmagales actla sobre sus
receptores localizados en el ARC (Grousetlal, 2008). Se ha demostrado en roedores
y en humanos (Wanet al., 2002; Von Oetinger, 2009) que mediante estas ths w
mediante produccion hipotalamica de la hormonaepesumo es modificado a través de
la induccién de la expresion de NPY y de AgRP enmimbtalamo y de la inhibiciéon de
las neuronas productoras de POMC y CART.

La secrecion de GHRL en rumiantes bajo restriccaimenticia también
presenta un comportamiento particular y estd potendido en estas especies. En
vacas lecheras en ayuno, la infusion abomasal sieirea o aceite de soya redujo la
concentracion plasmatica de GHRL (Relliegal, 2010), aunque la disminuciéon del
consumo solo se encontrd con la infusion con a¢Bieding & Reynolds, 2008). En
novillos (Wertz-Lutzet al, 2008), vacas lecheras (Itehal, 2006) y ovejas (Rellingt
al., 2010) la concentracion plasmatica de GHRL seiasimversamente al balance
energético. Wertz-Lutzt al. (2006) infundieron GHRL endovenosa en novillos y
observaron un aumento inmediato en el consumajatlino se prolongd durante el dia.
Pero Rocheet al. (2008b) mediante infusiones subcutaneas de GHRL dmsis
similares a la de Wertz-Lutt al.(2006) y con el objetivo de encontrar respuasias
cronicas (semanas en lugar de horas), no enconti#erencias en el consumo.

Las acciones promotoras de la ingesta mediadadapbormona GHRL se
contrarrestan con estimulos inhibitorios del consuesultado de la distencién gastrica
(mecanicos) O resultado de la accibn de otras hwasodel TGl como la
colecistokinina (CCK). Con respecto a esta hormona se han descritasvlarmas

moleculares que difieren en el nimero de amino&c{iReeveet al, 2004): CCK-8,

12



CCK-33, CCK-39 y CCK-58. La ingestion de nutrientesndamentalmente grasas y
proteinas, induce la liberacibn de CCK al torresémguineo actuando localmente,
estimulando cambios en las secreciones gastramdtest y en la motilidad, o actuando
sobre las fibras aferentes del nervio vago queatanecon el hipotalamo. Sus efectos
bioldgicos estan mediados por la activacion de tgoss de receptores acoplados a
proteinas G (CCK-AR y CCK-BR) localizados en labrds aferentes vagales
(Farninghamet al, 1993). Los mismos, participan en la inhibicidn ld secrecion de
GHRL y en la estimulacion de PYY, otro péptido sgar de la ingesta.

El papel de la CCK, como un factor de saciedad sesstudiado en varios
animales, incluyendo ratas (Gib#ftsal.,1973; Fink et al., 1998), cerdos (Gregetyal.,
1989), ovinos (Della-Fera & Baile, 1980), y seresnanos (Lieverset al., 1994). Si
bien el estudio de la participacion de CCK en Rulacion del consumo en rumiantes
comenzo al final de la década de 1970 e inicioadeld 1980 (Grovum, 1981), su
funcién es poco clara. Actualmente se conoce qui® tas proteinas como la grasa
promueven la secrecion de CCK logrando su pico maa los 30 minutos luego del
inicio de la ingesta (Choet al 2000). En condiciones de restriccion alimenticia,
carneros castrados alimentadaslibitum presentaron mayor concentracion plasmatica
de CCK comparados con aquellos que fueron alimestambn dietas restrictivas
(Relling et al., 2009). Suominest al, (1998) reportaron en vacas lecheras tanto la
concentracion sanguinea de CCK como la abundareisudARNmM disminuyeron
durante una deprivacion alimenticia severa y déacduracion (ayuno durante 60 hs)
retornando a los valores previos al tratamientoeelas 16 y 24 hs de realimentacion.
Los estudios de Relling & Reynolds (2007) y de Boedlet al (2008) al trabajar con
un suplemento lipidico encontraron un aumento ewolacentracion plasmatica de
CCK-8 y una reduccion en el consumo de materiadecseacas lecheras en produccion.
Sin embargo, en otro experimento, los lipidos fodrdundidos en el abomaso, y si
bien el consumo disminuy6, los cambios en las aamaeiones plasméaticas de CCK-8
no fueron evidentes (Benson & Reynolds, 2001). Bnexiperimento posterior, pero
realizado con ovinos, Rellingt al. (2011) infundieron por via endovenosa dosis
crecientes de CCK-8 hasta alcanzar concentracigesmaticas similares a las
observadas al dar un suplemento con grasa. A pesabservar una disminucion del
consumo diario y en la primera hora después deafrel alimento en los corderos

alimentados con grasa, no hubo cambios en losdidos con CCK-8, pese a que la
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concentracion plasmatica de esta hormona fue sirfita otro ladoKumaret al (2004)
sefialan que la infusion intravenosa de devazeptle-329), un antagonista de los
receptores de CCK, aumento la motilidad reticuloen pero no observé cambios en el
consumo.

En resumen, se puede decir que existe suficiefaemacion para creer que los
mecanismos que operan en animales monogastricias sgualmente relevantes para
las especies rumiantes. No obstante, se requiggermmamprension de la naturaleza de
los centros reguladores, de las sefiales a lasegpenden, y de la secuencia de eventos

gue llevan a concretarse en sefiales orexigénioangtexigénicas en estos animales.

En el presente trabajo se ha profundizado en etiestle los péptidos NPY,
AgRP, POMC y CCK-AR, como actores centrales deetpilacion del consumo, y en
GHRL y CCK como representantes de los factoresf@mos. En la figura 1 se
esquematizan estas y mas sefales tanto perif@acae centrales que actdan en la

regulacion del consumo de rumiantes.

CCK -
> Physical

Factors -

Hypothalamic

. CCK -
Appetite
Satiety-meal Inhibition

termination

Hepatic oxidation
Propionate -

Leptin -
Ghrelin +

Adipocyte

Figural. Esquema de regulacicentral y periféria del apetitien rumiante. Tomada de Sari et al. (2010)
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Como se menciond anteriormente, la mayoria de flarmmacion cientifica
relacionada con los efectos de subnutriciones stdiréios en la expresion de ARNm
de genes con efectos orexigénicos y/o anorexigénita sido generada en roedores
(Marks et al, 1992; Cheret al, 1999) y en peces (Silverstein & Plisetskaya,(200
Narnaware & Peter, 2001 a y b; MacDonald & Volkdf09), siendo muy limitada la
generada en rumiantes y particularmente en bovinos.

En ovinos, Sorensegt al (2002) registraron incrementos en la expresidncgé
de NPY y AgRP a nivel hipotalamico en hembras querscontraban en un balance
energético negativo debido a la lactancia. En ammoi sentido, Adanet al. (2002),
hallaron que un BEN inducido por 4 dias de ayuncapones también incremento la
expresion los neuropéptidos orexigenos NPY y AdRos resultados son similares a
los obtenidos por Archest al., (2002) en carneros castrados en una situaciérajde b
condicion corporal. En un tercer estudio donde sapararon ovejas “delgadas” con
“gordas”, el niumero de neuronas positivas para MBivienté en un 225% (Kurose
al., 2005) y Henret al (2000) encontraron que ovinos “delgados” cor20% menos
de grasa corporal que los “gordos”, mostraron mayqmresion de este neuropéptido
orexigénico. Mas recientemente Rellieigal, (2009), reportaron una disminucion de la
expresion hipotalamica de ARNm de genes orexigéni¢dPY/AGRP) en ovinos
sometidos a una dietd libitum en comparacion con los valores obtenidos en ovinos
bajo dieta restringida.

La expresion génica de POMC en el ARC durante asiiccion alimenticia ha
sido reportada en varios estudios como reducidaStioe et al, 1993) pero
mayormente como incambiada (Heratyal, 2000; Adamet al, 2002; Archeret al,
2002; Wagneret al, 2004; Rellinget al., 2009) y los bajos niveles de expresion
hipotalamica de CART hallados por Adam et al., @0@o llegaron a valores
significativos.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre lamac@da GHRL en rumiantes,
estos indican que esta hormona ejerce una accexigenica al igual que sucede en
animales monogastricos. Wertz-Ltizal. (2006) y Harrisoret al (2007) han reportado
estos efectos en ovinos y bovinos respectivameate pun no se han reportado

resultados contundentes sobre cambios en la eg@prdsi su ARNm en el abomaso y
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bajo situaciones de stress nutricional. Con refaaida expresion de CCK en rumiantes
se ha descrito que la alimentacién de vacas promizeexpresion de su ARNm en el
duodeno (Suomineat al, 1998) pero tampoco existen mayores trabajosahoaden

en la busqueda de la expresion diferencial delstrgpto de la hormona ni de sus

receptores en rumiantes en un BEN.
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M. HIPOTESIS

La variacion en la oferta de forraje a lo largo diéb afecta los mecanismos de
regulacion del consumo energético que se evideraianambios en la expresion de
genes claves (a nivel central y periférico) en @itiol del consumo y del balance

energético.

La expresion génica de péptidos orexigénicos y exigénicos a nivel
hipotalamico y gastrointestinal se modifica en bhosgi que transcurrieron por una
situacion de déficit energético, consecuencia de alimentacion restringida por un

periodo prolongado.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es cuantifetafecto de la oferta de forraje
de campo nativo (alta oferta vs baja oferta, AOB@) sobre los cambios en la
expresion geénica de los péptidos orexigénicos yexigenicos a nivel hipotalamico y

gastrointestinal de bovinos.

Este trabajo presenta como objetivos especificos:
— Cuantificar la expresion de ARNm de los neuropéstilPY/AgRP, POMC/CART
y del receptor tipo a de CCK (CCK-AR) en el hipathb de hembras bovinas.
— Cuantificar la expresion de ARNm de los péptidosRGHHCCK en el abomaso de

hembras bovinas.
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V. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron un total de 18 vacas de carne protedede 2 experimentos
previos EPTA #242, yFPTA #262) (Anexo |. tabla de animales utilizadot)os
animales fueron sometidos a dos ofertas de fopaeedialmente d@.5 y 4 kg de
materia seca/kg de peso vifloaja oferta, BO, vs alta oferta, AO respectivar@pdurante
tres afios consecutivos (2007-2009) (Grafica 1pkigtivo fue logar una diferencia en
el balance energético entre los animales de amhgsg Para ello se monitoreo la
condicion corporal (ECC) y su peso vivo, lograndaioves menores para ambos
parametros en los bovinos en BO (Grafica 2 A-B).

Al final del 3er afio y a los 190 + 15 dias pospdfio del otofio) las vacas
fueron sacrificadas en instalaciones frigorificalectandose muestras de hipotalamo y
abomaso, las cuales fueron colocadas inmediatamentenitrogeno liquido y

conservadas en freezer a -80°C para su posteddisian

4000 + ALTA —e—BAJA

3500 +
3000 +
2500 +
2000 —+

1500 —+

Masa de forraje (kg MS/ha)

1000 —+

500 —+

0 1 a a 1 1 a a : : |
2007 P 2008V 20080 20081 2008P 2009V 20090 20091 9F02010V
Afo y estacién

Grafica 1.Variacién de la oferta de forraje medidekilogramo de materia seca por hectarea a lo ldeg

los tres afios de experimentacion.
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Gréfica 2. A) Condiciéncorporal de animales sometidos BO y AO a lo largo de los 3 afios
experimentacién divididos en estaciol B) Peso vivo de animales en BO y AO a lo largo de3lagios
de experimentacion divididen estacione ECC, escala de condicién corposdgun Vizcarrzet al,

(1986); AO, altaoferta de forraj; BO, baja oferta de forraje; * p<0.05 valores significativos
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A partir de las muestras de hipotalamo y abomasexs@jo el ARN total de
cada tejido utilizando TRIZOLRon's FasTri, BIORON (Anexo II: protocolo de
extraccion de ARN). Este método de extraccion sa lea la solubilidad diferencial de
los componentes celulares entre dos fases no meisclHl TRIZOL esta compuesto por
una mezcla de fenol (donde los &cidos nucléicos iesalubles) y tiocianato de
guanidino (agente desnaturalizante de proteinasibidlor de proteasas) a un pH 4,5
gue mantiene la integridad del ARN durante la exitm. La adicion de cloroformo,
seguida de una etapa de centrifugaciones sucqsivaste separar la fase acuosa que
contiene el ARN total de la fase organica (ADN gtpinas). Finalmente el ARNm se
recupera mediante una precipitacion selectiva doruro de litio 2.5M. (Anexo llI:

protocolo de precipitacion con LiCl)

Luego de obtenido el ARN se realiz6 un tratamiestn desoxirribonucleasas
(DNAase | Amplification Grade; InvitrogeH"), segun las instrucciones del fabricante,
con el fin de eliminar posibles contaminacione®AB& ocurridas durante la extraccion
(Anexo IV: protocolo de tratamiento con desoxirnboleasas).

La concentracion del ARN extraido se determindé emdo la absorbancia a
260 nm utilizando urNanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) y se comprobo su
pureza e integridad mediante: a) las relacionesbderbancia 260/280 y 260/230 (>1.8)

y b) electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La retrotranscripcion (RT) consiste en la generacié una cadena de ADN de
doble hebra a partir de ARN de cadena simple. Espaso critico dentro del
experimento pues contaminaciones con sales, feamlobhol u otros inhibidores
acarreados de pasos previos, pueden alterar iargiia de la RT.

La reaccion se realizo utilizando el kit “First &td cDNA Synthesis”RioLabs Ing)
con hexadmeros no especificos yufjy de ARN total como molde, siguiendo las
instrucciones del fabricante. (Anexo V: protocok rétrotranscripcion). Las muestras
de ADNc obtenidas se almacenaron posteriormer88°GC hasta su posterior estudio.
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Se disefiaron cebadores especificos para la armpldit de los genes objetivos
de GHRL y de CCK en abomaso y para la amplificaciérgenes objetivos de NPY,
AgRP, POMC, CART y CCK-AR en el hipotalamo. Pardo,else obtuvo la
secuencia del ARNm de cada gen a partir de bilckstggendmicas contenidas@ane
Bank(programa disponiblen lineen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbapkLuego se
procedié al disefio de primers de forma manual zatillo como herramienta el
programa Primer 3Rtimer3 Input versiorD.4.0).Se tomd como criterio general que el
porcentaje de CG (%CG) fuese en lo posible 50%,|l@temperatura de melteo (TM)
de los pares de primers fuese similar entre sietjlergo de los mismos oscilase entre
20y 24 pb y que el tamafio del amplicon generadsefentre 80 y 120 pb.

Una vez obtenidos los 6 juegos de cebadores sediéoa analizarlos de dos
maneras: 1) a través de la herramienta BLAB#&s{c Local Aligment Search Tool,
disponible enwww.ncbi.nlm.nih.gov/blastpara comprobar la especificidad de los
oligonucleodtidos por las regiones en cuestion pd)medio del programan line IDT
(Integrated DNA Technologigstilizando la herramient@ligoAnalizer
Finalmente, fueron encargados para su fabricacidabaratorio SBS Genetech Co
Beijing, China (Tabla 2).
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Tabla 2. Cebadores utilizados para la cuantificacié genes problema.CCK; colecistoquinina, GHRL;
ghrelina, CCKAR; receptor de colecistoquinina tdoNPY; AgRP; péptido similar al agouti, POMC;
pro-opio-melanocortina.

* Secuencias del Gene Bank

Tamafio del
Gen N° de accesion * Sentido Secuencia (5'-3") producto % GC/Tm
(pb.) (°C)
NPY NM_001014845 Foward| ATCACCAGGCAGAGATACGG 80 55/60.10
Reverse TTTCATTTCCCATCACCACA 40/59.75
AgRP NM_173983 | Foward ACCGTCGCTGAAGAGGATAA 80 50/59.84
Reverse AGGATTCATGCAGCCTTACG 50/60.24
POMC NM_174151 | Foward ACTCGGGGCCCTATAAGATG 96 55/60.30
Reverse TTGATGATGGCGTTTTTGAA 35/ 60.05
CCKAR NM_001101865 Foward TTGTTTCCCTTCCTCCCTCT 102 50/60.04
Reverse CCCCACAAACAGGAAAAAGA 45/59.94
CCK NM_001046603' Foward TACATGGGCTGGATGGATTT 110 45 /60.16
Reverse CCTTTGAGTCAGGAGGTTGC 55/59.84
GHRL NM_174067 | Foward CAGAGGACGAGCTGGAAATC 121 55/59.95
Reverse TCCCAAAGGATGTCCTGAAG 50/ 60.04

La abundancia de ARNm se midié por medio de PCReempo real utilizando
SYBR Green® (KAPA Sybr Fast Mastermix Universaljaymisma se cuantificd en
forma relativa. Para ello se seleccionaron gdrmsse-keepingor su expresion casi
constante en los tejidos. Para este estudio lossgamoteina ribosomal 9 (RPS9) y beta-
actina -actina) fueron los utilizados como controles inte.
Como control negativonp template contry] se agregd a cada ensayo un tubo
conteniendo todos los reactivos excepto la mugsthlema. Las amplificaciones se
llevaron a cabo por duplicado en una reaccion diemnen final de 15ul, conteniendo 3
pl cDNA, 0,9 pl de primer mix a una concentraci@n1l®uM, 7,5 ul de SYBR Green®
y 6,3 ul de HO MiliQ para completar los 15 ul finales. Las reanes de amplificacion
por PCR en tiempo real fueron llevadas a cabo etenmociclador lineGeneK (Bioer,
China) bajo las siguientes condiciones dadas padastlos juegos de cebadores:
programa de desnaturalizacion (95°C por 3 minuteg)grama de amplificacion (40
ciclos de 95°C por 3 segundos; 60°C por 40 segyng@sograma de cuantificacion
(72°C por 20 segundos). Un ultimo ciclo de mel®@°C a 95°C durante 20 segundos
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con un ritmo de calentamiento de 0,5°C por seguifide)realizado para testear la
especificidad de las amplificaciones.

La técnica de PCR en tiempo real, RT-PCR (del sxgbél time polymerase
chain reactior), esta basada en la reaccion en cadena de lagoatem (PCR) pero
presenta la particularidad de amplificar y al mistempo cuantificar moléculas
especificas de ADN o ADN copia (ADNc). Para ell®,agrega a la mezcla de reaccion
un fluoréforo capaz de unirse a la secuencia ddbawicléico problema. Este marcador
emite una sefial fluorescente proporcional a laidattde ADN formado la cual es
detectada y procesada en tiempo real.

Las técnicas de RT-PCR pueden ser clasificadas nseduempleo de
fluorocromos no especificos o bien sondas moleeslldependientes de la secuencia.
En las técnicas basadas en fluorocromos inespegifiarios han sido descritos pero
uno de los mas empleados en la actualidad es eRSFi®en. Esta molécula, posee la
ventaja de requerir s6lo un par de cebadores gaduar la amplificacién (lo que
abarata su costo) y es ampliamente distribuiddgsodiferentes laboratorios.

Sin embargo, debido a que el SYBR Green se une algenma indistinta a
productos de ADN de doble cadena puede llegar direoma sefial luminosa por
aquellos fragmentos generados inespecificamentee(ds de primer) durante la RT-
PCR. Esta limitacion puede dar lugar a resultada®meos y para evitarlos se debe: a)
emplear condiciones de reaccion 6ptimas, b) rgalina seleccion cuidadosa de los
cebadores y c) efectuar un analisis de la curvaneléeo o disociacion del producto
logrado. Este analisis permite que los productos especificos puedan ser
discriminados de los amplicones deseados mediantéemperatura de fusion o Tm
(Ririe, et al., 1997). Durante el ciclo de melteo (ver mas ade)diot acidos nucléicos
de doble cadena se separan por efectos de la t&maeprovocando que el colorante se
disocie lentamente conduciendo a una disminucidla élnorescencia. La derivada de
la medida de esta sefial luminosa en funcién dentgeratura, da como resultado una
curva cuyo pico maximo representa la temperaturéusién del producto. La Tm es
caracteristica de cada secuencia nucleotidica nesepta la temperatura a la cual el
50% del ADN o ADNc se encuentra disociado. Pordotd, varios productos de
amplificacion se veran representados por igual mande picos con diferentes Tm.
Para discriminar entre aquel especifico es nemesatier que este se disocia a una

temperatura mas alta que los artefactos como dgwkergrimers (Figura 2).
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Figura 2.Curvas de disociacion de varios productos de RT-R&Resentados en distintos colores. Se
observan reacciones con amplificacién de un pradaespecifico (rosado, celeste) y otras con resultad
negativo (verde, naranja). En C, se sefiala corfleciaa el pico de disociacidon dado para los dimdms

los cebadores, diferente al esperado para el pirmdecamplificacion en cuestion.
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El resultado de una PCR a tiempo real es visuaized un grafico de
amplificacion. En él se expresa la fluorescendidalgor el termociclador en el eje de
las ordenadas y el niumero de ciclos de la PCR ejeale las abscisas. De esta forma,
la curva de amplificacion consta de una fase ihidande la produccién de
fluorescencia (ADNc producto) esta por debajo detlnde deteccion del equipo, una
en la que se da un incremento de la fluoresceac@al es exponencial en su inicio, y
una tercera faseplatea) donde finaliza la reaccion y se estabiliza laofscencia
(Figura 3). En este grafico es posible establenevalor de fluorescencia umbral que
representa la zona a partir de la cual se produceauwmento significativo de la
fluorescenciaEste valor se representa en el grafico con una rectizontal (linea
Thresholdo Umbral).

El ciclo umbral o @ (por su nombre en inglésreshold cyclideterminado por
el punto de corte entre la linea umbral y la cueaamplificacion, es el ciclo de

amplificacion a partir del cual la fluorescenciamienza a aumentar de manera
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apreciable por encima de la fluorescencia de fdrdaffl, 2001). En otras palabras, el
valor G; esté representado por el ciclo en el cual la prcidn de fluorescencia, dada
por la acumulacion de producto, comienza a sectte. Para determinar el valof C

de cada muestra se utilizé el métodd-ddPoint (Fit Point Method)

Figura 3. Grafica de amplificacién por PCR en tiemgal. La linea base o Baseline hace refererlos a

ciclos iniciales en los que no hay cambios detéesadn la cantidad de fluorescencia emitida
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Una vez obtenido el valor;Qle cada muestra se procede a la cuantificacion del
producto. Existen dos estrategias para la cuaatific de la expresion génica por PCR
en tiempo real: 1) cuantificacion absoluta y 2)ntifigacion relativa. La cuantificacion
absoluta es importante en los casos donde se dessaminar el nimero exacto de
transcriptos presentes en la muestra mientras guaudntificacion relativa es una
técnica oOptima para la cuantificacion en la mayaté estudios fisiologicos y/o
patolégicos (Joshuet al, 2006).

En una cuantificacion absoluta la sefial de flu@esia se relaciona a un
namero inicial de copias de ADN por medio de unavaude calibracién de
concentraciones conocidas de por ejemplo, plasmesmbinantes, ADN gendmico,
oligonucledtidos sintéticos, etc. La fiabilidad ee tipo de protocolo de cuantificacion

depende en que las eficiencias de amplificaciéa [gacurva de calibracion como para
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los genes problema sean idénticas (Pfaffl, 20043u/Arez, la generacion de material
estandar estable y fiable es muy laboriosa y dedrecuantificado con precision.

En el método de cuantificacion absoluta, la rela@atre los valoresCde la
muestra y los valores {Cdel control se calculan asumiendo una eficiencéa d
amplificacion del 100%. No obstante un gran nuntosariables (largo de amplicén,
estructura secundaria, disefio de primers, efeatival la hora de realizar la RT, entre
otras) pueden afectar la eficiencia de la PCR,qmando que el resultado de expresion
génica se encuentre sobre o subestimado por paifteandestigador. Como una
alternativa a esta limitacion surge un método dentificacion relativa que brinda
resultados mas confiables. Es una técnica algo seasilla que la cuantificacion
absoluta pues no requiere estandares de concemgaaionocidas. La metodologia esta
basada en la cuantificacion del nivel de expresiéh gen problema a través de
multiples muestras, en funcién de los niveles xjgresion de ARNm de varios (al
menos 2) genes de referencia o housekeeping (P2&ifl4). Se han publicado dos
modelos (Pfafff 2001; 2004) para la cuantificacidrelativa de ARNm;

1) método sin correccion por eficiencia y 2) método gmreccion de eficiencia. Este
altimo fue el empleado en este trabajo y siguelmeion a continuacion donde R es la

relacion de expresion entre los genes;

ACt (control—gen problemp
R = (E gen problemp™" gen problema (Ec.D)
B ACt (controt gen referencia
[ gen referencl " gen referencia
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Como se establecié en los parrafos anteriores be denocer las distintas
eficiencias de amplificacién para lograr la cuacdi€ion de los genes problema. Para
ellos, se realizaron 5 diluciones seriadas a paetiun pool de ADNc 33,33ng/uL que
luego fueron amplificadas por PCR en tiempo regliisndo el protocolo establecido
para este trabajo. Seguidamente se graficaroraloses de €en funcién del logaritmo
de la concentracién de ADNc, obteniendo una cuevaalibracion para cada gen (ver
resultados). La eficiencia se calculé a partir depéndiente de la recta segun la
siguiente ecuacion:

E= 1G/slro 1 (Ec.2)

Se elaboré una base de datos para cada animal tedioegntegrando la
informacion recabada durante los proyedBJ A #242 yWPTA #2 peso devastado al
momento de la faena, fecha de parto y grupo genétion los datos de expresion
génica obtenidos en este trabajo.

Los datos fueron analizados en un disefio completiEnadeatorizado utilizando
el programa SAS 2009. Se realizaron andlisis uidsigtas de la expresién génica para
identificar “outliers” e inconsistencias y paraifiear la normalidad de los residuales.

La expresion geénica fue analizada mediante el pgiogento mixto del SAS
(PROC MIXED).EI modelo incluyo la oferta de forrgf@F), el peso devastado (PD) y
la fecha de parto (FP) como efectos fijos y epgrgenético como efecto aleatorio tal
como se muestra a continuacion:

Y = § +5OF + poPD +gFP +¢ (Ec. 3)

Donde Y es la concentracion relativa de ARNm deaggeh; 1 es la a media general,
B1 el efecto de la oferta de forraje (AO vs B@3;el efecto del peso devastaf@; el
efecto de la fecha de part@ ¢l error experimental.

Los resultados fueron expresados como “least megnares” con su error
estandar (LMS * SE). El valor de significancia éstablecido en P < 0.05 mientras que
valores entre 0.1 y 0.5 fueron considerados comaetgcia.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Las extracciones de ARN funcionaron correctamentese obtuvo una
concentracion adecuada de ARN bovino en las mges#élaccionadas para cada tejido.
En las tablas 3 y 4 se exponen la concentracioee®\RIN en pgiL luego del
tratamiento con ADNasa y las medidas de purezadjmeies de absorbancia 260/280 y
260/230) respectivas para cada muestra de cada.teji

Las muestras utilizadas para este trabajo sengmban congeladas a -80°C
desde el afio 2009. El congelar los tejidos perpatponer el aislamiento de ARN pero
puede significar un trabajo mas laborioso e inclggede llegar a sacrificar la
integridad de los tejidos. Debido a la gran sehdddl de la PCR en tiempo real, la
calidad del material de partida es uno de los pumi@s importantes a la hora de
emplear la técnica. Por ello, la extraccion dedaislos nucléicos toma un papel critico
y fundamental. En el cerebro la cantidad de ARIdltes aproximadamente de 2 a 0.05
png/mg de tejido (Applied Biosystems Guide, 2008)clual da una idea estimada de
cuanto ARN total puede ser recuperado a partipaeledimiento de extraccion. Si bien
se contaba con tejidos congelados desde hacia ftlms las extracciones fueron
realizadas con éxito y las cantidades extraidasrofuadecuadas y suficientes para
continuar con los trabajos experimentales en artéio®s.
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Tabla 3 y 4. Descripcion de la concentracion y parebtenida para cada muestra en hipotadlamo y

abomaso.
3) Hipotalmo 4) Abomaso
Muestra Concentracion 260/280  260/230 Muestra Concentracion 260/280  260/230
(Hg/uL) (Hg/uL)

2 0,4393 2,09 1,95 2 0,505 2,03 1,51
4 1,0331 2,09 1,86 4 0,827 2,11 2,04
5 0,8595 2,09 2,11 6 0,776 2,12 1,97
6 0,5736 2,09 1,99 8 0,777 2,06 1,42
7 0,4407 2,1 2,07 10 0,298 1,81 0,96
8 0,4657 2,08 1,66 11 0,581 2,36 4,28
9 0,7399 2,05 1,87 14 0,86 2,1 1,62
10 0,59 2,14 1,89 16 0,778 2,12 2,04
11 0,3706 2,11 1,86 18 0,82 2,12 2,08
12 0,3489 2,11 2,05 21 0,952 2,12 2,07
16 0,3182 2,11 1,72 22 0,949 2,14 2,11
18 0,6398 2,1 19 23 0,751 2,11 2,08
19 0,8345 2,1 1,99 24 0,951 2,12 2,06
21 0,4455 2,09 1,93 26 0,241 1,89 14
26 0,3913 2,09 1,96
27 0,4088 2,09 1,82

El método de analisis de la curva de melteo reseitd un adecuado
discernimiento (representados por las Tm Unicasspedficas) de ambos genes
estudiados en abomaso (CCK y GHRL) y para 4 dé lvanscriptos estudiados en el
tejido hipotalamico (AgRP, NPY, POMC, CCK-AR y C@R). El estudio del
transcripto de CART y CCKBR fueron descartados etedayo debido a que no se
obtuvo un dUnico pico representante del productardplificacion (Gréfica 3).

La curva de melteo o de disociacion es una mareratdicar la eficiencia de
los primers seleccionados y asi también la espatafi del producto. El resultado es un
grafico que contiene tantos picos como fragmentagintbs de ADN se han
amplificado en la reaccion. Si la eleccion de cebesl fue correcta, el tamafio del
producto de PCR para el gen problema debe ser ngagocualquier otro, por lo que su
pico se producira a una temperatura superior. Egndfica 3, se presentan las curvas de
melteo para algunos de los genes problema. Lasswara NPY y AgRP son ejemplos
de aquellos genes que presentaron un Unico picangdificacion mientras que la
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Derivada (-dF/dT)

gréafica 3C muestra los resultados obtenidos pagaelCART. En este ultimo se puede

observar que no hubo amplificacion.

Gréfica 3. Curvas de melteo; A) AgRP, B) NPY y GYRIT. La flecha indica el NTC.
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Las graficas 4 y 5 muestran las eficiencias de éicgiion obtenidas para los
genes problema de hipotalamo y abomaso. Si biesentonsiguieron eficiencias del
100% pues los valores fueron en gran proporcioronesya -3.3 los mismos cayeron en
el rango de eficiencias aceptables para ensayoRpePCR (-2,92> E < -3,92 >
E =100 = 20%) (Jame= al, 2006).

La eficiencia de amplificacién es la tasa a lalcel producto de PCR es
generado y comunmente es expresada como un pgeceditda cantidad de amplicon
es duplicada durante la fase exponencial de leci@a@ntonces la eficiencia es del
100%. La pendiente de la curva de amplificaciémdpcto de graficar el valor{Gen
funcién del logaritmo de la concentracion de ADMx utilizada para estimar la
eficiencia de la RT-PCR. Una pendiente de —3.3&&dna eficiencia de reaccion del
100%, valores mas negativos (ej. —3.6) represerganciones menos eficientes y
pendientes mas positivas que -3.3 (g]. -2.8) puétldinar baja calidad de la muestra.
Variaciones en el patréon de extraccion del ARNa gdlidad de los cebadores pueden
haber ocasionado que la eficiencia de amplificacidériuese del 100%. (Joshetal,
2006).

Gréfica 4. Determinacion de las eficiencias de #mation por PCR en tiempo real en hipotalamoaie |
genes de referencif-actina y RPS9) y de los genes problema (AgRP, NEYWIC, GHRL y CCK-AR).
Se representan los valores de €h funcion del log [ADNc] de cada gen. Pendieptese -3.1 y -3.6

representan eficiencias entre 90 y 100%.

C _
T35 #Log [ADNC] vs CT (AgRP) pendiente = -2.989; E =@.1

20 OLog [ADNc] vs CT (NPY) pendiente = -3.621; E = 1.88
\\ ALog [ADNCc] vs CT (POMC) pendiente = -3.206; E =2.0

25 - XLog [ADNCc] vs CT (B-actina) pendiente =-3.587; E = 1.90

®Log [ADNc] vs CT (RPS9) pendiente =-3.617; E = 1.89

20 A
X Log [ADNCc] vs CT (CCK-AR) pendiente =-3.183; E =1.90

15 A

Log [ADNC]

10 T
0,5 1 15 2 2,5
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Gréfica 5. Determinacion de las eficiencias de #ioatién por PCR en tiempo real en abomaso de los
genes de referencig-actina y RPS9) y de los genes problema (GHRL y £@@¢€ representan los
valores de €en funcion del log [ADNc] de cada gen. Pendiestaise -3.1 y -3.6 representan eficiencias
entre 90 y 100%.

C; 35 -
¢ Log [ADNCc] vs CT (CCK) pendiente =-3.083; E=2.11
30 + BLog [ADNc] vs CT (GHRL) pendiente =-3.637; E=8.8
ALog [ADNc] vs CT @-actina) pendiente = -3.620; E = 1.89
25 -
X Log [ADNc] vs CT (RPS9) pendiente = -3.620; E =2.1
20 A
15
Log [ADNc
10 Log| 1
0,5 1 15 2 2,5

A pesar de haber logrado una correcta extraccidnAB®, algunas de las
muestras no presentaron eficientes graficos deifaraplén luego de haber atravesado
la RT-PCR. Sus respectivos valores de stirgieron a partir de los 30 ciclos de
amplificacion por lo cual fueron eliminadas deluesd pues como se describio
anteriormente, los valores de 6on derivadoslirectamente de la cantidad de ADNc
presente en la muestra y no del ARN. Haber coreideestos valores atipicos de C
podria haber reflejado cantidades aparentes de ARM no se encontraban
originalmente en las muestras.

Los factores que pudieron haber causado esta mifereadican en una mala
integridad del ARNm causada por una deficienteotetnscripcion asociada a la
presencia de contaminadores o inhibidores y/o deidn de un inadecuado pipeteo ya
gue descartamos la extraccibn como una causa ptzefie exitosa.

Como consecuencia de lo anterior, el nUmero de tnasesitilizadas se vio

disminuido a 13 en el caso de hipotalamo y a 1&bemaso (Gréfica 6).
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Gréfica 6. Grafica de amplificacion del transcripl® NPY. El circulo rojo indica muestras que fueron

descartadas del ensayo. Entre estas se encuargreantroles negativos.

106

Fluorescencia (U/A)

Ciclos (n°)

La tabla 5 muestra la expresion de los genes pradede hipotdlamo vy

abomaso. En la misma se puede observar que lasexprde ARNm de los genes

hipotalamicos NPY y POMC no difiri6 entre las ddetes ofertas de forraje. Sin
embargo, la expresion del péptido orexigénico Ag&ilié (p = 0.077) a ser menor en
vacas en AO en comparacion con vacas en BO (0.842.33 + 0.463). La expresion

del transcripto correspondiente a la hormona CC& su receptor tipo A (CCK-AR)

fueron numéricamente mayor (p = 0.109 y p = 0.l&spectivamente) en animales

sometidos a AO de forraje. En abomaso, la expred& transcripto de GHRL no

presento diferencias significativas entre los gsup

Tabla 5. Efectos de la oferta de forraje sobre ¥prasién de ARNm en hipotdlamo y abomaso*

Genes
AO

GHRL 1,205
CCK 1,176
NPY 1,951
AgRP 0,842
POMC 1,157
CCK-AR 1,912

BO

0,812
0,147
1,361
2,330
1,101
1,313

SE

0,197
0,332
0,792
0,463
0,306
0,257

p-valor
0,255
0,109
0,613
0,076
0,906
0,157

* GHRL, ghrelina; CCK, colecistokinina; NPY, neusggido Y; AgRP; péptido similar al agouti;

POMC; pro-opiomelanocortina; CCK-AR, receptor déecistoquinina tipo A; AO, alta oferta de forraje;

BO, baja oferta de forraje.
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Cabe destacar que este trabajo se discute bajopeesto de que existe una
relacion lineal entre la abundancia de ARN de uterd@nado gen y su posterior
traduccion a proteina. Sin embargo, existen exoapsidonde las proteinas no llegan a
ser el producto final de la expresion de un geo,egte ultimo sufre modificaciones
postraduccionales.

La mayoria de los estudios sobre expresidn géniea nduropéptidos
hipotalamicos tanto orexigénicos como anorexigénttan sido realizados en roedores
y bajo restricciones alimenticias agudas y de cdutacion (Biet al, 2003; Liet al,
1998).

En rumiantes, los reportes que han medido la eipregénica de estos
neuropéptidos son escasos. Los mismos, documentan eMpresion diferencial
dependiendo de la naturaleza y duracion de laigeigin alimenticia (McShanet al.,
1993; Adamet al, 1997; Henryet al., 2000; Henryet al., 2001; Adamet al., 2002;
Archeret al, 2002; Wagneet al, 2004; Archeet al, 2004; Rellinget al, 2009). En la
mayoria de estos trabajos, referidos a la espena,0se han estudiado restricciones
alimenticias controladas (definidas como niveleteriores o iguales a la energia
requerida para mantenimiento) y de corta y medduracion (maximo 3 meses). En
ellos se reporta un aumento en la expresiéon del AR genes con efectos
orexigénicos. Asimismo, alguno de estos autoresS{Maeet al., 1993; Adamet al.,
1997 y Henryet al., 2001) utilizando un modelo de restriccion cronieanién
reportaron incrementos en la expresion génicaslpdptidos orexigénicos en ovinos.

Las condiciones de restriccién nutricionales impagdurante el experimento de
largo plazo por las ofertas de forraje (AO y BO)las vacas de cria en pastoreo, se
puede considerar como una restriccion cronica iabker a lo largo del afio. Situaciones
equivalentes a esta no se han encontrado epratlita.

Wagner et al (2004) reporta una aumento en la activacion deromas
hipotalamicas sintetizadoras de AgRP en ovinosastopeo pero bajo una restriccion
alimenticia caracterizada por tres dias de ayunbie® los resultados en cuanto a la
expresion génica de AgRP se asemejan a los recalesdeste estudio, la restriccion
alimenticia llevada a cabo por Wagredral. (2004) se aparta de las condiciones a las
cuales fueron sometidos los animales de nuestimajra No obstante, nuestros
resultados se asimilan a los reportados por Arehal., (2002) donde estudiando varios

genes (NPY, AgRP, POMC y CART) el Unico que mamdfasn incremento en su
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expresion fue el AgRP. Este incremento se dio emaas que presentaron menores
niveles de insulina y leptina en sangre (proveemte tratamientos de restriccion y
luego alimentaciémd libitum). En nuestro estudio si bien no se cuenta en elento
con la informacion de niveles hormonales es prabgbe los animales de BO de forraje
hayan presentado también menores niveles de lgptieagrasa subcutanea.

En algunas situaciones de restriccion se ha gistono se modifica la expresion
del NPY y marcadamente se modifica la de AgRP,utéstiose la existencia de un
efecto compensatorio entre estos dos neuropép®ildsen las funciones orexigénicas
del neuropéptido Y son conocidas, la ausencia éptigp o de sus receptores en
modelos de ratones “knock-out” no resulta en ure desla alimentacion (Ericksaet
al., 1996; Pedrazzinet al, 1998). Esto ultimo podria indicar que existemios
sistemas estimulando la ingesta y que la auserciand de ellos no es suficiente para
bloquear este critico comportamiento.

El AgRP es un antagonista de la accién de los ptodude POMC (MSH y-
MSH) a nivel de sus receptores por lo que medactadn orexigenica suprimiendo el
camino de retroalimentacion de las melanocortifasné, 1999). Si bien se han
encontrado que los niveles de ARNm de POMC se eedlujdurante la lactacion y
durante la administracion de glucocorticoides dasrgBeauliewet al, 1988; Smith,
1993), el grado de alteracién de su expresion gédoie pequefio. McShaeeal. (1993)
sometiendo a carneros a una restriccion alimerdev&ra y de larga duracion (casi dos
meses bajo una dieta basada en un 30% de susineignérs energeéticos) observaron
una disminucion del 52% en la expresion de estesdrgpto. En nuestro estudio, la
expresion del ARNm de POMC no fue afectada porftata de forraje lo cual es
consistente con lo reportado previamente (Heirgl, 2001; Sorenseet al., 2002;
Adamet al., 2002; Archeret al, 2002; 2004; Rellingt al., 2009; Anukulkitch et al.,
2010) y opuesto a lo observado por McShateal., (1993). Esto ultimo podria
explicarse si tomamos en cuenta que la restricsédera a la que fueron sometidos los
carneros en el estudio de McShanhal (1993), no es semejante a la restriccion largo a
los animales durante nuestro experimento.

Es probable que los cambios en las concentracial®sARNmM de los
neuropéptidos a nivel central interactien con sasafales periféricas, como por
ejemplo, los niveles de leptina, insulina, GHRL €K también procesados en el

hipotalamo. No se han encontrado trabajos en ruasajue cuantifiquen cambios en la
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expresion génica de GHRL frente a restriccionesaiticias. Ademas, los estudios que
han explorado en los efectos de la administrac&tadormona en la estimulacién del
consumo en rumiantes han llegado a resultados sosfutAlgunos autores no han
observado impacto alguno en el consumo (Igitalal, 2006) mientras que otros
reportan un aumento moderado de la ingesta tantwiens como bovinos (Melendez
et d., 2006; Wertz-Lutzt al, 2006) y a su vez otros, mostraron una fuerienakicion
del consumo de ovinos en respuesta a la admiritatrde la hormona (Grousek al.,
2008).

En ratas, Kimet al. (2003), hallaron que la expresion del ARNm de GHRL
estomacal, asi como la expresién hipotaldmica dereseptor (GHRS) se vio
incrementada bajo un BEN provocado por un ayund&lboras. Al inicio de nuestro
trabajo se hipotetizd que la expresion de GHRLesé&vincrementada en los animales
alimentados con una BO de forraje. Esto no se wbsefodos los animales
(indistintamente del tratamiento de AO o BO) fuermasladados al frigorifico y
sometidos a una espera previa al sacrificio. Cemola el incremento pre-prandial
caracteristico de la hormona, es probable que tlmdobovinos hayan experimentado
aumentos en la concentracion de la misma y quehesta sido la consecuencia de
similares cantidades de su respectivo ARNmM engrahimales.

La accion periférica de la hormona GHRL en cuantespuestas en el consumo
en el corto vs el largo plazo es controvertidadEkscrito que esta hormona aumenta
notablemente en periodos de ayuno previos a lsstag®siblemente por su accion
central sobre el sistema orexigénico NPY/AgRP,ctagh monogastricos como en
rumiantes (Hayashidat al, 2001; Suginoet al, 2002 a,b; Reynoldst al, 2010;
Takahashiet al, 2010). Sin embargo, tratamientos de adminigsiracle GHRL en
humanos incrementaron los niveles de adiposidadiesngdo una accion potencial mas a
largo plazo (Havel, 2001).

La hormona CCK es considerada una sefal perifdacsaciedad a corto plazo.
La regulacion intestinal de su expresion génicasida demostrada en el cerebro e
intestino de ratas bajo deprivacion alimenticiag@dpet al, 1987; Greensteipt al.,
1990) pero los resultados sugieren que los efdufmsfagicos de la hormona varian
segun las caracteristicas de la restriccion, ded gale la edad de los roedores (Fatk
al., 1998). En este estudio, se encontré que las ecalgidrelativas del ARNm de CCK

y de su receptor tipo A, fueron numéricamente meg/@n animales sometidos a una
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AO a pesar de no llegar a valores de significar®aha reportado previamente, que la
concentracion plasmatica de CCK en vacas lecherdkictia drasticamente luego de
una ingesta fibrosa o concentra(fauruseet al. 1991; Toullecet al. 1992).Asimismo,
una administracion periférica cronica de la hormaonamodifica el peso corporal en
vacunos ya que para compensar la respuesta ar@medginducida, se produce un
incremento en la frecuencia de las comidas (Westl., 1984).En ratas el pasaje del
alimento al duodeno causa la liberacion de CCKukd eparentemente a través de sus
receptores en el estbmago induce una sefal vigdoneago hacia el nucleo del tracto
solitario en el hipotdlamo. Opuestamente, CCK eimtektino de ovinos no pareceria
funcionar de igual manera a pesar de ser un impertaediador de la saciedad a nivel
del CNS (Grovum, 1982; Baile & Della-Fera, 1984 diferencia de los monogastricos,
la particularidad digestiva de los rumiantes entggas (flujo de digesta hacia el
intestino practicamente continuo) puede ser la a#esde que se manifiesten solo
pequefios cambios en la concentracion plasmétia@eEK (Choi & Palmquist, 1996).
En este sentido, puede que ocurran cambios peqeaflasexpresion del transcripto de
CCK o incluso que la expresion del mismo permaneéaaberada. El Unico estudio
encontrado en rumiantes (Suomiregral., 1998) de cambios en la expresion del gen de
CCK frente a un escenario de stress alimenticiosidera una situacion restrictiva
severa de ayuno de 48 hs a diferencia de la r@smiémpuesta en nuestro tratamiento
(BO). En el trabajo del Suomineat al., (1998), los niveles plasmaticos de la hormona
acompanfaron los niveles de expresion génica. Nassotio contamos con datos de la
concentracion plasmatica de CCK para integrarlammpararlos con los valores de
cantidad de ARNm.

Han sido identificados dos tipos de receptores @&:OQCCK-AR localizado
mayormente en la periferia pero también presentéreas del CNS y CCK-BR,
ampliamente distribuido en el cerebro. Aunque a&uentes indican que existe una
homologia de casi un 50% entre las secuencias aoidicas de los dos receptores
existe la posibilidad de que CCK-BR sea el receptedominante en el CNS en vacas.
No obstante, ha sido comprobado en ratas quetienas bioldgicas son mayormente
mediadas por el receptor tipo A (Fiekal.,1998). En este trabajo se planificé medir la
expresion de ambos receptores en hipotalamo perdu@aoposible amplificar la
secuencia correspondiente al receptor tipo B debigoe los cebadores no funcionaron

correctamente. Sin embargo, la expresion de CCKaARjual que la de su ligando,
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tendié a ser mayor en animales sometidos una Afordge. Es probable entonces que
la CCK via activacion de sus receptores, puedaaictiear y contribuir al control

general del consumo en rumiantes.
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VI. CONCLUSIONES

En el hipotalamo, la abundancia del ARNm del ne@ptigdo orexigénico AQRP
tendio a ser afectada por la asignacion diferem®@aforraje. Sin embargo, la cantidad
de transcripto de los restantes genes estimuladiglesonsumo estudiados (NPY y
GHRL) no fue afectada.

La expresion de CCK en abomaso y de su receptor-8RKen el tejido
hipotalamico fueron numéricamente mayores en lasaas sometidos a BO pero los
valores no alcanzaron la significacion.

Estos resultados preliminares (presentados en falmaabstract y poster
internacionalmente; ANEXO VI y VII) sugieren quevnos en pastoreo serian
capaces de adaptarse a diferentes situaciones deddiicando la expresion de los
genes orexigénicos hipotalamicos. Sin embargomesanismos moleculares a través
de los cuales las caracteristicas de la restriceiodifican la expresién de los genes
reguladores, no estan suficientemente comprendifiesrequiere la exploracion de
otros genes involucrados en la regulacion del cooswgue permitan explicar y
comprender este fenOmeno adaptativo particulaastopeo.

El ARNm, un dato de expresion génica, no cuenta fadhistoria de lo que
podria estar sucediendo en una célula. Lo ideah samar en la metodologia de
trabajo, ensayos de cuantificacion proteica padepestablecer cantidad de proteina

confiable y precisa para luego presentar los redo#t de mejor manera.
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ANEXO I. Listado de Animales Utilizados en Este Esitdio

* BP; baja oferta grupo genético puro; BCR, bajartaf grupo genético cruza, AP; alta oferta grupo
genético puro, ACR; alta oferta grupo genético aruz Animal Unicamente utilizado para tejido

hipotalamico; * animal Unicamente utilizado paramhso.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

19.
20.

21.

Agregar 1 mL de TRIZOL a un tubo eppendorf de 1]5aganteniendo aproximadamente
50 mg de tejido problema;

Romper el tejido con homogeneizador limpiando leleinstrumento entre cada muestra;
Vortear la muestra 15 segundos con el TRIZOL adibteque levante temperatura;

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos;

Agregar 200uL de cloroformo bajo campana;

Vortear a maxima velocidad por 15 segundos;

Incubar a temperatura ambiente por 2 a 3 minutos;

Centrifugar por 15 minutos a 4G (13.000 rpm). Ludgoeste paso la mezcla se separa en
una fase inferior roja, una interface blanca y d&se acuosa superior incolora (esta
contiene el ARN);

Transferir la fase superior acuosa a un tubo eppégdagregar unos 600 pL de la mezcla
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).ilitar fenol de bajo pH para purificacion
de ARN;

Vortear a maxima velocidad la mezcla por 10 segsindo

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos;

Centrifugar por 15 minutos;

Transferir la parte acuosa a otro tubo eppendagrggar 500 pL de alcohol isopropilico;
Mezclar invirtiendo el tubo gentilmente de 4 a 6es

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos;

Centrifugar por 15 minutos a 4°C. Luego de la deigiacion, el precipitado que contiene el
ARN se encuentra en el fondo del tubo;

Decante el sobrenadante cuidando no se caigalet; pel

Lavar el ARN (pellet) con 1ml de etanol 75%. (aapiy evacuar el liquido con la
micropipeta intentando romper el pellet). Vort8aabajar de ahora en mas a 4,
Centrifugar por 2 a 5 minutos a 4°C;

Extraer el sobrenadante e invertir el tubo sobra toalla de papel (durante algunos
minutos) para retirar el exceso de etanol. Dejeaurse

Resuspender el pellet de ARN total en %0 de agua tratada con DEPC

(Dietilpirocarbonatoy tomar una alicuota para determinar la absorban@60 y 280 nm.
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. Agregar 25 pL de Cloruro de Litio e incubar todadehe a -20°C;
. Centrifugar por 20 minutos a 4°C. El pellet de ARBbe ser transparente o

levemente blanco;

3. Decantar el sobrenadante con pipeta;

4. Lavar el ARN con 1 mL de etanol 75%. Aspirar y ewacel liquido con la

micropipeta intentando romper el pellet. Vortear 3® segundos;

. Centrifugar por 5 minutos a 4°C;

6. Decantar el sobrenadante cuidando que no se chjgellet. Dejar secar el pellet

unos 10 minutos;

. Disolver con agua DEPC teniendo en cuenta laeauo el espectrofotometro del
ultimo paso de la extraccion paso (21) y una efmiee de 80%. [Volumen de agua
DEPC = (Abs 260 * 5quL) * 0.8 / 500];

. Leer la concentracion final en espectrofotometimacenar a -20 °C.
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(Tomado denttp://products.invitrogen.com

1) Agregar tubos de microcentrifuga de 0,5 pL lilmlefkRNasa:
1 g ARN *;
1pL 10X DNasal Reaction Buffer;
1pL DNasa I, Amp Grade, 1 U/ uL;
H.O DEPC hasta completar volumen final de 10 pL.

*Se utilizaron 10 pg de ARN para este trabajo. aatidad de volumen a tomar de
ARN se calcul6 a partir de los valores de conceriraobtenidos por medicion de

absorbancia a 260nm luego de la extraccion de ARN.
2) Incubar los tubos por 15 minutos a temperatura antdi Inactivar la DNasa |

mediante la adicion de 1 pL de EDTA 25 mM. Calemar 10 minutos a 65°C.

Almacenar a -20°C.
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(Tomado dénttp://www.neb.com

1. En eppendorf de 0,2 uL colocar:
- lpgde ARN *;
- 2puLded(T)23 VN (50uM);
- H0 libre de nucleasas, hasta completar volumen fiea L.
*La cantidad de volumen a tomar de ARN se calcupadir de los valores de
concentracion obtenidos por medicion de absorbaacia6Onm luego del
tratamiento con DNasa I.
2. Desnaturalizar el ARN por 5 minutos a 70°C. Daspim y colocar rapidamente
en hielo.
3. Agregar al tubo los siguientes componentes:
- AMV Reaction Mix 10pL (AMV RT Buffer; dNTP 10uM; ¥ libre de
nucleasas)
- AMV Enzyme Mix 2 uL
4. Incubar los 20 pL de reaccion a 42 °C por una hoetivar la enzima por 5
minutos a 82 °C.
5. Diluir la reaccion a 150 pL con 130 pL de,®H MiliQ para posterior

amplificacion por PCR. Almacenar a -20 °C.
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V. Bassaizteguy' Casal A.," Astessiano A.L.}! Kaitazoff A., *Veyga M., *Carriquiry M.,
Trujillo ALl ™

" Departamento de Produccién Animal y Pasturas, Eatde Agronomia, UDELAR.
Montevideo, Uruguay.

Hypothalamic and abomasal mRNA expression of regutary feed intake genes in

cows grazing different herbage allowances of nativeastures.

In extensive rangeland cow-calf systems, annuaabiity of herbage allowance affect
cow energy balance through changes in feed infllkere is scarce information about
gene expression of key factors involved in the reérdnd peripheral regulation of
energy intake. Thus, the aim of this study wasualuate the effect of two different
herbage allowances of native pastures on hypothal@d®Y, AgRP, POMC, CCK A
receptor) and abomasal (ghrelin, CCK) mRNA expmssPure and crossbred adult
beef cows (n = 14) were used in a complete randmnizlock design and were
maintained in the same herbage allowances throdughtibe year (2.5 vs. 4
kgDM/kgBW; LO vs. HI) since May 2007. Cows used tims study gestated and
lactated one calf every year from 2007 to 2009th&tend of the third year, cows were
slaughter at 190+15 days postpartum. Samples obthgfamus and abomasum were
collected to measure gene expression by SYBR-GQesdriime PCR usinRSP9andg-
actin as endogenous control genes. Data were analynagl aisnixed model and means
were considered to differ when P < 0.05. ExpressiodPY and POMC mRNA did not
differ due to herbage allowances or cow genotypmvéver, hypothalamic expression
of AgRp mRNAtended (P = 0.077) to be less in HI than LO cow84@s. 3.2 = 0.78)
and CCK A receptor mRNA was numerically (P = 0.1dmater in HI than LO cows
(1.91 vs. 1.31 + 0.26). Herbage allowance did rifeich abomasal expression of CCK
MRNA while ghrelin was greater (P < 0.05) in HInhaO cows (2.37 vs. 0.27 = 0.52).
Results suggest that rangeland beef cows are isensitdifferent nutritional planes and
may respond by changing the expression of theulaggry feed intake genes.

Key words: nutrition, feed intake regulation, mMRNA
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ANEXO VII. Imagen de poster presentado en la Reuni® Anual Conjunta
ADSA®-AMPA-ASAS-CSAS-WSASAS del 15 al 19 de Julio @ 2012, Phoenix,

Arizona.
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