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5. RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue describir cambios hormonales durante la gestacion
y su asociacion con la condicién corporal (CC), en yeguas criollas. Para esto se
estudiaron 25 animales, divididos en dos categorias en funcion de su CC:
normopesas (CC<7) (n=14) y obesas (CC>7) (n=11). En los mismos se
determind leptina, adiponectina, glucosa e insulina basales e indice HOMA; en
tres momentos gestacionales: entre 3 y 5 meses de gestacion (PerGest 1), entre
8 y 9 meses (PerGest 2) y en el ultimo mes de gestacion (PerGest 3). La
condicion corporal afecto la leptinemia y la glicemia, siendo mayor en yeguas
obesas. El periodo gestacional afecté a la condicién corporal, la glicemia, la
insulinemia y el indice HOMA ya que todas estas variables aumentaron hacia el
final de la gestacion. La interaccion entre condicién corporal y periodo
gestacional afect6 la glicemia y tendio a afectar el indice HOMA, ya que en
yeguas normopesas estas variables aumentaron de forma marcada durante la
gestacion, mientras que en yeguas obesas estos indicadores fueron altos y
permanencieron altos durante la gestacion. Concluimos que existen alteraciones
en el metabolismo de los glucidos y en la concentracién de adipoquinas durante
la gestacion que se asocian a la condicion corporal.



6. SUMMARY

The aim of this thesis was to describe hormonal changes during gestation and its
association with body condition in criollo mares. Mares (n=25) were classified
according to body condition score (BCS) into: normal (BC<7) (n=14) and obese
(BC>7) (n=11). Leptin, adiponectin, basal glucose and insulin, and Homa index
were determined for both groups, in three gestational periods: between 3rd and
5th month of gestation (PerGest 1), between 8th and 9th month of gestation
(PerGest 2) and in the last month of gestation (PerGest 3). Leptin and glucose
concentrations were affected by the BCS, as they were greater in obese mares.
Glucose, insulin, HOMA index, and BCS were affected by the gestational period
as their increased towards the end of gestation. The interaction between body
condition and gestational period affected glycemia and tended to affect HOMA
index, as in normal mares they increased towards the end of gestation and in
obese mares, they were high at the initiation of the experiment and they were
maintained during gestation. We concluded that alterations in glucidic
metabolism and adipokine concentrations during gestation are associated with
the BCS.



7. INTRODUCCION

Durante la gestacion, la regulacion hormonal del metabolismo se ve sometida a
una adaptacion fisioldgica que maximiza el uso eficiente de los nutrientes, para
el mutuo beneficio de la madre y el desarrollo fetal. La madre debe suplir sus
requerimientos metabdlicos y los del feto en desarrollo (Fowden, Comline &
Silver, 1984). El combustible de preferencia para el feto equino es la glucosa, la
disminucién en su disponibilidad afecta al desarrollo del mismo (Fowden,
Giussani & Forhead, 2020). La regulacion de la glucosa esta dada por un
complejo balance de factores hipo e hiperglucemiantes (Ralston, 2002).

Hacia los 270 dias de gestacidn existe una sensibilidad aumentada a la glucosa
en las células pancreaticas que resulta en hiperinsulinemia, lo que facilita que
madre y feto cubran los requerimientos de glucosa (Fowden et al., 1984). En los
ultimos meses de gestacion, el feto gana el 45% de su peso vivo y tiene una muy
alta demanda de glucosa, por lo que el utero remueve el 75% de la glucosa
disponible de la circulacion materna (Evans, 1971; Silver & Fowden, 1982). De
forma fisioldgica, se genera una resistencia a la insulina al final de la gestacion
de la yegua, priorizando el traspaso de glucosa de la madre al feto. Si bien existe
una gran variacién individual, se ha reportado que la sensibilidad a la insulina
disminuye durante la gestacién media y tardia (Morresey, 2012). Robles et al.
(2018) reportan que esta caracteristica se ve exacerbada en yeguas obesas
preiadas, mientras que otros autores no encontraron asociacion entre niveles
de insulina y condicién corporal en yeguas gestantes (Smith, Marr, Dunnett &
Menzies-Gow, 2017).

El tejido adiposo es un potente tejido enddcrino, secretor de adipoquinas; entre
ellas leptina y adiponectina, que influyen en el metabolismo de los carbohidratos
(Selim et al., 2015). Se ha demostrado que la obesidad se asocia con aumentos
de leptina plasmatica y disminucion de adiponectina en varias especies (Meikle
et al., 2018; Meier, de Laat, Reiche & Sillence, 2020). Aumentos en la
concentracion plasmatica de leptina fueron asociados a hiperinsulinemia en
equinos (Morgan, McGowan & McGowan, 2014). La adiponectina es conocida
por sus funciones protectoras en el organismo al sensibilizar los tejidos a la
insulina y por su efecto antiinflamatorio (Whitehead, Richards, Hickman,
Macdonald & Prins, 2006; Hopkins, Ouchi, Shibata & Walsh, 2007; Wooldridge
et al., 2012).

El sindrome metabdlico equino agrupa un conjunto de factores de riesgo
conocidos por desencadenar laminitis de origen endocrino. Entre ellos se
describe a la obesidad, dislipidemia y especialmente la desregulacion de la
insulina (DI) como factores claves del mismo (Durham et al., 2019). En equinos
particularmente, la DI suele ser compensada, es decir, una disminucion de la
sensibilidad tisular a dicha hormona que provoca un aumento en la secrecion de
insulina pancreatica, resultando en hiperinsulinemia y niveles de glicemia dentro
del rango normal (Morgan, Keen & McGowan, 2015). Recientemente nuestro
grupo, en Uruguay (Pardié, Carzoli & Meikle, 2021), ha reportado el primer caso
de lamintis asociado a dismetabolias.



En nuestro pais la investigacion de la regulacion endocrina del metabolismo, mas
especificamente la DI en yeguas durante la gestacion es inexistente. Se
considera de relevancia iniciar una linea de trabajo en este tema, por la influencia
de la DI, factor clave del Sindrome Metabdlico, en los cuadros de laminitis (Geor,
2008). Si tenemos en cuenta que el principal factor de riesgo para el desarrollo
de este sindrome es la obesidad, aquellos equinos con tendencia a depositar
grasa mas facilmente (“easy keepers”) estan claramente predispuestos. En este
sentido, esta establecido que la raza criolla tiene una alta prevalencia de
obesidad y consecuente Sindrome Metabdlico, ya que evolutivamente tuvo que
adaptarse a sobrevivir en climas adversos (Cantarelli et al., 2018). Y mas aun si
consideramos que las alteraciones enddcrinas preexistentes se veran
exacerbadas durante la gestacion (Morresey, 2012).

8. REVISION BIBLIOGRAFICA

Control de la glicemia

La glicemia esta finamente regulada por un complejo balance entre hormonas
hiper e hipoglucemiantes (Ralston, 2002).

En el equino, los niveles basales de glucosa sanguinea se mantienen entre 72 y
117 mg/dL (Nadal, Thompson Jr & Kincaid, 1997; Williams, Kronfeld, Staniar &
Harris, 2001) y, en general, estas concentraciones varian poco, ya sea en
condiciones de ayuno, ejercicio o al suministrarse diversos alimentos (Lawrence,
Williams, Soderholm, Roberts & Hintz, 1995; Nadal et al., 1997). Si se observan
cambios drasticos cuando el ejercicio es intenso, en cuadros de enfermedad
sistémica, condiciones de estrés o alimentacion con alto contenido en azucares;
pero los niveles normales de glicemia se restablecen rapidamente una vez
superado el episodio (Bertin & Fraser, 2020).

La disminucién de la glicemia desencadena un aumento en la secrecién de
glucagon por parte de las células alfa del pancreas (Fields, 1998). Este promueve
la neoglucogénesis, la glucogendlisis y lipdlisis (Habegger et al., 2010).

Por otra parte, un aumento en la glicemia provoca la secrecién de insulina. Se
trata de una hormona peptidica compuesta por 51 aminoacidos, producida y
liberada por las células beta pancreaticas (Yaribeygi, Farrokhi, Butler &
Sahebkar, 2019; Bertin & Fraser, 2020). Es el resultado de clivajes sucesivos; de
preproinsulina pasa a proinsulina, a partir de esta ultima se genera la insulina
como tal y el péptido-C (Bertin & Fraser, 2020). Si bien el principal estimulo para
su secrecién es la hiperglicemia, también se ve inducida por un aumento en los
aminoacidos circulantes; el incremento de secretagogos insulinicos o incretinas,
producidas por el tracto digestivo; y el descenso en la concentracion de glucagon
(Holz 1V, Kiihtreiber & Habener, 1993; Bamford, Baskerville, Harris & Bailey,
2015; Chameroy, Frank, Elliott & Boston, 2016; de Laat, McGree & Sillence,
2016). Su secrecion presenta un patrén bifasico, con un primer pico alrededor de
los 10 minutos después de una hiperglicemia, y uno mas tardio y duradero



aproximadamente 2 horas después (Lorenzo et al., 2010); gran parte de lo
secretado es eliminado por el higado.

Presenta una amplia gama de respuestas bioldgicas, incluyendo estimular la
utilizaciéon de glucosa por parte de las células, la sintesis de glucogeno y
lipogénesis, disminuir la lipdlisis, facilitar la sintesis de ADN y la replicacién
celular (Wylie & Collins, 2010; Bertin & Fraser, 2020). Los principales blancos de
esta hormona son los miocitos, adipocitos y hepatocitos. Al unirse a su receptor,
en los dos primeros, desencadena una cascada enzimatica intracelular que
resulta en la traslocacién de transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT 4)
preformados, a la membrana celular (Lacombe, 2014; Bertin & Fraser, 2020).
Luego de ejercer su accion es eliminada por endocitosis o depurada por higado
y rifones (Duckworth, Bennett & Hamel, 1998; Yaribeygi et al., 2019).

Sensibilidad a Ia insulina

La sensibilidad a la insulina se define como la capacidad de dicha hormona de
promover la utilizacion de glucosa e inhibir la produccién de esta de forma
endégena (Kinsella et al., 2022). Por el contrario, la insulino resistencia (IR) es
la falla de los tejidos, normalmente sensibles a la misma, de responder de forma
adecuada; siendo el musculo esquelético, el tejido adiposo y el higado, los que
se afectan de forma primaria. Esta alteracién puede deberse a una afectacion en
cualquier nivel; ya sea un defecto en la interaccidén insulina- receptor, un
problema en la cascada enzimatica intracelular o una disfuncion en los GLUT 4;
siendo esta ultima la causa mas probable en el equino (Lebovitz, 2001; Waller,
Burns, Mudge, Belknap & Lacombe, 2011; Waller, Kohler et al., 2011). Como
consecuencia se tiene una captacion inadecuada de glucosa en los tejidos
insulino dependientes, aumento en la sintesis hepatica de glucosa y aumento en
la lipdlisis, lo que resulta en un incremento de acidos grasos libres circulantes
(Frank & Tadros, 2014). En el equino, a diferencia de otras especies, la IR no se
manifiesta con una hiperglicemia o exceso de productos glicosilados (Frank,
Elliott, Brandt & Keisler, 2006; de Laat, Kyaw-Tanner, Sillence, McGowan &
Pollitt, 2012); a su vez, no siempre se detecta una hiperinsulinemia, ya sea de
forma basal o post prandial (Dunbar, Mielnicki, Dembek, Toribio & Burns, 2016;
Bertin & de Laat, 2017).

La IR se encuentra contemplada dentro de lo que se denomina de forma genérica
como desregulacion de la insulina (DI), término que describe un disturbio en la
relacion de concentraciones plasmaticas de insulina, glucosa vy lipidos. Puede
manifestarse de diversas maneras, como ser: hiperinsulinemia basal;
hiperinsulinemia excesiva o prolongada frente a un desafio con carbohidratos y
resistencia tisular a la insulina (Durham et al. 2019). La DI esta fuertemente
vinculada con patologias endocrinas, pero también a eventos fisiolégicos como
el estrés o la gestacion (Fowden et al., 1984; Mills, Ng, Kramer & Auer, 1997;
McGowan, Frost, Pfeiffer & Neiger, 2004; Toth, Frank, Elliott, Geor & Boston,
2008; de Laat, McGowan, Sillence, & Pollitt, 2010; Frank, Geor, Bailey, Durham
& Johnson, 2010; Bertin, Ruffin-Taylor & Stewart, 2018; Durham et al., 2019). A
su vez se han reportado diferencias raciales en cuanto a sensibilidad a la insulina
(Bamford, Potter, Harris & Bailey, 2014); mientras que el sexo no parece ser un
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factor influyente (Buff et al., 2002; Cartmill, Thompson Jr, Del Vecchio, Storer &
Crowley, 2006; Wray, Elliott, Bailey, Harris & Menzies-Gow, 2013; Hart et al.,
2016).

Existen diversas maneras de determinar las mencionadas alteraciones
insulinicas, como por ejemplo la utilizacion de proxies, es decir calculos
matematicos realizados a partir de concentraciones de glucosa y/o insulina en
ayuno, desarrollados para determinar sensibilidad a la insulina y respuesta de
las células beta. Son determinaciones baratas, faciles de obtener y apropiadas
tanto para grandes estudios epidemiolégicos como para ensayos clinicos
(Muniyappa, Lee, Chen & Quon, 2008). Entre ellos, el llamado modelo de
evaluacion de homeostasis (HOMA), en sus distintas variantes, determina las
interacciones entre la insulina y la glucosa (Muniyappa et al., 2008).

Tejido adiposo y adipoquinas

El tejido adiposo es un 6rgano difuso compuesto por adipocitos, preadipocitos,
células mesenquimales multipotentes, células endoteliales, pericitos, monocitos,
macrofagos y células nerviosas. Ademas de la conocida funcion de depdsito de
energia, es considerado un 6rgano enddcrino complejo, secretor de factores que
regulan el metabolismo energético y funcién inmunitaria, entre otros (Radin,
Sharkey & Holycross, 2009).

La expresion génica de dichos factores en los depdsitos grasos es variable segun
su localizacion, viéndose alterada por influencias locales. Entre las sustancias
que produce se encuentran hormonas esteroideas, factores de crecimiento,
citoquinas, eicosanoides, proteinas de complemento, proteinas de union,
factores vasoactivos y reguladores del metabolismo lipidico (Sethi & Vidal-Puig,
2007). De forma genérica estos factores se denominan adipoquinas, y se trata
de elementos bioldgicamente activos, que ejercen funciones autdcrinas,
paracrinas o enddcrinas (Pan & Kastin, 2007). Su produccién puede verse
influenciada por las hormonas sexuales y el estatus nutricional (Trujillo &
Scherer, 2006). Hay evidencias de que contribuyen en la regulacion de diversos
procesos biolégicos, como ser la inflamacion y la respuesta inmune (Lago,
Dieguez, Gomez-Reino & Gualillo, 2007; Schaffler, Scholmerich & Salzberger,
2007).

Entre las mencionadas sustancias, la mejor caracterizada en las especies
domésticas es la leptina (Radin et al., 2009). Se trata de una proteina producida,
principalmente, por los adipocitos. Los niveles séricos de leptina estan definidos
principalmente por la grasa corporal, aunque presenta oscilaciones; un aumento
transitorio post prandial y disminucién en ayuno (Radin et al., 2009). Ademas, su
transcripcion esta influenciada por diversos mediadores inflamatorios y
metabdlicos, como los glucocorticoides, factor de necrosis tumoral alfa,
interleuquinas 1y 6, estrégenos y testosterona. Las primeras funciones descritas
para esta hormona son la supresion del apetito y el aumento del gasto energético
(Houseknecht & Portocarrero, 1998; Heshka & Jones, 2001); ademas se asocia
con la regulacién del peso y el mantenimiento de la homeostasis del organismo,
teniendo un papel importante en la modulacion de la reproduccién, inmunidad vy,
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particularmente, en la sensibilidad a la insulina; de hecho se reportan
alteraciones como hiperinsulinemia o respuestas exageradas a la administracién
de glucosa, en animales hiperleptinémicos (Cartmill, Thompson, Storer, Gentry
& Huff, 2003; Radin et al., 2009; Arfuso, Giannetto, Bazzano, Assenza &
Piccione, 2021); adicionalmente se la considera un factor de crecimiento, por su
capacidad de promover la angiogénesis, inhibir la apoptosis y actuar como
mitogeno (Garofalo & Surmacz, 2006). En general se la puede caracterizar como
proinflamatoria, protrombética y prooxidante (Katagiri, Yamada & Oka, 2007).

En el equino la grasa corporal es el principal determinante de los niveles de
leptina (Fitzgerald & McManus, 2000; Buff et al., 2002; Gentry et al., 2002;
Kearns, McKeever, Roegner, Brady & Malinowski, 2006), sin embargo no todos
los individuos obesos presentan hiperleptinemia (Gentry et al.,, 2002; Van
Weyenberg, Buyse, Kalmar, Swennen & Janssens, 2013), ademas se ha
detectado esta hormona y su receptor en otros tejidos, como la placenta
(Pazinato et al., 2019). Cartmill et al. (2003) reportaron que equinos con
hiperleptinemia presentaron hiperglicemia, hiperinsulinemia y respuesta de
insulina y glucosa exagerada a la administracién de dexametasona. Se ha
reportado que hembras con bajas concentraciones de leptina entran en anestro
estacional, mientras que aquellas con mayor condicién corporal y niveles mas
altos de leptina ciclan todo el afio (Fitzgerald & McManus, 2000; Gentry et al.,
2002).

Otro producto de la secrecion del tejido adiposo es la adiponectina. Es una
adipoquina de mucho interés por ser sensibilizante a la insulina, y presentar
efectos antiinflamatorios y antiescleréticos en diversas especies (Whitehead et
al., 2006; Hopkins et al., 2007; Wooldridge et al., 2012). Los genes de esta
hormona son de los que mas se expresan en el tejido adiposo. En la mayoria de
las especies, la adiponectina circulante se compone por tres 6rdenes: trimeros,
hexameros de bajo peso molecular (BPM), y multimeros de alto peso molecular
(APM); siendo estos ultimos los que presentan mayor actividad biologica
(Schraw, Wang, Halberg, Hawkins & Scherer, 2008; Radin et al., 2009). Las
hembras tienen adiponectina total circulante mas elevada que los machos (Arita
et al.,, 1999; Ebinuma et al.,, 2006), esto se debe a que presentan mayor
proporcion de fraccion APM (Pajvani et al., 2003; Peake, Kriketos, Campbell,
Shen & Charlesworth, 2005; Ebinuma et al., 2006). La testosterona esta
implicada en esta diferencia, al disminuir la secrecién de dicha fraccion (Xu et
al., 2005).

Es un importante regulador del metabolismo. Sus efectos se relacionan con la
expresion de receptores tejido-especificos, y por la diferencia en la afinidad de
las distintas formas moleculares a dichos receptores. En higado y musculo
aumenta la sensibilidad a la insulina, disminuyendo la glucosa sanguinea; y
aumenta la B- oxidacion, disminuyendo el contenido tisular de triglicéridos. Se
reconocen dos tipos de receptores: AdipoR1, AdipoR2, presentes en diversos
tejidos, incluido el aparato reproductor de la hembra. (Radin et. al, 2009;
Pearson, 2015).

En el equino, presenta una correlaciéon negativa con el contenido de grasa del
organismo y condicion corporal (Kearns et al., 2006; Gordon, McKeever, Betros
& Manso Filho, 2007); en individuos obesos se correlaciona negativamente con
las concentraciones de insulina (Wooldridge et al., 2012); mas especificamente,
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se ha visto esta misma relacion entre la fraccion de alto peso molecular y
condicién corporal, inflamacion y concentracion de insulina sérica (Pearson,
2015). También se observa una correlacion negativa con los niveles de leptina
(Kearns et al.,, 2006; Gordon et al.,, 2007). Asociado a las caracteristicas
mencionadas, se reporta que se encontré disminuida en ponis con historial de
laminitis (Wray et al., 2013).

Obesidad

La obesidad en el equino implica la presencia de uno o mas depdsitos grasos
localizados o generalizados, predisposicion a ganar peso o la dificultad para
perderlo (Durham et al., 2019). Para considerar un equino como obeso, en
general se acepta que su score de condicion corporal sea mayor a 7, de un total
de 9 (Henneke, Potter, Kreider & Yeates, 1983). La presencia de obesidad en un
individuo probablemente se deba a una serie de interacciones de factores
ambientales y genéticos (Radin et al., 2009).

Una posible consecuencia de los excesos en depdsitos grasos es la
desregulacion en la produccidén de adipoquinas y mediadores inflamatorios; lo
que repercute en el control de la glicemia y en la inflamacién (Radin et al., 2009).
Se ha visto que en algunos equinos obesos las concentraciones de leptina estan
por encima de lo esperado (Kearns et al., 2006; Van Weyenberg et al., 2013). Se
ha observado una correlacion positiva entre hiperleptinemia e hiperinsulinemia
en ponies (Morgan et al., 2014). La concentracién de adiponectina, por el
contrario, se correlaciona inversamente con la grasa corporal y la insulino
resistencia (Kearns et al., 2006).

Una serie de alteraciones pueden vincularse con la obesidad, pero la que mas
relevancia presenta es la desregulacion de la insulina (D), por su incidencia en
la aparicion de laminitis de origen enddcrino (Carter, Treiber, Geor, Douglass &
Harris, 2009; Durham et al., 2019).

Sindrome metabdlico equino (SME)

Definido como un conjunto de factores de riesgo para el desarrollo de laminitis
de origen enddcrino (Durham et al., 2019), su principal caracteristica es la
desregulacion de la insulina (Frank & Tadros, 2014). Si bien la adiposidad no es
determinante para la ocurrencia del SME, si puede contribuir acentuando las
alteraciones insulinicas (McCue, Geor & Schultz, 2015; Selim et al., 2015). La DI
juega un papel clave en el SME, ya que genera hiperinsulinemia (de Laat et al.,
2016), lo que a su vez es determinante para la aparicion de laminitis (Asplin,
Sillence, Pollitt & McGowan, 2007; de Laat et al.,, 2010; de Laat, Sillence,
McGowan & Pollitt, 2012).

Se han descrito diferencias raciales en susceptibilidad al SME (Durham et al.,
2019) y altos niveles de heredabilidad para diversos rasgos asociados al mismo
(Norton et al., 2019).
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Los equinos que padecen este sindrome, con frecuencia se consideran “easy
keepers” (Lewis et al., 2017), lo que hace referencia a la tendencia al desarrollo
de obesidad; rasgo que caracteriza a diversas razas, incluida la criolla (Cantarelli
et al., 2018) Potencialmente, pruebas genéticas podrian ayudar a identificar
individuos con riesgo de padecer SME (Knowles & Grieve, 2020), de hecho se
ha determinado un factor genético asociado al riesgo de desarrollo del mismo en
caballos arabes (Lewis et al., 2017).

Gestacion

La gestacién en humanos y otras especies animales se caracteriza por cambios
en el metabolismo que tienen como finalidad cubrir los requerimientos
energéticos fetoplacentarios (Butte, 2000). Mientras que la utilizacion materna
de la glucosa es controlada por la insulina, la utilizacion de dicho nutriente por el
feto depende unicamente del gradiente de concentracién a través de la placenta
(Simmons, Battaglia & Meschia, 1979). Durante la gestacion la madre debe suplir
sus requerimientos y los del feto en desarrollo. En la yegua, se reportan cambios
notorios en el metabolismo de los carbohidratos y funcionalidad de las células
beta pancreaticas, pudiendo observarse hiperinsulinemia y sensibilidad de
células beta exacerbada frente a glucosa endogena o exogena (Fowden et al.,
1984). A medida que la gestacién avanza, los requerimientos fetales aumentan
(Van Assche, Hoet & Jack, 1984) y se ven cubiertos redireccionando los
nutrientes hacia el feto, en detrimento del aporte hacia los tejidos maternos
(Evans, 1971). A partir del dia 270 de gestacion, el feto gana el 45% de su peso
de nacimiento y tiene una alta captacion de glucosa (Meyer & Ahlswede, 1978
citado por Fowden et al., 1984). En esta etapa el 75% de la glucosa es retenida
por el utero (Evans, 1971; Silver & Fowden 1982), hay menores niveles de
insulina, sensibilidad de células beta disminuida y menor eficiencia de insulina
exdgena para controlar la glicemia. Lo que indica que, en la prefiez tardia, los
requerimientos fetales se cubren reduciendo la utilizacién materna de glucosa al
minimo (Fowden et al., 1984).

En yeguas con SME cualquier alteracion enddcrina vinculada a la gestacion,
probablemente se vera exacerbada (Morresey, 2012).

Robles et al. (2018) reportaron una disminuciéon en glucosa y un aumento en
insulina plasmaticas durante la gestacion. Concluyeron que yeguas obesas
presentan mayor insulino resistencia en la prefiez tardia; y mayores niveles de
leptina y menores de adiponectina durante toda la gestacion. Observaron
también que las yeguas normopesas perdieron puntos de condicion corporal
desde el dia 180 de gestacion hasta el parto, y tuvieron un incremento en los
niveles de adiponectina. Smith et al. (2017) no encontraron asociacién entre
gestacion y obesidad con los niveles de insulina.

9. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

La gestacion se acompafna con cambios metabdlicos importantes debido a las
necesidades del feto, especialmente de glucosa. Se ha descrito una sensibilidad
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aumentada a la glucosa e hiperinsulinemia; y un posterior desarrollo de
resistencia a la insulina y pérdida de sensibilidad a la glucosa fisiolégicas en
yeguas sanas prefiadas, lo que permite redirigir los nutrientes hacia el feto que
se esta desarrollando (Fowden et al., 1984; Morresey, 2012).

A su vez, el control de la glicemia también puede verse afectado por la obesidad
mediante la alteracion en los niveles circulantes de adipoquinas, principalmente
leptina y adiponectina (Durham et al., 2019). Hay algunos reportes respecto al
impacto de la obesidad en el metabolismo glucidico, durante la gestacién. Robles
et al., 2018 concluyen que yeguas obesas son mas insulino resistentes hacia el
final de la gestacidon y que presentan mayores niveles de leptina y menores de
adiponectina; Smith et al. (2017) no hallaron asociacion entre obesidad y
gestacion con insulinemia. En nuestro pais la investigacion de dismetabolias en
el equino son practicamente inexistentes. No hemos encontrado estudios sobre
las concentraciones de insulina y glucosa durante la gestacion acorde a la
condicion corporal en equinos, a nivel nacional.

Esta establecido que la raza criolla tiene una alta prevalencia de obesidad y
consecuente Sindrome Metabdlico, ya que evolutivamente tuvo que adaptarse a
sobrevivir en climas adversos (Cantarelli et al., 2018). Esto es especialmente
importante si tenemos en cuenta que el principal factor de riesgo para el
desarrollo de SME es la obesidad; y aquellos equinos con tendencia a depositar
grasa mas facilmente (“easy keepers”) estan claramente predispuestos.

10.HIPOTESIS

Los niveles de leptina, adiponectina, insulina y glucosa, asi como el indice HOMA
se ven afectados de forma diferencial por la condicion corporal durante la
gestacion en yeguas criollas.

11.0BJETIVOS
Objetivo general

Describir cambios hormonales y del metabolismo glucidico, durante la gestacién
y su asociacion con la condicidn corporal, en yeguas criollas.

Objetivos especificos

Determinar la concentracion de leptina, adiponectina, insulina, glucosa e indice
HOMA, en yeguas criollas con distintos grados de condicion corporal en tres
momentos de la gestacion.

12.MATERIALES Y METODOS

Animales
El protocolo fue aprobado por la CEUA (CEUAFVET-1184 111900-000951-20).
Para el estudio se incluyeron 25 yeguas gestantes, criollas, adultas, de un mismo
establecimiento ubicado en el departamento de Colonia, Uruguay. Para la
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inclusion de los animales se tuvo en cuenta que estuvieran sanos; se
determinaron variables de rutina por métodos paraclinicos (bioquimica
sanguinea, hemograma completo). Solo las yeguas que se encontraron sanas
(definicién que no incluye obesidad) al momento del muestreo se mantuvieron
en el estudio. Todos los animales se encontraban bajo las mismas condiciones
de alimentacion, estando todas en una pastura de campo natural, bajo las
mismas condiciones de manejo y bienestar.

Los animales se categorizaron en dos grupos: Normopeso (n=14) y Obeso
(n=11), segun la escala de condicién corporal (CC) de Henneke et al., (1983).
Tomandose como Normopeso (CC<7) y Obeso (CC>7). Se evalu6 mediante
observacion y palpacion de los depédsitos de tejido adiposo por dos observadores
experientes. Los periodos gestacionales (PerGest) establecidos para las
observaciones y toma de muestras fueron entre 3 y 5 meses de gestacién
(PerGest 1), entre 8 y 9 meses (PerGest 2) y el ultimo mes de gestacion (PerGest
3).

Para la toma de muestras de sangre se realizd un ayuno de 12 horas. Las
muestras se obtuvieron mediante puncion de la vena yugular, y se dividieron en
3 submuestras. Una de ellas en un tubo con EDTA para la realizacion de
hemograma, otra en tubo sin anticoagulante para la realizacion de funcional
hepatico, perfil renal y determinaciones hormonales, y una tercer submuestra en
tubo con fluoruro de sodio y EDTA para la determinacion de la glicemia.

Hematologia y bioquimica sérica
El hemograma se realizé en un contador hematolégico (Orphée, Mythic 18 Vet,
Ginebra, Suiza). Para el recuento diferencial de los leucocitos y valoracion de la
morfologia celular se realizé un frotis sanguineo tefido con May Grinwald —
Giemsa el cual fue evaluado con microscopio Nikon Eclipse E100.

El funcional hepatico y el perfil renal se determinaron en suero en un equipo
automatico CB 350i (Wiener lab Group, Rosario, Argentina) utilizando reactivos
y controles comerciales del mismo proveedor. Se determiné glucosa (referencia
1400060), aspartato aminotransferasa (referencia 1752360), fosfatasa alcalina
sérica (referencia 1361402), glutamil transferasa (referencia 1421404), proteinas
totales (referencia 1690009), albumina (referencia 1690008), globulinas,
triglicéridos (referencia 1780111), colesterol (referencia 1220114), bilirrubina
total (referencia 1120008, urea (referencia 1260360), y creatinina (referencia
1260360).

El Laboratorio de Analisis Clinicos de la Facultad de Veterinaria utiliza los rangos
de referencia de Oregon State University, dado que no cuenta con rangos de
referencia propios para equinos.

Determinacion hormonal
La determinacién de insulina se hizo por un ensayo inmunoradiométrico
utilizando kits comerciales (INS-IRMA kit DIA Source Immune Assays, Belgium).
Las muestras se corrieron en duplicado en un solo ensayo. La sensibilidad fue
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de 1.2 yUI/mL y el coeficiente de variacion Intra ensayo para los controles 1 (22.8
pUI/mL) y (75.2 pUI/mL) fueron de 5.9% y 7.1% respectivamente.

Las concentraciones séricas de leptina y adiponectina fueron determinadas
mediante radioinmunoanalisis (RIA) de fase liquida utilizando kits comerciales
Multi-Species Leptin kit (RIA kit, Millipore, USA). El limite de deteccion para la
leptina fue 1,2 ng/mL y el CV intraensayo fue de 12%. Para la adiponectina, el
limite de deteccion fue de 0,59 ng/mL y el CV intraensayo fue de 9%.

Determinacion de proxies
Con los valores de glucosa e insulina basal se calculé el indice HOMA (Ribeiro,
Ribeiro, Paz, Gobesso & Faleiros, 2020), considerandose como IR a valores
>2.71 (Geloneze & Tambascia, 2006; Ribeiro et al., 2020).

HOMA-IR: Glucosa (mg/dL) x 0.0555 x Insulina (pUI/mL) /22.5

Anadlisis estadistico

Los datos se analizaron a través del paquete estadistico Statistical Analysis
System - SAS. Se chequed la normalidad de los datos por el Procedimiento
Univariate (SAS) y aquellas variables que no eran normales fueron
transformadas con logaritmo. Los datos se analizaron por el procedimiento mixto
incluyendo en el modelo estadistico la categoria de condicién corporal
(normopeso u obeso) y el periodo gestacional (PerGest 1, 2y 3) y la interaccién
entre ambos. Las diferencias entre medias se analizaron por test de Tukey. Se
considero significativo cuando P<0,05 y tendencia P<0,1.

13.RESULTADOS

La condicién corporal se vio afectada por el periodo gestacional (p= 0,0003)
(Figura 1 a), observandose un aumento notorio entre la observacion 1 (6,6+0,15)
y la 2 (7,8+0,26) (p <0,0001). Este incremento se explica por el aumento
observado en las yeguas normopesas entre el PerGest 1 y el PerGest 2
(5,07£0,20 vs 7,56+ 0,26, p<0,0001). Se observo diferencia entre los grupos
solamente en PerGest 1 (normopesas 5,07+0,20 vs obesas 8,18+0,23,
p<0,0001).

Las concentraciones de leptina fueron afectadas por la condicién corporal (p=
0,0009) (Figura 1 b), observandose diferencias entre grupos en el muestreo 1
(normopesas 5,51+0,95 y obesas 8,68+1,11 ng/mL, p= 0,0343) y en el 3
(normopesas 6,17+1,50 y obesas 10,83+1,30 ng/mL, p= 0,0230). En PerGest 2
tendieron a diferir (normopesas 7,12+1,22 y obesas 11,60£2,12 ng/mL, p=0,07).

Las determinaciones de adiponectina no arrojaron variaciones significativas
entre los momentos de muestreo, ni al comparar ambos grupos (Figura 1 c).
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Figura 1a- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre la condicién corporal
en yeguas gestantes, normopesas (CC<7) y obesas (CC>7).

* diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

** tendencia a diferir, p<0,1.
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Figura 1 b- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre la leptina (ng/mL),
en yeguas gestantes, normopesas (CC<7) y obesas (CC>7).

* diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

** tendencia a diferir, p<0,1.
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Figura 1 c- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre la adiponectina
ng/mL, en yeguas gestantes, normopesas (CC<7) y obesas (CC>7).

* diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

** tendencia a diferir, p<0,1.

La glicemia se vio afectada por el periodo gestacional (p<0,0001), la condicién
corporal (p= 0,0497) y la interaccion entre ambos factores (p= 0,0003) (Figura 2
a). Solo se observaron diferencias entre los grupos en el momento 1
(normopesas 53+2,91 mg/dL y obesas 79,40+3,31 mg/dL, p<0,0001). Las
normopesas tuvieron un aumento en la glicemia entre los muestreos 1 y 2
(53+2,91 y 85,67+3,49 mg/dL, p<0,0001). Para las obesas no se detectaron
variaciones durante la gestacion.

La insulina se vio afectada por el momento gestacional (p= 0,004) (Figura 2 b).
Las concentraciones fueron mayores en las obesas respecto a las normopesas
en PerGest1 (normopesas 7,27+1,36 y obesas 13,48+1,55 yUl/mL) (p= 0,0045).
Para el grupo de normopesas, se observo un incremento importante entre el
PerGest 1 (7,27+1,36 pUl/mL) y 2 (17,51+£1,63 pUI/mL) (p<0,0001), y una
tendencia a disminuir entre PerGest 2 (17,51+1,63 pUl/mL) y 3 (12,18%£2,45
pUI/mL) (p=0,078). En el caso de las obesas no hubo alteraciones significativas
a lo largo de la gestacion.

El indice HOMA por su parte se vio influenciado por el periodo gestacional
(p=0,0011) y tendi6 a afectarse por la interaccion entre periodo gestacional y
condicién corporal (p=0,069) (Figura 2 c). Hubo diferencia entre grupos en
PerGest 1 (normopesas 1,06£0,31 y obesas 2,70+0,36) (p=0,0013). Las
normopesas mostraron un aumento importante entre los momentos 1
(1,06£0,31) y 2 (3,76+0,37) (p<0,0001); y una tendencia a disminuir entre 2
(3,76+0,37) y 3 (2,5510,56) (p=0,08). Las obesas no manifestaron variaciones a
lo largo del estudio.
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Figura 2 a- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre la glicemia (mg/dL)
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Figura 2 b- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre la insulinemia
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Figura 2. c- Efecto del periodo gestacional y de grupo sobre el indice HOMA en
yeguas gestantes, normopesas (CC<7) y obesas (CC>7).

* diferencias estadisticamente significativas, p<0,05.

** tendencia a diferir, p<0,1.

14.DISCUSION

La condicion corporal sufri6 modificaciones notorias a lo largo del periodo
gestacional, eliminandose la diferencia que existia entre grupos, en desacuerdo
con lo reportado por Robles et al. (2018) quienes observaron que la diferencia
de condicion entre normopesas y obesas se mantuvo durante la gestacién. En
nuestro estudio, el grupo de normopesas tuvo un aumento entre PerGest 1 y
PerGest 2, para luego mantenerse estable. El grupo de obesas, por su parte, no
manifesto alteraciones de este tipo durante la gestacion. Las diferencias entre
estudios podrian atribuirse a diferencias raciales, ya que en nuestro estudio se
realizd en yeguas de la raza criolla, una raza conocida por su predisposicion a la
obesidad (Cantarelli et al., 2018) mientras que Robles et al. (2018) utiliza razas
Silla frances y Anglo-arabes. Otro punto a tener en cuenta es el manejo, ya que
en nuestro trabajo los animales estuvieron siempre en pasturas de campo
natural, mientras que en el de Robles et al. (2018) se encontraban estabulados
y bajo otros planos nutricionales.

Como se hipotetizaba, los niveles de leptina fueron mayores en el grupo de
animales obesos (Fitzgerald & McManus, 2000; Buff et al., 2002; Gentry et al.,
2002; Kearns et al., 2006; Smith, 2017; Robles et al., 2018; Sessions-Bresnahan,
Heuberger & Carnevale, 2018). Esta diferencia se mantuvo practicamente sin
variaciones durante todo el periodo de estudio, y la leptinemia no reflejé el
aumento en condicidén corporal del grupo de normopesas. Esto concuerda con
reportes anteriores; Gentry et al. (2002) encontraron diferencias en los niveles
de esta hormona en un grupo de yeguas con alta condicidon corporal; Van
Weyenberg et al. (2013) observaron o mismo en un grupo de ponies obesos.
Sugerimos que estas diferencias pueden ser explicadas por una resistencia a la
leptina en los individuos categorizados como obesos desde el inicio del estudio.
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En el caso de la adiponectina no se constatan diferencias entre grupos, hallazgo
que sugiere que no hay influencia de la condicidén corporal en dicha adipoquina
en la poblacion estudiada. Esto esta en desacuerdo con lo reportado en otros
trabajos, en los que se encontraron valores menores en animales obesos o se
observo una correlacion inversa entre la hormona y la condicion corporal (Kearns
et al.,, 2006; Wooldridge et al., 2012; Robles et al., 2018). Tampoco hubo
variacion entre momentos gestacionales, como si reportaron Robles et al. (2018)
para el grupo de normopesas, en las que observaron un incremento. De todas
maneras, como se observa en la grafica el error estandar encontrado en esta
variable fue grande; es decir, la variacion individual en esta hormona es
relevante.

La glicemia basal se vio influenciada por la condicion corporal, el periodo
gestacional y la interaccion entre ellos. Presenté una diferencia notoria entre
grupos al inicio del estudio, contrario a lo reportado por Robles et al. (2018). En
PerGest 1, las concentraciones fueron notoriamente menores en normopesas,
para luego observarse un importante aumento. En PerGest 2 ya no se
observaron diferencias con las obesas, manteniéndose de esta forma hasta el
PerGest 3. Posiblemente las variaciones observadas se vinculan con las de
insulina e indice HOMA (ver discusion debajo). El grupo de obesas no manifesto
variaciones en este analito entre los distintos momentos de muestreo.

En concordancia con lo reportado por Robles et al. (2018), la insulina basal se
vio afectada por la etapa gestacional. Si bien la CC como efecto fijo no afecté la
concentracion de insulina, si se encontraron diferencias por Tukey entre grupos
en momentos especificos de la gestacion, ya que las yeguas obesas tuvieron
mayores concentraciones de insulina en el PerGest1 respecto de las
normopesas. Smith et al. (2017) y Robles et al. (2018) no reportaron diferencias
en la concentracion de insulina acorde a la condicion corporal, y esto puede
deberse a la raza incluida en el estudio. El grupo de normopesas, tuvo un
aumento significativo entre PerGest 1 y PerGest 2, que acompaiié el incremento
en la glicemia; hacia PerGest 3 tendié a disminuir sus concentraciones séricas.
Las yeguas obesas no presentaron variaciones entre los momentos analizados.

El indice HOMA fue afectado por el periodo gestacional mientras que la
interaccién entre periodo gestacional y condicién corporal tendié a ser
significativa. La interaccion se explica por las diferencias encontradas en el
PerGest 1, en el cual las yeguas obesas presentaron valores HOMA compatibles
con insulino resistencia. En las yeguas normopesas hubo un aumento del
PerGest 1 al PerGest 2, expresando valores de HOMA compatibles con insulino
resistencia que luego tendid a disminuir entre PerGest 2 y PerGest 3,
probablemente acompafiando la tendencia a la disminucion observada para la
insulina entre los mismos momentos en dicho grupo. En las obesas, por su parte,
no se encontraron diferencias entre los PerGest, y se mantuvieron por encima
del limite establecido practicamente en los tres momentos. Esos valores
indicativos de insulino resistencia mantenidos durante todo el periodo de estudio
difirie parcialmente de lo establecido por Robles et al. (2018) quienes reportan
un incremento en la insulino resistencia en el mismo grupo de animales, pero
hacia el final del periodo gestacional. Si bien en un estudio se concluye que no
hay ventajas en la utilizacion de proxies frente a la determinacién de insulina
basal para el diagnéstico de insulino resistencia (Lindase, Nostell, Bergsten,
Forslund & Brojer, 2021), en nuestro caso fue posible diferenciar animales sanos

22



de insulino resistentes, aun cuando estos ultimos presentaban valores de
insulina dentro de los rangos normales.

Analizadas en conjunto, las graficas de glicemia, insulina e indice HOMA, para
el grupo de normopesas, vemos como las tres curvas sufren un incremento entre
PerGest 1 y 2. A partir de esto podemos interpretar que existe un desarrollo de
insulino resistencia reflejada en aumento del indice HOMA, por lo que se da un
incremento en la glicemia, que a su vez deriva en un aumento de los niveles de
insulina. Entre PerGest 2 y 3, se observa que la glicemia se mantiene inalterada,
mientras que insulina tiende a disminuir, lo que a su vez se refleja nuevamente
en el indice HOMA. En este grupo, estos cambios seguramente se expliquen por
el desarrollo de resistencia a la insulina por parte de los tejidos maternos;
fendmeno que se sabe ocurre de forma fisiologica durante la gestacion (Fowden
et al.,, 1984; Morresey, 2012). A pesar de esto, sugerimos que durante la
gestacion ocurren cambios que permiten el depdsito de tejido graso sin depender
de la insulina. De esta manera se le atribuiria el aumento en la CC, al aumento
en la glucosa circulante.

En el caso del grupo de obesas las variables mencionadas en el parrafo anterior
se mantuvieron estables durante el periodo de estudio. Lo que podria ser
indicativo de un metabolismo alterado de forma basal, sin incidencia de las
alteraciones fisiologicas propias de la gestacion.

Cabe destacar la gran relevancia de los desequilibrios metabdlicos, mas
concretamente de las alteraciones insulinicas mencionadas en esta tesis. Ya se
ha demostrado que la exposicidn a hiperinsulinemias desencadena cuadros de
laminitis (Asplin et al., 2007; de Laat et al., 2010; de Laat, Sillence et al., 2012).
Ademas, Robles et al. (2018) muestran que la obesidad en la yegua gestante
impacta también en la salud del potrillo. Este grupo reportdé que hijos de yeguas
obesas presentaron, en momentos puntuales, mayor IR, cuadros de inflamacién
cronica, y mayor proporcion de lesiones de osteocondrosis; al compararlos con
un grupo de potrillos nacidos de yeguas con una CC normal. Por su parte, otros
estudios informaron que potrillos de yeguas sobrealimentadas en el ultimo tercio
de la gestacién presentaron un incremento en numero y tamafno de islotes de
Langerhans, alteracion en desarrollo y diferenciacion de fibras de musculo
esquelético. Ademas, estos animales presentaron alteraciones en la expresion
de genes vinculados a efectos de la insulina y captacién de glucosa, por lo que
concluyen que estos cambios ocurridos pueden resultar en alteraciones
metabdlicas e influir negativamente en el desempefio deportivo en la vida adulta
(Bradbery, Coverdale, Hammer et al., 2021; Bradbery, Coverdale, Hartz et al.,
2021).

15.CONCLUSIONES

Concluimos que el metabolismo glucidico, leptina circulante y la sensibilidad a la
insulina se ven influenciadas por la gestaciéon y por la condicién corporal. Se
observo como las variaciones en insulina y glucosa basales, asi como en insulino
resistencia reflejado en el indice HOMA, que ocurren durante la prefiez de forma
fisioloégica, quedan enmascaradas por un metabolismo ya alterado de forma
basal en los animales obesos.
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