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RESUMEN

Se han ensayado distintas alternativas terapéuticas para el tratamiento de la
toxemia de la gestacion ovina, con resultados variables. El objetivo de este
trabajo fue evaluar un estimulante de los receptores activados por
proliferadores peroxisomales (PPARa) como alternativa terapéutica para
revertir el higado graso y corregir la alteracion del metabolismo energético en
la presentacion clinica de esta patologia. Treinta y seis ovejas Corriedale,
gestando un solo feto, fueron divididas al azar en 3 grupos al dia 130 de
gestacion. Se realiz6 un ayuno durante un maximo de 6 dias para provocar
toxemia clinica. Al retirarlas del ayuno se trataron con: Grupo A: 10 mg/kg de
acido 2-metil-2-fenoxi-propionico i/m c/24h durante 6 dias; Grupo B: 10 mg/kg
de &cido 2-metil-2-fenoxi-propionico i/m c¢/24 horas + 100 ml de glicerol-
propilenglicol VO c¢/12 horas durante 6 dias y Grupo Control:100 ml de glicerol-
propilenglicol VO ¢/12 horas durante 6 dias. En el momento del encierro,
durante el ayuno y tratamiento se sangraron diariamente para valorar glicemia
y BOHB. Se evalto la ASAT y se realizaron biopsias hepaticas al 130 dias de
la gestacion, al inicio y finalizacion de los tratamientos, y 5 dias tras el parto. Al
primer dia de comenzado los tratamientos se produjo una recuperacion
significativa de la glicemia en los tres grupos experimentales, asi como una
disminucién del BHOB con diferencia de tiempo en los tres grupos. La actividad
sérica de la ASAT no mostré diferencia significativa entre los tres grupos
experimentales durante todo el ensayo. Las biopsias hepéticas luego del parto
muestran que la recuperacion de la esteatosis hepéatica fue mas evidente en las
ovejas de los grupos A y B. El acido-2-metil-2-fenoxi-propionico se muestra
como una alternativa eficaz para la recuperacion del metabolismo energético
en la toxemia de la gestacion clinica, mostrandose asimismo como una
alternativa eficaz para el tratamiento del higado graso desarrollado en esta
enfermedad.



SUMMARY

Therapeutic alternatives for ovine pregnancy toxemia treatment have been
conducted with varying results. The aim of this study was to evaluate a
stimulant of the peroxisome proliferator-activated receptors (PPARa) as a
therapeutic alternative to reverse fatty liver and correct the energy metabolism
alteration in the clinical presentation of this disease. Thirty-six Corriedale
pregnant sheep with a single fetus were randomly divided into 3 groups at day
130 of gestation. Fasting was performed for up to six days to cause clinical
toxemia. On removal of fasting they were treated with: Group A: 10 mg / kg of 2-
methyl-2-phenoxy-propionic acid intramuscularly each 24h for 6 days; Group B:
10 mg / kg of 2-methyl-2- phenoxy-propionic acid intramuscularly each 24 hours
+ 100 ml of glycol glycerol administered orally every 12 hours for 6 days and the
Control Group: 100 ml of glycol glycerol administered orally every 12 hours for 6
days. At the time of confinement, during fasting and treatment we bled them
daily for assessing glycemia and BOHB. ASAT was evaluated and liver biopsies
were performed at day 130 of gestation at treatment starting and ending and 5
days after birth. A significant glycemia recovery occurred on day first after
treatment began in the three experimental groups, as well as a BHOB decrease
with time difference in the three groups. ASAT Serum activity did not show any
significant difference between the three experimental groups during the test.
Liver biopsies after lambing show that hepatic steatosis recovery was more
apparent in sheep of groups A and B.Acid-2-methyl-2-phenoxy-propionic is an
efficient alternative for energy metabolism recovery in clinical pregnhancy
toxemia, showing also an effective alternative in fatty liver treatment developed.



INTRODUCCION

En nuestro pais la ganaderia se ha desarrollado desde muy largo tiempo
gracias a su rica dotacion ecoldgica, transformandose en el eje central de la
economia nacional, siendo dentro de ésta, la produccién ovina una de las
actividades de mayor importancia. Actualmente este rubro es responsable
directo del aporte de un 20 % del producto bruto agropecuario y representa el
8,3 % de las exportaciones del Uruguay. Este sector de la produccion nacional
esta sustentado por un total de 28.000 establecimientos agropecuarios, que
brindan trabajo a aproximadamente 50.000 personas, teniendo en cuenta
industrias vinculadas al mismo. En este contexto, la produccion ovina se
encuentra experimentando importantes cambios que representan nuevos
desafios para este sector en nuestro pais. Actualmente existen ademas,
nuevas propuestas y alternativas de produccion (corderos pesados y lanas
finas) que amplian las posibilidades de inversion dentro del sector.

Sin embargo persisten graves problemas que parecen haberse
agudizado en los ultimos afios, como la baja eficiencia reproductiva y los
elevados indices de mortandad ovina, los cuales constituyen unas de las
principales restricciones productivas. Los bajos indices de sefialada logrados
fueron en parte responsables de la drastica reduccién del stock ovino nacional.
Este ha experimentado una importante reduccion, desde el récord de 26
millones de cabezas en el afio 1991, hasta el afio 2004 en donde se produjo un
estancamiento en los 9.000.000 aproximadamente, seguido de un paulatino
pero lento incremento hasta la actualidad.

Por todo lo expuesto anteriormente, el desafio de encontrar caminos de

crecimiento de la produccién ovina esta planteado. Son muchos los temas a
tener en cuenta, pero sin dudas uno de los aspectos a considerar es la
obtencion de un alto nimero de corderos destetados por oveja cubierta, 1o que
constituye uno de los objetivos béasicos de toda explotacibn ovina. La
investigacion dirigida a evitar la mortalidad de las madres, disponiendo de
valores de referencia como indicadores del metabolismo energético y de la
funcionalidad hepatica de ovinos gestantes, resulta necesaria para tomar
medidas tendientes a la prevencién y/o tratamiento precoz de trastornos
metabdlicos como es la Toxemia de la gestacion ovina.
Para el presente trabajo nos hemos planteado como hipétesis, que las ovejas
con toxemia de la gestacion clinica que son tratadas con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico van a tener una mejor recuperacion del metabolismo energético asi
como una disminucién del higado graso, comparado con los tratamientos
tradicionales que se usan en uruguay (glicerol-propilenglicol).



REVISION BIBLIOGRAFICA
TOXEMIA DE LA GESTACION

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

MODIFICACIONES METABOLICAS EN EL BALANCE ENERGETICO
NEGATIVO

La ultima etapa de la gestacion ovina se acompafia de un balance
energético negativo, el cual es inducido por el desvio de glucosa y lactato hacia
el feto (Harmeyer y Schlumbohm, 2006; Chilliard y col, 2000). En balance
energético negativo el nutriente mas limitante es la glucosa, ya que en los
rumiantes ésta debe ser sintetizada mediante Neoglucogénesis (NG) hepatica
a partir de precursores acido propionico, los aminoacidos glucoformadores,el
lactato y el glicerol, cuyo aporte es variable de acuerdo a los requerimientos
(Contreras, 1998). Como resultado neto de esta nueva situacién metabdlica los
rumiantes normalmente tienen una elevacion de cuerpos cetdnicos y una
moderada disminucion de la glucosa en sangre (Gonzalez Montafia y col.,
2008; Herdt y Emery, 1992). En consecuencia el tejido adiposo y el higado
resultan criticos para la adaptacion metabdlica, teniendo el madsculo menor
importancia (Contreras, 1998). El higado es el regulador de la concentracion de
la glucosa sanguinea y del aporte de glucosa a los tejidos, ya que
practicamente es el Unico 6rgano donde se realiza la NG. Este 6rgano
funciona, entonces, como un adaptador entre el balance energético negativo y
el mantenimiento de los aportes metabdlicos de energia a los tejidos

En respuesta al balance energético negativo el animal debe adaptar su
metabolismo energético liberando energia de los lugares de depdsito y realizar
cambios en el uso de sustratos. Se moviliza tejido adiposo en forma de &cidos
grasos no esterificados (NEFA), siendo la baja concentracion sérica de glucosa
e insulina el principal estimulo para la movilizacién de lipidos (Chilliard y col,
2000; Herdt y Emery, 1992; Chilliard, 1987; Brockman y Laarveld, 1985).
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EL HIGADO GRASO

Los acidos grasos viajan hacia el higado unidos a la albumina. Una vez
en el higado estos acidos grasos tienen dos vias metabdlicas, la oxidacion o la
esterificacion. Los triglicéridos sintetizados en el higado deben ser
incorporados en macromoléculas llamadas lipoproteinas para ser secretados,
en caso contrario son almacenados en el hepatocito bajo forma de gotas de
grasa. La acumulacién de estas gotas de grasa conduce al higado graso,
alterando su estructura y funcion (Burt, 2001; Contreras, 1998; Herdt y Emery,
1992; Herdt, 1988; Reid, 1980).

En el higado la cetogénesis se realiza a partir de la aceti-CoA. La
cantidad de cuerpos cetonicos que se forman en éste 6rgano depende de la
magnitud de la lipomovilizacién El acil-CoA como tal, no puede entrar en la
mitocondria necesitando de un sistema transportador, la carnitina. Por accion
de la carnitina acil transferasa, el acil-CoA atraviesa la membrana mitocondrial.
La entrada de acidos grasos a la mitocondria se ve frenada por la enzima
malonil-CoA, ésta parece inhibir la accién de la carnitina aciltransferasa. La
acetil-CoA en el interior de la mitocondria tiene dos caminos, unirse con el
oxalacetato (OAA) por accion de la citrato sintetasa (primera enzima del ciclo
deKrebs), lo que determinard su oxidacién total hasta CO2 y H20, con
produccion de energia. Cuando la cantidad de grasa movilizada excede la
capacidad de oxidacién del higado las moléculas de acetil-CoA no ingresan al
ciclo de Krebs, por insuficiencia de oxalacetato, asi el acetil-CoA excedente da
origen a los cuerpos cetonicos (Cirio yTebot, 2000) Fromenty y Pessayre
(1997) aseguran que cuando la B-oxidacidbn es severamente alterada, los
acidos grasos son pobremente oxidados en las mitocondrias de los
hepatocitos, siendo entonces abundantemente esterificados a triacilglicéridos
(TAG), los cuales son acumulados en pequefias vesiculas. Cuando la
incorporacion hepatica de acidos grasos es muy abundante como sucede
durante una importante lipomovilizacion, las posibilidades de transporte de los
TAG sintetizados se deprime a consecuencia de una disminucién de la sintesis
hepética de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Revisado por Cirio y
Tebot (2000) afirman que esta disminucién en la sintesis de VLDL podria
deberse fundamentalmente a dos factores: 1) la tasa de ensamblado de las
VLDL y de exportacion de los TAG en esas VLDL es naturalmente baja en el
higado de los rumiantes, por lo tanto cualquier aumento importante en la
sintesis de TAG puede superar la capacidad del hepatocito para exportarlos en
las VLDL y 2) la baja disponibilidad de aminoacidos para la sintesis de la
apoproteina, la cual es imprescindible para el montaje de las VLDL.

Induccion experimental de Toxemia de la gestacion

La toxemia puede ser inducida para su estudio fisiopatolégico.Se ha
demostrado que el ayuno a partir del dia 130 de gestacion durante un maximo
de seis dias permite reproducir un cuadro clinico de Toxemia de la gestacion
en ovejas Corriedale que portan un solo feto (Cal Pereyra, 2007). Se demostro
asimismo que el ayuno provocé una rapida movilizacién de TAG desde el tejido
adiposo, lo que se vio reflejado en el rapido ascenso de los valores de los
NEFA, representando el cambio sanguineo mas precoz en las ovejas
sometidas a ayuno. Este incremento de la movilizacion lipidica en ovejas
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sometidas a ayuno provoc6é una alta incidencia de esteatosis hepéatica en estos
animales (Cal Pereyra, 2007). La correlacion positiva encontrada entre la
actividad sérica de la enzima aspartato aminotransferasa (ASAT) y el grado de
vacuolizacion hepatica indica que esta enzima podria ser un indicador precoz y
fiable del dafio hepatico en ovejas con Toxemia de la gestacion clinica (Cal
Pereyra, 2007).

DIAGNOSTICO DE TOXEMIA DE LA GESTACION

Frecuentemente el comienzo de los signos clinicos se produce de forma
brusca, aunque el trastorno metabdlico se pueda estar desarrollando desde un
tiempo atras en forma subclinica (Martin, 2002; Bonino y col, 1987). Los
animales se muestran apaticos, torpes y lentos, pero adn tienen capacidad
para acompanar el rebafio (Rook, 2000). Si la enfermedad progresa, las ovejas
se retrasan y separan de la majada. Cuando aumenta el grado de depresién no
reaccionan frente la presencia del hombre o perros, hay pérdida de reflejos
auditivos y oculares, marcha dificultosa chocando contra objetos, tendencia a
permanecer inmoviles presionando la cabeza contra objetos. Es comun el
rechinar de dientes producido por movimientos reflejos de la mandibula y la
lengua (Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995; Marteniuk y Herdt, 1988;
Bonino y col, 1987; Koenig y Contreras, 1984). El animal disminuye la ingesta
de agua y alimentos mostrando constipaciéon y heces duras (Rook, 2000;
Andrews, 1997; Gonzales Montafia y Rejas Lopez, 1995). En las Ultimas etapas
la acidosis metabdlica causada por el aumento de los cuerpos cetonicos
incrementa la frecuencia respiratoria, frecuentemente se producen
contracciones mioclonicas de la cabeza, espalda y extremidades, sutiles
episodios convulsivos y el animal termina en decubito esternal con la cabeza
girada hacia el flanco, progresando al decubito lateral, donde puede
permanecer por 3 0 4 dias en una depresion profunda, muriendo el 80 a 90%
de los casos no tratados (Rook, 2000; Gonzalez Montafia y Rejas Lopez, 1995;
Marteniuk y Herdt, 1988).

Gran parte de los signos clinicos pueden ser explicados por la intensa
hipoglicemia que sufren las ovejas afectadas de toxemia de la gestacion, la
depresion del metabolismo neuronal se ve intensificado por el efecto directo
gue posee el acetoacetato de disminuir el consumo cerebral de oxigeno
(Radostits y col, 2002; Gonzalez Montafia y Rejas Lépez, 1995; Bonino y col,
1987).

TRATAMIENTOS DE LA TOXEMIA DE LA GESTACION

Se han descrito varios tratamientos para la toxemia de la gestacion con
resultados variables (West, 1996; Ranaweera y col, 1979). Los resultados
obtenidos por diferentes autores han sido ademas contradictorios (Andrews,
1997; Marteniuk y Herdt, 1988; Bonino y col, 1987; Andrews, 1982). Para
Gonzalez Montafa y Rejas Lopez (1995) el objetivo prioritario en el tratamiento
de la toxemia de la gestacion es el aumento de la formacion de glucosa y su
utilizacion a nivel tisular, debiendo incrementar también la utilizacion de los
cuerpos cetonicos o disminuir su produccion mejorando el metabolismo lipidico.

Una alternativa para el tratamiento de la toxemia de la gestacion, la cual
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en Uruguay es la que tiene la mayor difusién, es el uso de propilenglicol
(Acetolena ®), como precursor de la glucosa (Bonino y col, 1987). Este se
administra de forma oral, la mayor parte es absorbido desde el rumen, sin ser
previamente metabolizado a acido propidnico. EI metabolismo del propilenglicol
a glucosa ocurre probablemente via conversion a piruvato, con la consiguiente
produccion de oxaloacetato mediante la piruvato carboxilasa (Emery y col,
1967). El aumento del oxaloacetato disponible, probablemente produzca un
aumento del citrato suprimiendo de esta forma la cetogénesis (Herdt y Emery,
1992).

La eficacia de los compuestos precursores de la sintesis de glucosa por
el higado, son de utilidad siempre que no exista un severo compromiso del
organo (Rook, 2000; Bonino y col, 1987). Es posible que la capacidad de
utilizar el propilenglicol se reduzca en la lipidosis hepatica, ademas debe ser
usado con criterio para prevenir su acumulacion, la cual contribuye a la
aparicion de depresion y somnolencia en grandes dosis (Herdt y Emery, 1992).

RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISOMALES
(PPARs)

Se ha demostrado que los &cidos grasos participan en la regulacién del
metabolismo energético principalmente a través de su interaccion con los
Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales (PPARs) (De Brito
Gomes, 2006; Uauy y col, 2000). Estos receptores nucleares lipido-activables
tienen un rol importante en la transcripciébn y regulacion de los genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos, asi como en la homeostasis
energética (Uauy y col, 2000). Los PPARs pueden ser activados también por
sustancias llamadas fibratos o ligantes (De Brito Gomes, 2006; Hermes Toro,
2005). Existen tres tipos de estos receptores nucleares: PPARa, PPARB y
PPARy, los cuales se distribuyen en distintos tejidos y con funciones
especificas diferentes (Uauy y col, 2000). Los PPARa se expresan en forma
mayoritaria en tejidos con alto contenido en mitocondrias, y donde se produce
B-oxidacion peroxisomal como en el higado principalmente, musculo
esquelético, corazén, rifdn, grasa parda y adrenales (Desvergne B y Wahli W,
1999). Los peroxisomas son organelos citoplasmaticos de las células
eucariotas en forma de vesiculas que albergan enzimas que catalizan
importantes reacciones metabdlicas, en su mayoria vinculadas al metabolismo
de lipidos, como ser enzimas de la p-oxidacion de acidos grasos (Osmunsen y
col, 1991), un 25% de los acidos grasos son degradados en los peroxisomas y
el resto en las mitocondrias (Wierzbicki, 2007; Latruffe y col, 2001).

Los PPARa estimulan la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, modulando
la expresion de genes que codifican para la AcilCoa-deshidrogenasa (Gulick T
y col, 1994), también inducen fuertemente la enzima carnitina palmitoil
transferasa I, la cual permite el pasaje de los acidos grasos de larga cadena al
interior de la mitocondria para ser oxidados (Foxworthy PS y col, 1990; Brady
PS y col, 1989). Por lo tanto los PPARa aumentan la oxidacion de los acidos
grasos y disminuyen su esterificacion en el higado (Steiner G, 2005).

Los PPARa participan ademas en la homeostasis energética regulando la
expresion de genes implicados en la neoglucogénesis (De Brito Gomes, 2006;
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Uauy y col, 2000), ya que estimulan en el higado la sintesis de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) (Tontonoz P y col, 1995).

Los fibratos son compuestos hidrosolubles derivados del acido fibrico. Estos
compuestos, actuando sobre los PPAR mejoran el catabolismo de particulas
ricas en triacilgliceridos y reducen la produccién de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), al mismo tiempo que estimulan la produccion de las
apolipoproteinas de las lipoproteinas de alta densidad (HDL). También
incrementan la actividad de la lipoproteinlipasa (LPL) (Desvergne B y Wahli W,
1999; Bilheimer DW, 1991, Kirby B, 1991).

El Acido 2-Metil-2-Fenoxi-Propionico (Hepagen ®), es un fibrato estimulante
especifico de los PPARq, actuando de la misma manera que los ligantes
naturales. Este se une a los PPARa interactuando en la regulacién de genes
implicados en el metabolismo lipidico y glucidico al promover la p-oxidacion
mitocondrial y peroxisomal, y la neoglucogénesis hepatica (Schiitze-Segen,
2008). La utilizacion de este fibrato podria interactuar en el metabolismo lipidico
en ovejas afectadas con toxemia de la gestacion, disminuyendo la acumulacion
de triacilglicéridos en el hepatocito. Si bien existen trabajos sobre la utilizacion
de fibratos en ratones, humanos, cerdos y vacas lecheras ( Desvergne B and
Wabhli W, 1999), no se encontraron datos bibliograficos que hayan probado este
producto en la toxemia de la gestacion ovina, aunque se encuentra indicado en
el prospecto del mismo.

HIPOTESIS

Para el presente trabajo nos hemos planteado como hipoétesis, que las ovejas
con toxemia de la gestacion clinica que son tratadas con acido-2-metil-2-fenoxi-
propionico tendrian una mejor recuperacion del metabolismo energético asi
como una disminucion del higado graso.

OBJETIVOS

Objetivos Generales:

1) Evaluar un estimulante especifico de los PPARoa como alternativa
terapéutica en el tratamiento del higado graso en la toxemia de la gestacion
ovina clinica.

2) Evaluar la incidencia del tratamiento de la esteatosis hepatica sobre la
normalizacion del metabolismo energético en ovejas con Toxemia de la
gestacion clinica.

Objetivos Especificos:

1) Evaluar la eficacia del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico solo o combinado

con glicerol-propilenglicol para revertir el higado graso en ovejas con
Toxemia de la gestacion clinica.
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2) Evaluar la eficacia del acido-2-metil-2-fenoxi-propionico solo o combinado
con glicerol-propilenglicol para restablecer el equilibrio en el metabolismo
energeético en ovejas con Toxemia de la gestacion clinica.

MATERIALES Y METODOS

Los protocolos de investigacion se llevaron a cabo en el Campo
Experimental N° 2 de la Facultad de Veterinaria, Libertad, Departamento de
San José (34° 38’S; 56° 39°'W). El protocolo experimental fue aprobado por la
Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA).

ANIMALES

Fueron utilizadas 60 ovejas Corriedale adultas, entre 4 y 6 afios,
identificadas por medio de caravanas numeradas y dos carneros de la misma
raza de 4 anos. Estas fueron seleccionadas de un total de 90 ovejas, de
acuerdo a su condicién corporal, al estado de la dentadura y de las pezuias de
manera de homogenizar la muestra. Se seleccionaron animales con un peso
homogéneo y una condicién corporal por encima de 2,5, valorados en un rango
de 1 a5 (Manazza, 2006).

Los celos de estas ovejas fueron sincronizados con esponjas
intravaginales conteniendo 60mg de medroxiprogesterona (Sincrovin®, Santa
Elena) durante 12 dias (Romano y col, 1993). Una vez retiradas las esponjas
se realiz6 el servicio por monta natural usando 2 carneros de la misma raza,
provistos con arneses marcadores, controlandose las montas durante cuatro
dias. Se registro el dia de la monta como el dia cero (0) de la gestacion. Al dia
60 tras retirar los carneros se realiz6 el diagndstico de gestacion por
ultrasonografia (Buckrell, 1988), descartdndose del protocolo las ovejas vacias
y las portadoras de dos o mas fetos, seleccionando de esta forma 36 ovejas
gestando un solo feto.

Posteriormente a la cubricién, todos los animales pasaron a alimentarse
en un potrero con pastura natural.

DISENO EXPERIMENTAL

En el dia 130 de gestacion las ovejas fueron divididas al azar en tres grupos
de 12 animales cada uno (A, B, y C). A partir de ese momento todas las ovejas
fueron encerradas en corrales techados y con piso de hormigén. Durante el
encierro fueron sometidas a un ayuno total de forraje, teniendo acceso
unicamente al agua de bebida, hasta que los animales presentaron sintomas
clinicos de toxemia de la gestacion. Se consideré el inicio clinico de la
enfermedad cuando se manifestaron al menos 2 de los siguientes sintomas:
rechinar de dientes, indiferencia ante la presencia humana, presién de la
cabeza contra objetos y temblores musculares. El tiempo de ayuno fue como
maximo de 6 dias, retirandose del protocolo experimental las ovejas que no
presentaron sintomas clinicos de la enfermedad antes de completado ese
tiempo de ayuno (Cal Pereyra, 2007). Los animales que manifestaron toxemia
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clinica fueron retirados del ayuno a las 12 horas del comienzo de la misma,
pasando a alimentarse en un potrero con pastura natural y recibiendo el
siguiente protocolo de tratamiento:

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

Grupo B (n=12): 10 mg/kg de &cido 2-metil-2-fenoxi-propionico (Hepagen®
Fatro) i/m cada 24 horas + 100 ml de glicerol-propilenglicol via oral cada 12
horas por un periodo de 6 dias

Grupo C (n=12): (grupo control), 100 ml de glicerol-propilenglicol via oral cada
12 horas por un periodo de 6 dias (Cal Pereyra, 2007; Sienra y col, 1984)

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

DETERMINACIOES EN SANGRE DE LAS OVEJAS

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena yugular
con jeringas de 10ml y agujas 18G. Todas las ovejas fueron sangradas al dia
130 de gestacidén, al inicio y finalizacion de los tratamientos y 5 dias tras el
parto, para determinar la actividad sérica de la aspartato aminotransferasa
(ASAT). Desde el dia 130 de la gestacion y hasta finalizar los tratamientos
todas las ovejas se sangraron diariamente para valorar BOHB y glicemia. La
sangre para determinacion de glicemia se colecto en tubos con fluoruro de
sodio y EDTA, mientras que para las demas determinaciones se colectdé en
tubos secos. Las determinaciones de ASAT se realizaron dentro de las doce
horas posteriores a la recogida de los sueros y las muestras para determinar
glicemia y BOHB se almacenaron congeladas a -20°C en tubos Eppendorf
debidamente rotulados e identificados hasta su procesamiento.

BIOPSIAS HEPATICAS

Inmediatamente después de obtener las muestras de sangre se
realizaron biopsias hepaticas a todos los animales por aspiracién con aguja
fina, siguiendo la técnica descripta por Cruz y col (2005), al dia 130 de
gestacion (comienzo del ayuno), al inicio y finalizacion de los tratamientos, y 5
dias tras el parto. Las muestras de higado inmediatamente tras su obtencion
fueron fijadas en una solucién de formalina bufferada al 10 %, hasta su
procesamiento
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ANALISIS DE LA MUESTRAS

La glicemia, BHOB y ASAT se determinaron por métodos enzimaticos,
en el Laboratorio de Fisiopatologia de la Facultad de Veterinaria, utilizando los
kits Glucose Liquicolor® (Human,Germany), Ranbut® (Randox Laboratories
Ltd.UK) y GOT(ASAT) ® (Human,Germany) respectivamente, realizandose su
lectura en un colorimetro digital HUMALYSER JUNIOR(Germany).

Glicemia

Para la determinacion de glicemia se utilizo suero. La glucosa presente
en el mismo se determina después de la oxidacién enzimatica en presencia de
glucosa oxidasa con la formacién de peroxido de hidrogeno el cual reacciona
bajo la catélisis de peroxidasa y 4-aminofenazona, formando un complejo rojo
violeta usando la quinoneimina como indicador; midiéndose la absorbancia a
500 nm. a una temperatura de 37 °C.

BHOB

Para la medicion de BHOB se utilizo suero. El método se basa en la
oxidacion del D-3-hidroxibutirato en aceto-acetato por la enzima 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa, concomitantemente con la oxidacion el cofactor
NAD+ es reducido a NADH. Esto estd asociado con un cambio de la
absorbancia que es directamente proporcional a la concentracion de D-3-
hidroxibutirato. La lectura se realizo a 330 nm. a una temperatura de 37 ° C.

ASAT

Para la medicion de la Aspartato aminotransferasa se utilizo suero.
Mediante este método, que es una reaccidon quimica enzima-—sustrato, se
produce la reduccion de NADH en presencia de ASAT de acuerdo a la cantidad
de enzima presente en el suero analizado. Se medio la absorbancia a 340 nm,
a una temperatura de 37°C.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE BIOPSIAS HEPATICAS.

Las muestras se procesaron por técnica histolégica de rutina siguiendo el
método de procesamiento rapido para piezas de 4 mm (Ann Preece, 1972). Se
cortaron a 5 ym, se colorearon con hematoxilina-eosina y se observaron en
un microscopio 6ptico (Olimpus® BH2). El diagnéstico histopatoldgico se realizo
usando un sistema numérico ciego y de acuerdo al siguiente protocolo:

a) diagnostico de esteatosis (positivo 0 negativo)

b) la extension de la esteatosis fue evaluada tomando al lobulillo hepatico
como unidad estructural, en tres zonas (zona I. periportal, zona Il: intermedia y
zona lll: centrolobulillar) (Cal Pereyra y col., 2009).

c) el grado de lesion o vacuolizacion se clasifico segun Stokhaus y col (2004)
en 3 grados (grado 1: pequefa cantidad de gotas en pocas células; grado 2:
cantidad variable de gotas en la mayoria de las células y grado 3: grandes
cantidades de gotas en la mayoria de los hepatocitos).

La extension de la esteatosis fue evaluada a 200 aumentos (X 200) y la
severidad de la vacuolizacion de las células fue evaluada a 400 aumentos (X
400).
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ANALISIS ESTADISTICO

La significacidon de las diferencias entre los grupos en el peso vivo, en la
actividad sérica de la ASAT y en los niveles séricos de glicemia y BHOB, fue
evaluada mediante un ANOVA de una via seguido de Tukey. Se analiz6 la
extension de la esteatosis dentro del acino hepético (Zonas I, Il y Ill) mediante
el estudio del porcentaje de animales afectados en cada grupo experimental.

Los andlisis estadisticos se realizo con el programa STATISTICA 6.0. Se
consideraron diferencias significativas cuando a<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el grafico 1 se muestran la evolucién de las glicemias. Al dia 130 de
gestacion, comienzo del ayuno, no se encontraron diferencias significativas en
los valores de glicemia en los tres grupos experimentales (Grupo A: 42.13 +
10.1; Grupo B: 43.6 + 8.4 y Grupo C: 40.3 + 5.5 mg/dl). A partir de ese
momento, la glicemia descendié en los tres grupos, coincidiendo con lo
observado por West (1996) y Sigurdsson (1988b), quienes afirman que en las
ovejas sometidas a ayuno la supresion del alimento desencadena una brusca
caida de la glicemia. Se comenzaron a observar signos clinicos de toxemia de
la gestacion a los 4 dias de iniciado el ayuno y hasta los 6 dias de iniciado el
mismo. Al momento de presentar signos clinicos de la enfermedad, los valores
de glicemia de los tres grupos no mostré diferencias significativas (Grupo A:
31.92 £ 9.6; Grupo B: 31.7 + 10.1 y Grupo C: 30.68 = 12.0mg/dl). Estos valores
coinciden con los encontrados por Sigurdsson (1988b), quien observé que al
momento de la presentacion de sintomas clinicos de toxemia, la glicemia oscilo
entre 19.81 y 36.00 mg/dl. Al primer dia de comenzado los tratamientos se
produce una recuperacion significativa de la glicemia en los tres grupos
experimentales (P<0.04; P<0.01 y P<0.001; Grupo A, Grupo B y Grupo C
respectivamente), siendo este aumento significativamente mayor en los Grupos
B y C (P<0.0007 y P<0.0005) con respecto al Grupo A respectivamente. Esta
diferencia se mantuvo hasta las 48 horas de iniciado el tratamiento. Sin
embargo la glicemia de los Grupos B y C no mostrd diferencias significativas
durante todo el tratamiento. El aumento de la glicemia en los Grupos By C
coincide con lo encontrado por Cal Pereyra (2007), quien obtuvo un aumento
de 32.2 + 13.5 a 58.6 + 8.6 mg/dl a las 12 horas de iniciado el tratamiento con
glicerol-propilenglicol. El aumento precoz de la glicemia en estos grupos se
explica ya que el 40 % del propilen glicol es absorbido intacto desde el rumen
(Hedt y Emery, 1992), alcanzando sus maximos valores en sangre a los 30
minutos de su administracién. Mientras que el aumento de la glicemia en el
Grupo A podria ser mas lento ya que el acido 2-metil-2-fenoxi-propionico es un
fiborato que actia regulando la expresion de genes implicados en la
neoglucogénesis (De Brito Gomes, 2006; Uauy y col, 2000). Ver Grafico N°1
Evolucién de las glicemias.
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Gréfico N° 1: Evolucion de las glicemias en los tres grupos experimentales (mg/dl), expresado
en medias + ds. La flecha indica el primer dia de tratamiento. GC: Grupo Control (Acetolena®),
GA: Hepagen® y GB: Acetolena® + Hepagen®. A las 24hs de iniciado el tratamiento se
observa un aumento significativo de la glicemia en los tres grupos (GA y GB: p<0.05 y GC: <
p=0,01). Este aumento fue significativamente mayor en los grupos B y C con respecto al A
(*:p<0.01).

En el grafico N°2 se observa la evolucion de los valores séricos de BOHB
durante el protocolo experimental. No se encontraron diferencias significativas
al momento del encierro (Grupo A: 1.17 + 0.621; Grupo B: 0.88 + 0.34 Grupo C:
1.15+ 0.62 mmol/l).Como se muestra en el gréfico 2, al momento de la
presentacion de los sintomas clinicos tampoco se encontraron diferencias
significativas en los valores de este cuerpo cetdnico entre los tres grupos
experimentales (Grupo A: 3.26 + 1.48; Grupo B 3.50 + 0.86 y Grupo C: 3.52 +
0.74 mmol/l). Los tres grupos presentaron valores de BHOB mayores a 3.0
mmol/l, indicadores de toxemia de la gestacién clinica (Andrews, 1997 y Cal
Pereyra, 2007). Una vez comenzado los tratamientos los tres grupos
presentaron una disminucion de los valores sanguineos de BHOB. Esta
disminucién fui significativa a las 24hs en el grupos B (p<0.05), a las 48hs en el
grupo C (p<0.05) y a las 72hs en el grupo A (p<0.01). No se encontrd
diferencias entre los grupos. La disminucion en la concentracion de BOHB en
los grupos tratados con glicerol-propilenglicol es debida a que este aporta
glucosa, la cual incrementa la relacion insulina/glucagon, disminuyendo la
cetogénesis (Herdt y Emery, 1992). La cetogenesis disminuye en el tratamiento
con Hepagen, ya que este se uniria a los PPARa interactuando en la
regulacion de genes implicados en el metabolismo lipidico, los cuales
promueven la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, (Schitze-Segen, 2008).
Asimismo los PPARa activados disminuyen la esterificacion de los &cidos
grasos en el higado (Steiner G, 2005).
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Gréfico N° 2: Evolucion de los valores sanguineos de BOHB en los tres grupos experimentales
(mmol/l), expresado en medias + ds. La flecha indica el primer dia de tratamiento. GC: Grupo
Control (Acetolena®), GA: Hepagen® y GB: Acetolena® + Hepagen®. A las 24hs de iniciado el
tratamiento se observa una disminucion de los valores séricos del grupo B (p<0.05), a las 48hs
en el grupo C (p<0.05) y a las 72hs en el gupo A (p<0.01).

La actividad sérica de la ASAT no mostro diferencia significativa entre los tres
grupos experimentales durante todo el ensayo, observandose una disminucion
de su actividad desde finalizado el tratamiento (Grupo A: 273.22 + 111.94;
Grupo B: 299.35 + 169.81 y Grupo C: 400,44 + 254.42 Ul/l), hasta la ultima
muestra obtenida luego del parto (Grupo A: 170.41 + 25.8; Grupo B: 173.97 +
65.04 y Grupo C: 229.01+ 91.32; Ul/l), observandose solo una leve tendencia
en este momento entre el Grupo C y el Grupo A (P<0.078). La correlacion
positiva encontrada por Cal Pereyra (2007) entre la actividad sérica de esta
enzima y el grado de vacuolizacion hepatica, nos estaria indicando la
recuperacion hepatica con los tratamientos instaurados.( Ver graficoN°® 3).
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Grafico N°3: Evolucion de los valores sanguineos de ASAT en los tres grupos experimentales
(UIN), expresado en medias + ds. GC: Grupo Control (Acetolena®), GA: Hepagen® y GB:
Acetolena® + Hepagen®. Muestra 1: dia del encierro, muestra 2: inicio del tratamiento,
muestra 3: fin del tratamiento y muestra 4: 5 dias posparto.

Con respecto a las biopsias hepéticas, debido al escaso nUmero de muestras
obtenidas no fue posible realizar un test estadistico fiable. Sin embargo es
posible apreciar el comportamiento biolégico de los diferentes tratamientos, que
son expresados en porcentaje. Se observé que al inicio de los tratamientos el
grupo A presento un 45.5 %, 27.3 % y 27.3 % de las ovejas con esteatosis en
la zona I, 11 y | respectivamente (Ver graficoN°4). En el mismo momento las
ovejas del grupo B presentaron un 54.5 %, 27.3 % y 18.2 % de esteatosis en
las zonas acinares lll, Il y | respectivamente.(Ver graficoN°5) Al analizar los
resultados de las biopsias hepéaticas del grupo C al inicio de los tratamientos,
encontramos resultados similares, presentando esteatosis un 55 %, 27 % y 18
% de las ovejas en las zonas lll, Il y | respectivamente.(Ver grafico N°6).

Al finalizar los tratamientos los animales del grupo A presentaron los
siguientes resultados: Zona Ill 27,4 %, zona Il 36.3 % y zona | 36.3 % de los
mismos.(Ver grafico N°4) En el grupo B, al culminar con el tratamiento se
comprobaron los siguientes resultados: Zona Ill 27.3 %, zona Il 27.3 % y zona |
455 % de los mismos. (Ver graficoN°5) Los porcentajes de ovejas con
esteatosis al finalizar el tratamiento en el grupo C fueron los siguientes: 63.6
%y 36.4 % en las zonas I, Il respectivamente. (Ver grafico N°6).

Los resultados obtenidos de las biopsias hepaticas 5 dias luego de
producido el parto muestran que la recuperacion de la esteatosis hepatica fue
mas evidente en las ovejas del grupo A, (33.3 % y 66.7 % de las ovejas con
esteatosis en la zonas Il y | respectivamente. Ningun animal presento
esteatosis en la zona Il del acino hepético)(Ver graficoN°4); mientras que los
animales pertenecientes al grupo C fueron los que presentaron una menor
recuperacion hepatica en este momento, al presentar una mayor extension del
acino con esteatosis hepatica (50 %, 16.7 % y 33.3 % de las ovejas con
esteatosis en la zona lll, Il y | respectivamente. .(Ver grafico N°6). Las ovejas
del grupo B presentaron estos resultados luego del parto: zona Il, 33, 3 % vy
zona |, 66.7 % de los animales. Ninguna oveja presento esteatosis en la zona
Il del acino hepético. (Ver graficoN°5). Los grupos A y B mostraron resultados
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similares, destacdndose que ambos grupos compartieron el acido-2-metil-2-
fenoxi-propionico en su tratamiento.
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Grafico N°4: Resultados de biopsias hepéticas en el grupo Hepagen® (Grupo A). Se observa el
porcentaje de animales afectados en las zonas |, Il y Il del hepatocito (Z1, Z2 y Z3) en cada

momento del ensayo.
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Gréfico N°5: Resultados de biopsias hepaticas en el grupo Hepagen® + Acetolena® (Grupo
B). Se observa el porcentaje de animales afectados en las zonas |, 1l y Il del hepatocito (Z1, Z2

y Z3) en cada momento del ensayo.
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Grafico N°6: Resultados de biopsias hepaticas en el grupo control (Acetolena®) (Grupo C). Se
observa el porcentaje de animales afectados en las zonas I, 1l y lll del hepatocito (Z1, Z2 y Z3)
en cada momento del ensayo.

CONCLUSIONES

Si bien las concentraciones de glicemia y BHOB se recuperan mas
lentamente en el Grupo A, el acido-2-metil-2-fenoxi-propionico se muestra
como una alternativa eficaz para la recuperacién del metabolismo energético
en la toxemia de la gestacion ,ya que se pudo observar un aumento de la
glicemia ,disminucién en la concentracibon de BOHB, también como una
alternativa para el tratamiento del higado graso desarrollado en esta
enfermedad , ya que muestra los mejores resultados en cuanto al tratamiento
de la esteatosis hepatica por lo que se observo en las biopsias hepaticas 5 dias
posparto, como en la disminucion sérica de la ASAT. Otra ventaja que tiene es
gue su aplicacion es IM cada 24 hs, y el tratamiento mas utilizado (glicerol-
propilenglicol) es oral cada 12 hs, por ende a nivel de manejo terapéutico
resultaria mas préactico
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