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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos a largo plazo de la subnutricién
gestacional sobre la composicion corporal, el peso de los 6rganos, la masa e histologia
muscular en ovejas. Se utilizaron 28 ovejas de raza Corriedale (20 de parto simple y
8 de parto doble) nacidas en la primavera del afio 2013 y cuyas madres pastorearon
desde 23 dias antes de la concepcién hasta el dia 122 de gestacion sobre dos ofertas
contrastantes de campo natural: 1) Grupo alta oferta (AOF) pastorearon a 10-12 kg
MS/100 kg de peso vivo (PV)/dia y 2) Grupo baja oferta (BOF) pastorearon a 5-8 kg
MS/100 kg PV/dia. La progenie femenina objetivo de este trabajo fue criada, destetada
y mantenida en una misma majada en igualdad de condiciones hasta los 7 afios de
edad, momento en el que se trasladaron para su faena. Previo a la faena se llevé a
cabo el pesaje y toma de medidas corporales. Posteriormente se procedio a el pesaje
de organos (higado, rifiones, glandulas adrenales, corazon y tracto reproductor) y
también a la diseccion y registro del peso de los siguientes musculos de las medias
canales izquierdas: Semitendinosus (ST), Gluteobiceps (GB), y Supraspinatus (SS).
Muestras de estos musculos se fijaron y congelaron para luego obtener cortes
transversales que se trataron con la reaccion histoquimica de PAS para realizar
diferentes evaluaciones histologicas tanto del tejido muscular como del tejido adiposo
intramuscular. La subnutricion gestacional no afecto el peso de los 6rganos evaluados
con la excepcion de los riflones (P = 0,02) que resultaron mas pesados en los animales
BOF (104,45 £ 5,20 g) en comparacion al grupo AOF (88,84 + 5,72 g). Se detectaron
algunas interacciones entre el tratamiento y el tipo de parto para el peso de algunos
organos. Las ovejas de partos dobles del grupo AOF tuvieron corazones mas livianos
en comparacion a las simples del mismo grupo (P = 0,02; 203,90 + 4,22 y 245,63 +
8,71 g, respectivamente). Las ovejas de parto doble del grupo BOF tendieron (P =
0,09) a tener adrenales mas pesadas que el resto de los grupos. El peso muscular no
fue afectado por el tratamiento nutricional de las madres (P= 0,19). No obstante, se
detectd un efecto significativo para la interaccion entre el tratamiento y el tipo de parto
(P = 0,0188) que implicé que dentro de las ovejas AOF el tipo de parto doble produjo
musculos mas livianos, mientras que entre ovejas BOF no existio diferencias en el
peso muscular de ovejas simples y dobles. El tratamiento no afectd los porcentajes de
fibras musculares con diferentes niveles de PAS positividad (P= 0,53). El tratamiento
tampoco afectd ninguna de las variables medidas en los adipocitos intramusculares
(P = 0,18). Sin embargo, se detecté una tendencia (P = 0,0518) a que la densidad
adipocitaria fuera afectada por la interaccion entre el tratamiento y el tipo de musculo
de forma tal que se observo que el tratamiento de subnutricibn aumenté la densidad
adipocitaria solo en el musculo ST (P = 0,014) mientras que en los otros musculos no
hubo diferencias en la densidad adipocitaria entre animales BOF y AOF (P = 0,59). El
diametro adipocitario fue afectado por la interaccidén entre tratamiento y musculo (P =
0,0467) de forma tal que la subnutricion de las madres redujo el diametro adipocitario
solo en el masculo ST (P = 0,008) mientras que en los demas musculos no hubo efecto
del tratamiento para esta misma variable (P = 0,86). A su vez, también hubo una
tendencia (P = 0,0630) a que las areas de seccion transversal adipocitarias estuvieran
afectadas por la interaccion entre el tratamiento y el musculo, de forma tal que el
tratamiento nutricional redujo el area de seccion transversal adipocitaria en masculo
ST (P = 0,010), en tanto que no produjo ningun efecto en los musculos SS ni GB (P =
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0,91). Por otra parte, el diametro de los adipocitos tendio a estar afectado por la triple
interaccion entre tratamiento, muasculo y tipo de parto (P= 0,066). Dentro de los
animales de AOF el parto doble no afect6 el diametro adipocitario en los musculos GB
y SS (P2 0,22), mientras que en el ST lo aumentd significativamente (P = 0,02). Por
otra parte, dentro de los animales BOF el parto doble no produjo efecto sobre el
diametro adipocitario en ninguno de los musculos evaluados (P = 0,32). En conclusion,
la subnutricibn materna indujo efectos a largo plazo sobre la masa y la histologia
muscular que podrian repercutir en diferentes niveles de la salud animal siendo
importante destacar que la mayoria de estos efectos parecen depender tanto del tipo
de parto o gestacion como del musculo en el que se los evalle.



SUMMARY

The aim of the present study was to examine the long-term effects of gestational
undernutrition on body composition, organ weight, muscle mass, and histology in
sheep. Twenty-eight Corridale sheep (20 single births and 8 twins) born in spring 2013
were used. Their mothers grazed from 23 days before conception until day 122 of
gestation on two contrasting natural pasture conditions: 1) High Pasture allowance
(HPA), grazing at 10-12 kg dry matter (DM)/100 kg body weight (BW)/day, and 2) Low
Pasture allowance (LPA), grazing at 5-8 kg DM/100 kg BW/day. The female offspring
studied were raised, weaned, and maintained in the same flock under the same
conditions until the age of 7, at which point they were transferred for slaughter. Prior
to slaughter, weighing and body measurements were taken. Subsequently, organ
weights (liver, kidneys, adrenal glands, heart, and reproductive tract) were recorded,
and the following muscles from the left half-carcasses were dissected and weighed:
Semitendinosus (ST), Gluteobiceps (GB), and Supraspinatus (SS). These sampled
muscles were fixed and frozen, and cross-sections were then obtained and treated
with the PAS histochemical reaction to perform histological evaluations of both muscle
tissue and intramuscular adipose tissue. Gestational undernutrition did not affect the
weights of the evaluated organs, except for the kidneys (P = 0.02), which were heavier
in the LPA animals (104.45 £ 5.20) compared to the HPA group (88.84 + 5.72). Some
interactions between treatment and birth type were detected for the weight of certain
organs. HPA twin sheep had lighter hearts than single-borns in the same group (P =
0.02, 203.90 + 4.22 and 245.63 + 8.71, respectively). LPA twin sheep tended (P = 0.09)
to have heavier adrenal glands than the rest of the groups. Muscle weight was not
affected by the mothers' nutritional treatment (P = 0.19). However, a significant
interaction effect was detected between treatment and birth type (P = 0.0188), implying
that among HPA sheep, twins had lighter muscles, while among LPA sheep, there was
no  difference in  muscle weight between singles and  twins.
The treatment did not affect the percentages of muscle fibers with varying PAS
positivity levels (P = 0.53) or any of the variables measured in intramuscular adipocytes
(P = 0.18). However, a trend was observed (P = 0.0518) suggesting that adipocyte
density was affected by the interaction between treatment and muscle type, showing
that undernutrition increased adipocyte density only in the ST muscle (P = 0.014), with
no differences in adipocyte density among other muscles between LPA and HPA
animals (P = 0.59). Adipocyte diameter was affected by the interaction between
treatment and muscle (P = 0.0467), with maternal nutritional treatment reducing
adipocyte diameter only in the ST muscle (P = 0.008), while in other muscles, no
treatment effect was observed for this variable (P = 0.86). Additionally, a trend (P =
0.0630) was observed for cross-sectional adipocyte areas to be affected by the
interaction between treatment and muscle, with maternal subnutrition reducing
adipocyte cross sectional area in the ST muscle (P = 0.010) but having no effect in the
SS and GB muscles (P= 0.91). Furthermore, adipocyte diameter tended to be affected
by a three-way interaction between treatment, muscle, and birth type (P=0.066). In
HPA animals, twin births did not affect adipocyte diameter in any of the evaluated
muscles (P2 0.32)



In conclusion, maternal undernutrition induced long-term effects on muscle mass and
histology, which could impact various levels of animal health. It is important to note that
most of these effects appear to depend on both the birth type and the specific muscle
being evaluated.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Programacioén Fetal

El concepto de programacién fetal fue desarrollado por el epidemidlogo inglés
David Barker quien plante6 que ciertos trastornos de la vida adulta pueden deberse
a afecciones sucedidas en el ambiente intrauterino durante el desarrollo prenatal
de esos individuos. Este concepto tiene su origen en estudios epidemioldgicos
llevados a cabo en humanos que indicaron que ciertas enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas (Figura 1) podian estar vinculadas con la pobre
nutricion materna en la etapa prenatal (Barker & Osmond, 1986). A partir de alli se
ha establecido que enfermedades tales como la hipertension, diabetes mellitus tipo
I, dislipemias y enfermedades coronarias pueden deber su origen a un periodo de
subnutricion materna durante el desarrollo fetal (Barker, 2002; De Boo & Harding,
2006; Zandi-Nejad et al., 2006).

Déficit nutricional Insuficiencia
materno placentaria

SINDROME
METABOLICO

'
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Desnutricion fetal g
— =
—_— g
- . Cambios - . - . E
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ambiente =H
Hiperlipidemia . Resistencia a la ]
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=
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Figura 1. Hipotesis de Barker (Fuente: Garcia et al., 2012)

Podemos decir entonces que la teoria de la programacion fetal se basa en el hecho
de que existen periodos especificos del desarrollo en los cuales los organismos
resultan permeables o especialmente susceptibles a diferentes condiciones del
entorno. Cuando un feto se enfrenta a una situacibn de subnutricion se
desencadenaran una serie de procesos que alteraran la estructura y funcion de sus
organos con el objetivo de mantener el desarrollo de sus funciones vitales permitiendo
la sobrevivencia. A medida que el tiempo pasa, la respuesta a los desafios se vuelte
limitada. Este fendmeno conocido como programacion fetal refiere a que estimulos,
cuando son aplicados durante el desarrollo temprano de un individuo generaran en él
cambios permanentes que se manifestardn en la etapa adulta (Calkins & Devaskar,
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2011). Pese a que los mecanismos implicados en la programacion fetal son diversos,
en general se ha propuesto que los efectos ambientales prenatales alteran las rutas
fisiologicas para dotar al individuo de mejores herramientas de sobrevida bajo
condiciones ambientales negativas. Segun Hales y Barker (1992) los individuos mal
nutridos prenatalmente se adaptan fisiolégicamente mejor a las condiciones de mala
nutricion, pero, sin embargo, cuando se enfrentan a condiciones nutricionales
favorables en la vida adulta, dichas adaptaciones los predisponen a contraer
enfermedades metabdlicas. Esto se conoce como el fenotipo ahorrativo; animales
programados para la escasez que se enferman al enfrentarse a condiciones
nutricionales favorables.

1.2. Mecanismos de Programacion Fetal

Los mecanismos involucrados en los efectos de programacién fetal son diversos y
altamente complejos, incluyendo alteraciones en el intercambio de nutrientes entre
madre y feto (estructura y funcién placentaria, cambios hemodinamicos en el flujo
sanguineo feto placentario) asi como alteraciones especificas en los procesos
ontogénicos de los diferentes 6rganos, tejidos y/o tipos celulares (Ithurralde, 2022). Es
clave reconocer que cuando nos referimos a los efectos especificos de programacion
fetal sobre ciertos tejidos o tipos celulares particulares, se debe considerar que gran
parte de esos efectos estardn determinados por las dinamicas de desarrollo de dichos
tejidos o células (Ithurralde, 2022). Durante el desarrollo embrionario y fetal existen
ciertos periodos donde algunos érganos pueden ser mas o menos sensibles a las
injurias provocadas por un ambiente materno desfavorable. En términos celulares o
histol6gicos, se puede decir que los efectos nocivos ambientales afectaran los
procesos de proliferacion o mitosis (hiperplasia) celular, asi como también los
procesos de maduracion funcional y crecimiento (hipertrofia) celular (Sallout & Walker,
2003). Estos efectos sobre el desarrollo de los érganos son los que terminan
aumentando la probabilidad de presentar ciertas patologias en la vida adulta,
estimandose que en los seres humanos un 50% de las enfermedades metabdlicas del
adulto tienen su origen en la etapa de desarrollo fetal (Vo & Hardy, 2012). Es asi
entonces que el feto necesita un ambiente y una nutricion acorde a sus requerimientos
para un desarrollo pleno de su organismo siendo que cualquier situacion que haga
variar ese equilibrio podria alterar tal desarrollo (Snoeck et al., 1990). En general se
acepta que existen diversos factores ambientales que son capaces de inducir efectos
de programacién fetal siendo los de tipo nutricional los mas estudiados y altamente
relacionados con la induccién de efectos permanentes en el crecimiento, el
metabolismo y los procesos patolégicos futuros (Sinclair et al., 2007). En ese sentido,
existen multiples trabajos que han demostrado que las condiciones nutricionales
alteradas durante el desarrollo prenatal son capaces de impactar en la hiperplasia
celular a nivel de diferentes drganos y/o tejidos. A modo de ejemplo, una inadecuada
nutricion en ratas gestantes a las que se las sometié a una dieta hipocalérica y baja
en proteinas produjo efectos negativos en el desarrollo hiperplasico de las células beta
del pancreas y en el tamafio de los islotes (Snoeck et al, 1990). También se ha
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observado que una subnutricion materna es capaz de reducir la cantidad de células
de Sertoli testiculares tanto en ovinos (Bielli et al., 2002) como en roedores de
laboratorio (Genovese et al., 2009). Otro ejemplo de efectos de programacion fetal por
subnutricion sobre la hiperplasia celular ha sido demostrado por Ithurralde et al. (2020)
quienes reportaron que la subnutricion de ovejas gestantes reduce la hiperplasia de
las células mioprogenitoras repercutiendo en la formacién de musculos con un menor
namero de células. No esta de més agregar también que ademas de la subnutricién,
otras situaciones ambientales negativas tales como el consumo de alcohol por parte
de la madre gestante pueden generar efectos de programacion fetal, trayendo como
consecuencia un incremento en el riesgo durante la nifiez de sufrir patologias
neuroldgicas y patologias asociadas al sindrome de alcoholismo fetal (Legault et al,
2018).

Por otra parte, ademas de los efectos especificos sobre la hiperplasia celular y el
desarrollo de los tipos celulares y tejidos, gran parte de los efectos de programacion
fetal han sido relacionados con cambios en el desarrollo y la funcién placentaria
(Godfrey, 2002; Jansson et al., 2007; Myatt, 2006,). Es de gran importancia recordar
los diversos roles que cumple la placenta tales como el transporte de nutrientes y
productos de desechos entre madre y feto, la proteccién de la respuesta inmune
materna y el oficiar como fuente de hormonas peptidicas y esteroideas que influyen
en el metabolismo materno, fetal y placentario (Myatt, 2006). Entre los aspectos
placentarios que se pueden ver alterados en situaciones de programacion fetal se
encuentran la abundancia y/o actividad de transportadores de nutrientes especificos
entre los que se destacan los de aminoacidos y también el desarrollo y la funcién de
los componentes vasculares placentarios (Jansson et al., 2007; Todros et al., 1999).
Por esta razon se ha propuesto que una injuria en el entorno materno causara una
alteracion placentaria tanto a nivel estructural como de su funcién, la cual
probablemente juegue un papel importante en el desarrollo del individuo afectandolo
por ejemplo en su desarrollo neurolégico fetal. Esto se debe a que la placenta participa
en rutas metabolicas que modulan el desarrollo del cerebro fetal y su alteracién podria
incluso explicar el origen de ciertos trastornos de tipo psiquiatricos (Faa et al, 2016).

A su vez, desde el punto de vista molecular los mecanismos que reciben mayor
atencion en cuanto a ser considerados como posibles causantes de los efectos de
programacion fetal son los denominados mecanismos epigenéticos. Segun Vo y Hardy
(2012), si bien es la genética tradicional lo que va a hacer que una persona este mas
0 menos propensa a sufrir una enfermedad heredable, es la epigenética y el ambiente
lo que determinaran el resultado de la misma, de forma tal que a través de diferentes
mecanismos la epigenética interviene en la programacion a nivel celular en el
individuo. Concretamente los mecanismos epigenéticos comprenden una serie de
modificaciones quimicas sobre el ADN y las proteinas que actian junto a este, las
cuales van a regular la expresion de los genes a corto y sobre todo a largo plazo sin
modificar el codigo genético individual (Casanello et al., 2015).
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1.3. Efectos diferenciales de programacion fetal sobre el desarrollo de
diferentes 6rganos

Los efectos ambientales adversos durante el desarrollo temprano inciden en el
desarrollo de los tejidos y 6rganos alterando su funcion. No obstante, los efectos
pueden ser diferentes dependiendo de varios factores tales como el momento en el
que ocurre la subnutricién y la dindmica temporal de desarrollo de cada tejido o cada
organo. A su vez, se ha establecido que ante situaciones restrictivas diversos 6rganos
pueden verse afectados de forma diferencial por causa de mecanismos de priorizacién
en la distribucion de nutrientes y/o oxigeno, o bien debido a susceptibilidades
diferentes de los distintos 6rganos a la carencia de nutrientes. Es asi que Barker y
Hanson (2004) sostienen que mientras el feto va desarrollandose y se ve expuesto a
efectos adversos, se lleva a cabo una redistribucion sanguinea cuyo objetivo
primordial es proteger el cerebro, pero al mismo tiempo limita el desarrollo de otros
organos tales como el higado o los rifiones. Esto se conoce como la teoria del dilema
fetal, que plantea que ante situaciones restrictivas los fetos responden con una
redistribucién sanguinea que tiene como obijetivo proteger al cerebro, pero que a su
vez compromete y limita el desarrollo de otros 6rganos como los rifiones y el higado,
siendo los mecanismos implicados en la redistribucidbn sanguinea complejos e
implicando la accién de hormonas, asi como los cambios que enfrentaran los érganos
fetales como consecuencia a la accion de sustancias vasoconstrictoras como las
catecolaminas, arginina-vasopresina, endotelina y el 6xido nitrico (Barker & Hanson,
2004; Nathanielsz & Hanson, 2003). Al mismo tiempo, la redistribucién del flujo de
sangre hacia los érganos prioritarios también se explica por la presencia de ciertas
estructuras vasculares especiales que permiten el bypass o pasaje selectivo de
distintas partes de la circulaciéon placentaria y fetal (Figura 2). Estas estructuras son el
foramen oval, el conducto arterioso y los ductos venosos. Por ejemplo, los ductos
venosos fetales corresponden a un shunt o anastomosis Unica que permite el paso
directo de sangre bien oxigenada desde la vena umbilical a la circulacién coronaria y
cerebral, a través de un paso preferencial por el foramen oval (Pérez-Pedregosa et
al., 2014). Se ha propuesto que, ante situaciones restrictivas, sobre todo de hipoxia
fetal, el nivel de apertura de esta anastomosis varia, modificando asi la cantidad de
sangre, nutrientes y oxigeno que llegan a los diferentes 6rganos fetales. Por ejemplo,
Tchirikov et al. (2003) propusieron que las catecolaminas son capaces de generar
comparativamente mayor nivel de vasoconstriccion en las venas intrahepaticas que
en los ductos venosos, lo que genera que el flujo sanguineo fetal se redistribuya
reduciendo el pasaje de sangre por el higado y favoreciendo el flujo hacia el sistema
nervioso central.
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Figura 2. Representacion de la circulacion fetal, se observa la circulacion sanguinea
del higado y el cerebro fetal. (A) La sangre rica en nutrientes proveniente de la
placenta viaja a través de la vena umbilical y perfunde el higado fetal o lo evita a través
de una derivacién del conducto venoso (shunt). (B) La preservacion de la circulacion
cerebral 0 “Brain-sparing” esta asociada con la vasodilatacion del mismo, alterando la
velocidad de onda del flujo sanguineo en la arteria cerebral media, y por lo tanto
disminuyendo el indice de pulsatilidad (Adaptado de Godfrey et al, 2012).

Estos mecanismos de redistribucion del flujo sanguineo, oxigeno y nutrientes hacia
algunos organos por sobre otros, conjuntamente con las dinamicas temporales de
desarrollo y las prioridades en cuanto a particion de nutrientes, han llevado a que se
proponga que ante situaciones de restriccion nutricional los individuos no ven
afectados todos sus organos de igual manera. Esto fue comprobado a nivel nacional
por Abud et al. (2020) quienes evaluaron el efecto de dos ofertas de forraje diferentes
en ovejas gestantes desde 23 dias previos a la concepcion hasta los 70 0 122 dias de
gestacion demostrando que la subnutricion materna afecta de forma distinta el peso
de los diferentes érganos en fetos de 70 dias y corderos neonatos. Estos autores
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sugieren una jerarquizacibn en cuanto a qué organos fueron mas o menos
desarrollados, siendo los mas importantes el corazén y el sistema nervioso central,
seguidos con una importancia intermedia los érganos metabdlicos (adrenales, rifiones,
higado), y encontrando menos priorizados, y por tanto con una jerarquia menor los
testiculos y los genitales externos junto con los masculos esqueléticos de la carcasa.
Esto es consistente con trabajos anteriores como el de Gao et al. (2009) quienes
reportan que aquellos corderos gestados por madres restringidas nutricionalmente
experimentaron un retraso en el crecimiento. Este retraso fue caracterizado por el
hecho de que aquellos 6érganos de desarrollo temprano como el cerebro tuvieron alta
prioridad en la division de nutrientes y por lo tanto se vieron menos afectados, a
diferencia de 6rganos de desarrollo méas tardio como pulmones, higado y bazo, los
cuales fueron méas afectados por la subnutricién gestacional. Resultados similares
fueron reportados por Desai et al. (1996) quienes estudiaron como afectaria una dieta
hipocaldrica baja en proteinas a las crias de ratones al dia 21 de nacidos, y
comprobaron que aquellos ratones hijos de madres con una dieta restringida
exhibieron un 35% menos de peso al nacer que el grupo proveniente de madres no
restringidas, pero ademas evidenciaron un crecimiento selectivo o diferencial en
relacion al peso corporal de diferentes érganos como el cerebro y los pulmones (los
menos afectados), o el pancreas, bazo, musculos e higado (los que tendieron a pesar
menos en relacion al peso corporal).

1.4. Desarrollo del tejido muscular estriado esquelético y efectos de
programacion fetal

La miogénesis es el proceso por el cual se desarrollan las células musculares. Este
proceso parte de mioblastos que son células mononucleadas e indiferenciadas que
irdn proliferando, fusionandose y finalmente diferenciandose en fibras musculares
(Picard et al., 2002). Los mioblastos a su vez provienen de células mesenquimales
pluripotenciales (Pittenger et al., 1999) y surgen del mesodermo embrionario,
especificamente del dermomiétomo (Picard et al.,, 2002). Es asi que durante la
miogénesis los mioblastos atravesaran varias etapas, partiendo por la proliferacién
donde aumentan su numero gracias a la mitosis celular, para luego fusionarse entre
si y formar una nueva estructura celular multinucleada que perdera permanentemente
la capacidad de mitosis o division celular (Swatland, 1984). Esta fase es denominada
etapa de desarrollo hiperplasico muscular y en esta aiin hay mioblastos activos y por
lo tanto no fusionados con capacidad mitética. Luego el desarrollo muscular avanza
gracias a procesos hipertroficos caracterizados por un aumento en diametro y longitud
de las células musculares, pero sin un aumento en la cantidad de las células que lo
conforman (Swatland, 1984). Es importante establecer aquellos momentos del
desarrollo fetal donde se producen estas etapas para saber que tan afectado podria
verse el desarrollo muscular si la madre se viese sujeta a diferentes injurias como
podria ser una nutricién deficiente. En la especie ovina la fase hiperplasica miogénica
sucede hasta el dia 70-85 del desarrollo intrauterino aproximadamente (Fahey et al.,
2005; Wilson et al., 1992) y es aqui entonces donde se establece el numero de fibras
musculares que tendra el animal durante su vida adulta. Se ha estudiado que, en la
mayoria de las especies productivas, incluido el ovino la fase hiperplasica de la
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miogénesis se desarrolla a su vez en dos etapas, siendo estas las denominadas
miogénesis primaria y miogénesis secundaria. La miogénesis primaria es la que
ocurre mas temprano en el desarrollo fetal y durante la cual la fusion de mioblastos
primarios da origen a una primera generacion de precursores multinucleados llamados
miotubos primarios; mientras que la miogénesis secundaria hace alusion a la
formacion de la segunda generacion de precursores multinucleados llamados fibras
fetales secundarias que se formaran de mioblastos mas tardios (Picard et al., 2002;
Swatland., 1984;). La importancia de reconocer estas dos generaciones de mioblastos
y de precursores de fibras maduras radica en que las mismas tienen susceptibilidades
distintas a la programacion fetal; las fibras secundarias (producto de la miogénesis
secundaria) son las mas sensibles a la programacion fetal (Picard et al., 2002). A su
vez, es importante reconocer también que las fibras formadas durante la miogénesis
secundaria son las que mas influencia van a tener sobre la futura masa muscular del
animal adulto (Picard et al., 2002), de forma tal que su formacion resultara clave para
las caracteristicas tanto en masa como en funcién de los musculos cuando el individuo
sea adulto.

Miogénesis primaria »)

e —’/7//—-

Mioblastos Miotubos Miotubos fibras musculares
embrionarios primanios maduros

Miogénesis secundaria ()

Mioblastos Miotubos Miotubos

jonari secundarios fibras musculares
embrionarios modaros

Figura 3 Etapas de la Miogénesis. Fuente (Adaptado de Casas., 2009). En ovinos los
miotubos primarios (A) se forman entre los dias 32-38 de gestacién y las fibras fetales
secundarias (B) se forman entre los dias 38 y 76 de gestacion (Wilson et al., 1992)

La programacion fetal del musculo esquelético ha recibido mucha atencion de los
investigadores no solo por la importancia del masculo en si misma sino también por el
hecho de que los musculos parecen ser especialmente sensibles a los efectos
ambientales negativos durante su desarrollo. Como se coment6 antes, los musculos
pueden ser poco priorizados en comparacion con otros érganos y esa es una causa
importante de los efectos mas marcados que padecen los masculos en relacion a otros
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organos. Pero a su vez, gran parte de la explicacion de por qué el masculo padece
mas los efectos de programacion fetal pasa por su dinAmica temporal de desarrollo
prenatal. EI masculo estriado esquelético es especialmente sensible a los efectos de
programacion fetal dado que, como se comentd antes, su desarrollo hiperplasico
(determinacion del numero total de células que lo constituird) ocurre temprano en la
gestacion (Picar et al., 2002) y porque ademas es un tejido poco priorizado en la
particion de nutrientes ante situaciones restrictivas (Abud et al., 2020; Bauman et al.,
1982; Close & Pettigrew, 1990). Nuestro equipo ha recientemente demostrado que la
subnutricion gestacional reduce la cantidad de células formadas en la etapa miogénica
secundaria fetal (Ithurralde et al., 2020), reduce la masa muscular y produce cambios
morfoldgicos y fisioldégicos en las poblaciones celulares musculares evidenciables
tanto al nacimiento (Ithurralde et al., 2023) como a los 200 dias de vida en corderos
(Ithurralde et al., 2021). No obstante, hasta donde sabemos no existen trabajos que
hayan evaluado los efectos de programacion fetal sobre la masa y la histologia
muscular en ovejas adultas de edades avanzadas.

1.5. Tejido muscular esquelético vy diversidad fibrilar. Programacion fetal e
importancia para la salud y metabolismo animal

El tejido muscular esquelético estda conformado principalmente por células llamadas
fibras musculares consideradas la unidad estructural y funcional muscular, que
ocupan un 75-90% del volumen muscular total, y que constituyen el tejido contractil,
siendo ademas quienes definen la masa muscular de los animales (Lee et al., 2010).
Las fibras musculares estriadas son células especializadas; sincitios multinucleados
de gran diametro y longitud, muy diferenciados y especializados para el trabajo
contractil, pero que exhiben una importante diversidad fibrilar dentro de cada musculo.
Es asi que Lefaucheur y Gerrard (2000) clasifican a las fibras musculares estriadas
segun dos criterios: sus caracteristicas contractiles y sus caracteristicas metabdlicas.
La division de las células musculares en funcion de su perfil contractil se refiere a que
las células pueden estar mejor o peor adaptadas para realizar contracciones mas o
menos veloces y esto esta definido por el polimorfismo de la cadena pesada de
miosina (MyHC) (Maccatrozzo et al., 2004). De esta forma las fibras de contraccion
lenta contienen MyHC de tipo | y se asocian mas al mantenimiento de la postura
porque se requieren contracciones mas lentas y sostenidas en el tiempo, mientras que
las fibras de contraccion rapida contienen MyHC de tipo Il y se asocian a la produccion
de movimientos mas intensos y breves (Lefaucheur & Gerrard, 2000). Cuando nos
referimos a las caracteristicas metabdlicas de las fibras musculares hablamos de que
estas células pueden estar mejor o peor adaptadas para obtener la energia que se
utilizara en la contraccion por un metabolismo predominantemente aerébico oxidativo
o0 por un metabolismo anaerobico glucolitico. De ese modo existen fibras de tipo
oxidativas que utilizan tanto la glucosa como los lipidos como fuente de energia 'y que
por lo tanto tienen una actividad predominantemente aerdbica y las fibras glicoliticas
gue poseen mayores reservas de glucégeno y por lo tanto una actividad
predominantemente anaerdbica. Ademds, existe un tipo de fibra denominada
intermedia que no presenta ningun tipo de predominio por la fuente de energia
utilizada (Graziotti et al., 2000).
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Entre las metodologias disponibles para identificar los tipos de fibras existen métodos
histoquimicos, inmunohistoquimicos y también bioquimicos y moleculares (Ithurralde,
2015). La tincion del acido peryodico de Schiff o PAS es un método histoquimico
ampliamente utilizado para la coloracion de hidratos de carbono cuyo fundamento se
basa en el hecho de que los anillos de las hexosas (carbohidratos) poseen carbonos
adyacentes, cada uno de ellos con un grupo hidroxilo (—OH); el acido peryddico rompe
la unién entre estos atomos de carbono adyacentes y forma grupos aldehido que
reaccionan con el reactivo de Schiff para dar un color rojo-purpura distintivo (Mendoza
& Guzméan, 2018). Asi, La reaccion del PAS tifie carbohidratos y macromoléculas con
abundancia de carbohidratos. La tinicion de PAS se usa para detectar glucégeno en
las células, moco en varios tipos de células y tejidos, la membrana basal que se
encuentra debajo de los epitelios y las fibras reticulares del tejido conjuntivo (Ross &
Wojciech, 2008).

En cuanto a su utilizacion para definir tipos fibrilares, si bien la tincion de PAS no es
especifica para definir tipos contractiles y/o metabdlicos de fibras, dado que permite
identificar los niveles de glucdgeno fibrilares, y considerando las diferencias que
existen entre diferentes tipos de fibra en sus capacidades para almacenar y/o
degradar glucégeno, se la puede considerar como una técnica indirectamente
relacionada al perfil metabolico fibrilar (Swatland, 1975).
Es importante mencionar que existen otras diferencias tanto fisiolégicas como
morfolégicas entre las células musculares que van mas alla de las diferencias
contractiles y metabdlicas y que entre otras incluyen por ejemplo: diferencias a nivel
del desarrollo del reticulo sarcoplasmico, actividad ATP&sica, nivel de vascularizacion,
diametro o tamafio fibrilar, numero o tamafio de mitocondrias, contenido de lipidos y
mioglobina, capacidad buffer y en la resistencia a la fatiga (Lefaucheur, 2010). Es
importante también resaltar que los tipos fibrilares son considerados un aspecto
relevante para el crecimiento y desempefio de los animales en los sistemas
productivos, de forma tal que las fibras rapidas y glicoliticas tienen mayores didmetros
promedio y mayores potenciales hipertréficos de forma tal que en los animales
productivos se establece que un incremento de las mismas podria favorecer la masa
muscular total (Lefaucheur & Gerrard, 2000). A su vez, dada la relevancia que tienen
las diferentes fibras musculares para la produccion, pero también para la fisiologia y
el metabolismo animal es que varios autores han estudiado como se ve afectada la
composicion fibrilar por la programacion fetal. Esto se debe en términos generales al
hecho de que una subnutricion materna no solo se va a incidir en la formacién de
células musculares, sino que también puede repercutir en los procesos de
diferenciacion funcional y morfolégica de las mismas (lthurralde, 2022). Es asi
entonces que partiendo de esta premisa y sabiendo que la subnutricion prenatal afecta
en mayor medida a la formacioén de fibras secundarias (Lefaucheur & Gerrard, 2000;
Picard et al, 2002) y que estas se diferencian en mayor medida a fibras de contraccién
rapida y metabolismo glicolitico, seria esperable que animales que hubieran padecido
restricciones intrauterinas presentaran musculos con menor nimero de fibras de este
tipo. No obstante, esto no siempre ocurre asi, y de hecho existe una gran variabilidad
en cuanto a los efectos observados por causa de programacion fetal sobre la
composicion fibrilar de diversos musculos. Una de las posibles explicaciones para tal
controversia probablemente pase por el hecho de que los cambios observados
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puedan depender del tipo de musculo, asi como también del momento del desarrollo
0 a la edad en los que son evaluados (Ithurralde, 2022). Un ejemplo de ello es el
trabajo llevado a cabo por Wang et al, (2011) quienes reportaron que dietas altas en
proteinas ofrecidas a cerdas gestantes produjeron al destete musculos mas pesados
y con mayor nivel de MyHC tipo Il (mayor cantidad de fibras de contraccion rapida)
aungue curiosamente cuando la progenie se estudié a edades mas avanzadas (previo
a la faena) se observaron cambios opuestos con mayores proporciones de fibras tipo
I y una reduccion de MyHC de contraccidn rapida. Muchos otros trabajos han
reportado cambios fibrilares por efectos de programacion fetal en distintas especies y
momentos del desarrollo, también con algunos resultados contradictorios. Se ha
reportado que la subnutricién gestacional induce un aumento en la cantidad de fibras
de contraccion lenta y metabolismo oxidativo en musculos de neonatos ovinos (Fahey
et al., 2005), neonatos suinos (Bauer et al., 2000; 2003) y fetos caprinos (Zhou et al.,
2021). La presencia de mayor cantidad de fibras lentas y oxidativas en animales que
padecieron subnutricion durante su desarrollo prenatal ha sido reportada también en
corderos de entre 5y 7 meses (Ithurralde et al., 2021; Piaggio et al., 2018; Tygesen
et al., 2007), asi como en conejos en edad de destete (Zotte et al., 2005) y en ratas
de 25 a 90 dias de vida (Toscano et al., 2008). No obstante, otro grupo de trabajos ha
reportado resultados que de algin modo son opuestos a los antes resumidos y que
indican que los musculos de animales que padecieron RCIU serian mas rapidos y
glicoliticos con menor capacidad oxidativa. En corderos recién nacidos, Reed et al.
(2014) reportaron que la subnutricibn materna aumenta la presencia de fibras rapidas
en el Semitendinosus. Algo similar reportaron en bovinos Costa et al. (2021),
indicando que menores niveles proteicos durante la gestacion media tienden a
aumentar la expresion de MyHC tipo 11X en los musculos de terneros de 30 dias de
vida. En animales de edad mas avanzada Zhu et al. (2006), reportaron que la
subnutricion materna aumenta la expresién de la isoforma IIB de MyHC en el
Longissimus de corderos de ocho meses de vida. De forma similar Daniel et al. (2007),
reportaron que una menor nutricion materna aumento el nimero de fibras rapidas en
el Longissimus de corderos de mas de 4 meses de edad.

Como se comento antes, los tipos fibrilares y los eventuales efectos de programacion
fetal sobre la miogénesis han sido un tema de mucho interés por parte de la
comunidad cientifica. Mucho de ello se debe a que el madsculo no solamente es
relevante para la produccién animal desde la perspectiva de la produccién de carne,
sino que ademas cumple funciones importantes en el metabolismo y la salud general
de los individuos. Los musculos estriados se encuentran implicados en el
mantenimiento de la postura, respiracion, locomocién y ademas son un importante
reservorio de nutrientes con la capacidad de actuar como reguladores metabdlicos.
Es asi que el deterioro del masculo esquelético en adultos mayores trae apareados
diversos e importantes problemas de salud; por ejemplo, se ha observado cada vez
MAas y con mayor preocupacion un aumento en la prevalencia de enfermedades
relacionadas a la pérdida de masa muscular en la edad adulta como lo es la
sarcopenia (Mcleod at al., 2016). La sarcopenia es una enfermedad multifactorial cuya
incidencia esta determinada por ciertos factores como la disminucién en la actividad
fisica, disminucion en el consumo de alimento, aumento de fibrosis, cambios en el
metabolismo muscular, inflamacion crénica, stress oxidativo y una degeneracion en la
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unién neuro muscular (Papadopoulou., 2020). A su vez, es muy interesante destacar
que ciertos estudios han propuesto que la sarcopenia puede ser una consecuencia no
solo del proceso de envejecimiento normal sino deberse a injurias durante la vida fetal.
Tanto es asi que estudios realizados anteriormente por Patel et al. (2010) muestran
gue un ambiente intrauterino hostil que da por resultado un feto con bajo peso al nacer
estaria asociado en hombres adultos a una disminucion de la cantidad de fibras
musculares y a una mayor predisposicion a la sarcopenia.

A su vez, el masculo esquelético es un 6rgano clave desde el punto de vista
metabdlico al ser el principal sitio de captacion de glucosa estimulada por la insulina,
pudiendo alcanzar mas del 80% de la incorporacién de la glucosa corporal (Dos
Santos et al., 2015). Esto determina que al masculo estriado y sus alteraciones se le
asigne un rol fundamental en la patogénesis de diversos trastornos metabdélicos como
la resistencia insulinica y la diabetes. La bibliografia se refiere a los efectos de la
programacion en la composicién fibrilar del musculo vinculado a su relacion con la
resistencia insulinica, capacidad para captar glucosa y predisposicion al sindrome
metabdlico. Algunos estudios referidos a este tema son los de Daugaard y Richter,
(2001) y Gaster et al. (2001), quienes sugieren que el tipo de fibra afecta la sensibilidad
insulinica generalmente a través de la expresion de GLUT4 que se encuentra en
mayor proporcion en fibras de tipo | y lIIA en relacion con los tipos mas rapidos y
glucoliticos. Esto da por sentado entonces que aquellas fibras de tipo Il y cuyo
metabolismo es predominantemente glicolitico son menos sensibles y mas resistentes
a la insulina (He et al., 2001; Nyholm et al., 1997). Sobra la base de estos conceptos
es que en general se acepta que los eventuales cambios en la masa y en las
poblaciones fibrilares que puedan ser provocados por efectos de programacion fetal
pueden repercutir en mayores predisposiciones a padecer trastornos metabdlicos
como resistencia insulinica o diabetes durante la vida adulta o la edad avanzada.

1.6. Tejido adiposo intramuscular, desarrollo, programaciéon fetal e
implicancias en el metabolismo animal

El tejido adiposo es un tipo de tejido conjuntivo que cumple diversas funciones en el
organismo, como ser soporte de estructuras, fuente de energia, tener accion a nivel
del metabolismo, ademas de cooperar en la regulacion de procesos fisiologicos, entre
otros (Frigolet & Gutiérrez, 2020). Existen diferentes depdsitos de tejido adiposo en el
organismo. Aquellos depdsitos asociados al tejido muscular esquelético se denominan
intermusculares e intramusculares, siendo los intermusculares los que se encuentran
asociados a los espacios entre los musculos y el intramuscular el que incluye a todos
los adipocitos que se encuentran entre las fibras musculares (Hausman et al., 2014).
En cuanto a su dinamica de desarrollo, en la mayoria de las especies el tejido adiposo
se hace evidente a mitad de la gestacion. Su formacion se da en parte, al mismo
tiempo que la miogénesis y por ello se ha propuesto que, en situaciones de restriccion
nutricional, ésta Ultima puede verse comprometida por la competencia generada en el
desarrollo de ambos tejidos generandose desequilibrios en detrimento del tejido
muscular viéndose afectado su desarrollo posterior (Du et al., 2015). De hecho, se ha
demostrado que una subnutricion prenatal es capaz de afectar el desarrollo y las
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caracteristicas del tejido adiposo. Por ejemplo, Daniel et al. (2007) reportaron que
corderos hijos de ovejas sometidas a una restriccion nutricional no presentaron
alteraciones en el contenido graso, aunque si se observaron algunas diferencias en
los diametros de los adipocitos perirrenales que fueron mas grandes en aquellos
corderos nacidos de madres restringidas durante los dias 30-70 de gestacion.

Por otra parte, ademas de que ambos procesos ontogénicos (mio y adipogénesis) se
dan al mismo momento es importante considerar que mio y adipocitos tienen incluso
un origen celular comun (Figura 4); es decir que parten de una misma célula madre
mesenquimal embrionaria y que se diferencien en uno u otro tipo celular dependera
de factores tales como la genética o la nutricion materna (Du et al., 2012).

Asi como el musculo estriado cumple un rol metabdélico crucial, lo mismo ocurre con
el tejido adiposo y particularmente con el tejido adiposo asociado al musculo. Se ha
estudiado que el tejido intermuscular en animales estd asociado a la ingesta, a la
respuesta inflamatoria e inmune, y a la resistencia a la insulina, entre otros, y que el
tejido adiposo intramuscular se ha visto influenciado en animales por la edad, la dieta,
el sexo y la genética, demostrandose ademas que las variaciones de ambos depdsitos
adiposos han afectado a nivel metabdlico y fisiologico (Hausman, et al. 2014).

Miocito

Ambos tejidos parten de
células madre en comun

Células precursoras
de musculo
/ Fibroblastos

Células ﬁ : p
Madre Adipocitos

Células precursoras de
tejido adiposo y fibroso

Células satélite

Células residentes,
precursoras de tejido
adiposo y fibroso

Figura 4. Esquema del desarrollo muscular fetal donde se muestra como las lineas
celulares propias del tejido adiposo, tejido conjuntivo de sostén y tejidos muscular
parten de una misma célula madre para posteriormente diferenciarse (Adaptado de
Du et al., 2013)

Asimismo, el tejido adiposo asociado al musculo y sus cambios estan muy
relacionados con los efectos del envejecimiento sobre la salud de los individuos. El
peso y el envejecimiento son dos factores importantes cuando se habla de tejido
adiposo intramuscular. En el humano, existen diversos estudios que han determinado
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que el musculo tiende a acumular tejido adiposo intramuscular a medida que una
persona envejece o sufre de obesidad, y que, por lo tanto, musculos con mayor
cantidad de adipocitos intramusculares hacen que haya una pérdida de fuerza y
calidad del mismo (Rahemi et al., 2015). Se ha demostrado también que los adipocitos
intramusculares aumentan con la edad y a su vez esto conlleva una pérdida de fuerza
y de masa muscular (Akazawa et al., 2020).

Por otra parte, el contenido y las caracteristicas morfologicas y funcionales del tejido
adiposo intramuscular también estan relacionadas a las capacidades metabdlicas
musculares y especialmente a la sensibilidad insulinica. Se ha demostrado que un
aumento en la cantidad de tejido adiposo intramuscular (adipocitos distribuidos en el
perimisio muscular) esta vinculada a una menor sensibilidad a la insulina (Ingram et
al., 2011). En sintesis, podemos concluir que el tejido adiposo asociado al musculo
puede ser afectado en su desarrollo por causa de la programacion fetal y que dichos
efectos son importantes para la salud muscular y por ende para la salud del individuo,
siendo estos efectos particularmente importantes en edades avanzadas de la vida.

No obstante, a pesar de la importancia de los adipocitos intramusculares para la
funciébn muscular y la salud metabdlica de los individuos, la literatura respecto a
efectos de programacion fetal sobre el desarrollo de este tejido adiposo en particular
es muy escasa. Varios autores han reportado efectos de programacion fetal sobre el
desarrollo de adipocitos de otros depésitos grasos como los subcutdneos o
perirrenales (Long et al., 2012; Ramirez et al., 2020; Rehfeldt, et al 2012; Underwood
et al., 2010; Zhang et al., 2022). Sin embargo, en la literatura consultada no se
encontraron trabajos enfocados especificamente a estudiar los efectos de
programacion fetal sobre el desarrollo y la morfometria del tejido adiposo
intramuscular. En ovinos, nuestro equipo de investigacion (Ithurralde et al., 2021)
recientemente reporté una tendencia a que los adipocitos intramusculares en el
musculo Semitendinosus de corderos de 200 dias que habian sufrido RCIU fueran de
menor diametro, al tiempo que observaron que aquellas hembras que habian
padecido RCIU tuvieron mas contenido de lipidos totales en el musculo Supraspinatus
(Ithurralde et al., 2021), lo que sugiere posibles efectos de programacion fetal por
subnutricion sobre el desarrollo del tejido adiposo intramuscular.

1.7. Efecto diferencial de la programacién fetal dependiendo del tipo de
gestaciéon (Unico o mellizo

Segun Gootwine et al. (2007) la restriccion en el crecimiento intrauterino (RCIU) puede
ocurrir en los ovinos por mdultiples causas inducidas o naturales, entre las que se
destaca la gestacion multiple. Estos autores plantean que la causa del RCIU que
padecen los mellizos probablemente sea una falla en la unidad Utero placentaria para
garantizar el debido aporte de nutrientes y oxigeno a los individuos que se estan
desarrollando dentro del mismo utero. Corderos de gestacion multiple tienen menor
flujo sanguineo uterino y ademas una placenta menos vascularizada por lo que el
suministro de oxigeno es menor (Sales et al., 2018). Por otra parte, los efectos del
RCIU generado por las gestaciones multiples han recibido bastante atencion por el
impacto que pueden tener a largo plazo en la predisposicion a padecer enfermedades
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cronicas y/o metabdlicas en mellizos humanos. En ese sentido, estudios llevados a
cabo en Dinamarca por Poulsen et.al. (1999) y cuyo objeto de estudio fueron gemelos
humanos, demostraron que la presentacion o no de diabetes en hermanos gemelos
se relacionaba al peso al nacimiento, de forma tal que el hermano nacido con pesos
menores era el mas predispuesto a padecer esta enfermedad. No obstante, a pesar
de que varios antecedentes demuestran que la gestacion multiple puede inducir por
si misma efectos de programacion fetal, la informacion relacionada a como pueden
variar los efectos de programacion fetal por causa de una subnutricibn materna en
funcion del tipo de gestacion son mas limitados. De acuerdo con lo revisado por
Gootwine et al. (2007) las adaptaciones feto placentarias en respuesta a la
subnutricion materna podrian ser distintas dependiendo del tipo de gestacién y por lo
consiguiente fetos simples o multiples podrian verse afectados de forma diferente por
la subnutriciobn materna. Segin Vonnahme et al. (2003) la restriccion del 50% de los
nutrientes a ovejas gestantes entre los dias 28 y 78 de gestacion aumenta la
vascularizacion de las carinculas en las gestaciones multiples, pero no en las simples.
En el mismo sentido, Newnham et al. (1991) reportaron que la restriccion nutricional
materna en la mitad de la gestacion reduce el flujo sanguineo uterino en gestaciones
simples, pero no en dobles, lo que podria indicar la posibilidad de algun tipo de
compensacion en las gestaciones mdultiples. Por otra parte, en lo que respecta al
desarrollo de las crias, Edwards y McMillen (2002a) luego de aplicada una restriccion
energética por un periodo comprendido entre el dia 8 a 147 de gestacion en un grupo
de ovejas de parto simple y otro de parto doble, constataron un aumento en el peso
de las glandulas adrenales en hijos de las ovejas restringidas de parto doble. En este
mismo trabajo los autores demostraron ademas que existid una interaccion entre la
subnutricion materna y el tipo de gestacién para la funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal de forma tal que la subnutricibn materna aument6 los niveles de ACTH
sanguineos en los fetos de gestacion doble sin evidenciarse este efecto en los simples
(Edwards & McMillen, 2002a). A su vez, el mismo equipo de investigadores y en un
experimento de similares caracteristicas donde se sometieron a las ovejas gestantes
a una restriccion alimenticia de 70%, demostraron que existia una interaccién entre la
subnutricion materna durante la peri concepcion y la funcién del sistema
cardiovascular antes del nacimiento que basicamente consistio en que la presion
arterial estuvo aumentada por causa de la restriccion nutricional en los individuos de
gestacion doble pero no en los simples (Edwards & Macmillen, 2002b).

No obstante, a pesar de estos antecedentes que demuestran que la subnutricién
intrauterina podria repercutir de forma diferente en el desarrollo de individuos nacidos
de parto simple o mdultiple, en la bibliografia revisada no se encontraron trabajos que
evaluaran los efectos de programacion fetal por subnutriciéon y su interaccion con el
tipo de gestacion sobre el peso de los principales érganos y la masa e histologia
muscular en ovejas de edad avanzada.
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2. HIPOTESIS

La subnutricion materna inducida por una menor oferta de forraje de campo natural
desde 23 dias antes de la concepcion hasta el dia 122 de gestacion afecta
(aumentando o disminuyendo) las dimensiones corporales, los pesos de los
principales 6rganos y la masa e histologia muscular en ovejas adultas de edad
avanzada. Asimismo, los efectos de la subnutricion materna sobre el desarrollo
dependen del tipo de gestacion (doble o simple).
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3. OBJETIVOS

3.1. Obijetivo General:

Aportar conocimiento original acerca del impacto a largo plazo de la subnutricion
gestacional y su interaccion con el tipo de gestacion (simple o doble), sobre el
desarrollo de diferentes érganos, las dimensiones corporales y la masa e histologia
muscular en animales adultos de edad avanzada.

3.2. Obijetivos especificos:

Evaluar el efecto de una menor oferta de forraje de campo natural desde 23 dias antes
de la concepcion hasta el dia 122 de gestacién y su interaccion con el tipo de gestacion
(doble o simple) sobre:

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

Dimensiones corporales: Longitud Craneo caudal (LCC), Perimetro
toracico (PT), Largo de pierna izquierda (LPI), Perimetro del muslo
(PM), Altura a la cruz (AC), Ancho de grupa (AG) y Longitud de grupa
(LG) de ovejas de edad avanzada (7 afos).

Pesos de los musculos: Semitendinosus (ST), Gluteobiceps (GB), y
Supraspinatus (SS) de ovejas de edad avanzada (7 afos).

Pesos de Organos: Higado, Rifiones, Glandulas adrenales, Corazon,
Tracto reproductor, Encéfalo, Cerebro y Cerebelo de ovejas de edad
avanzada (7 anos).

Caracteristicas histolégicas musculares: Porcentaje de fibras PAS
intensas, intermedias y leves; y densidad, diametro y area promedio
de adipocitos intramusculares en los muasculos ST, GB y SS de
ovejas de edad avanzada (7 afios).
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4. MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos llevados a cabo con los animales fueron debidamente
aprobados (Protocolo CHEA 1320/21-CEUA-FVET Dist. 713/21).

4.1. Disefio experimental y animales

Para este experimenté se utilizaron 28 ovejas Corriedale (20 de parto simple y 8 de
parto multiple) nacidas en la primavera de 2013 cuyas madres(n=28) pastorearon
desde 23 dias antes de la concepcion hasta el dia 122 de gestacion sobre campo
natural, a dos ofertas de forraje diferentes: Grupo AOF (Alta oferta de forraje; n=15;11
simples y 4 dobles) pastorearon a 10-12 kg MS/100 kg de peso vivo (PV)/dia, y Grupo
BOF (Baja oferta de forraje; n=13;9 simples y 4 dobles) pastorearon a 5-8 kg MS/100
kg PV/dia (Pérez-Clariget et al., 2023). El tratamiento nutricional de las ovejas
gestantes se llevé a cabo en la Estacion Experimental Bernardo Rosengurtt, Facultad
de Agronomia, Cerro Largo.

El disefio experimental utilizado fue de bloques al azar con tres repeticiones por
tratamiento. Se utilizaron 32 hectareas de campo natural, divididas en 6 parcelas de
tal manera que cada tratamiento estaba representado en tres parcelas. Se contaba
con un total de 335 Ovejas Corriedale, multiparas con un peso vivo y condicion
corporal que se encuentra detallado en Abud et al. (2020). Durante la estacion
reproductiva (marzo) y 23 dias antes de la inseminacion artificial las ovejas fueron
asignadas al azar, teniendo en cuenta su peso vivo y su condicién corporal a dos
planos nutricionales: Grupo Alta oferta de forraje y Grupo Baja oferta de forraje. El
pastoreo fue continuo y los animales tenian libre acceso al agua. Desde el dia 122 de
gestacion hasta 72 h después del parto todas las ovejas pastorearon como un solo
grupo una pradera de Festuca arundinacea (oferta de forraje 14 kg MS/100 kg P
V/dia); todas las ovejas fueron suplementadas con 200 g/animal/dia de afrechillo de
arroz mezclado con 50 mL de glicerina desde una semana antes de la esquila (dia
122 de gestacion) hasta 72 h después del parto. Posteriormente, las ovejas
pastorearon en el mismo potrero de campo natural a una oferta considerada no
restrictiva. Los balances nutricionales de las ovejas gestantes durante el periodo
experimental fueron previamente publicados por Abud et al. (2020). En resumen, los
requerimientos de energia y proteina durante la gestacion fueron cubiertos por
completo en aquellos animales pertenecientes al grupo AOF, mientras que los del
grupo BOF se vieron cubiertos parcialmente. Sélo durante el periodo comprendido
entre los dias -23 (23 dias previo a la IA) y 24 los requerimientos energéticos se vieron
cubiertos en su totalidad, mientras que durante el resto del tratamiento se cubrié entre
un 74-84% de la energia requerida. Algo similar sucedi6 con los requerimientos de
proteina. El grupo AOF cubri6 sus requerimientos entre los dias -23 y 58 de gestacion
y luego el tratamiento alcanz6 un 69-83% del total requerido. Esto no fue asi para el
grupo BOF donde solo entre los dias -23 y 24 de gestacién se cubrié el 100% de los
requerimientos proteicos. Luego, durante lo que duré el tratamiento se llegd a cubrir
un 50-70% del total de la proteina requerida. Esto significa que tanto el balance
energético como proteico difiri6 en un 21-28% entre los grupos y durante el
tratamiento. Los pesos y condiciones corporales (CC) de las ovejas gestantes madres
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de los animales incluidos en el presente experimento han sido publicados por Pérez-
Clariget et al. (2023). En sintesis, la oferta de forraje de campo natural no afect6 el
peso corporal de las ovejas, mientras que hubo efecto significativo del tratamiento
sobre la CC. Las ovejas pertenecientes al grupo de AOF tuvieron mejor CC que
aguellas del grupo BOF (2,68 vs. 2,55 = 0.04, respectivamente; P<0,01) (Pérez-
Clariget et al., 2023). Tras el parto, las corderas fueron pesadas al nacer no existiendo
diferencias significativas en el peso entre corderas de ambos tratamientos (3,9 + 0,25
kg vs. 3,7 £ 0,25 kg, AOF y BOF, respectivamente). Las corderas mellizas fueron mas
livianas al nacer (4,3 = 0,25 kg vs. 3,3 = 0,25 kg, simples y dobles, respectivamente;
P=0,01), no habiéndose detectado efectos de la interaccion entre tratamiento y tipo de
parto (Pérez-Clariget et al., 2023). Las corderas fueron criadas, destetadas vy
mantenidas en la majada en igualdad de condiciones nutricionales y de manejo
general hasta los 7 afios de vida (junio de 2021), momento en el que fueron
trasladadas al Instituto de Produccion Animal de la Facultad de Veterinaria (Libertad,
San José) donde fueron sacrificadas en la Unidad de Faena Movil del INAC.

4.2. Medicion de dimensiones corporales

El dia antes de la faena (junio 2021) se procedi6é a tomar las dimensiones corporales
de las ovejas que se iban a faenar al dia siguiente. Se midieron: Longitud Craneo
caudal (LCC): desde articulacién atlanto-occipital hasta articulacion sacro-coccigea,
Perimetro toracico (PT): méaximo perimetro del térax, Largo de pierna izquierda (LPI):
desde tuberosidad isquiatica a la articulaciéon femorotibial, Perimetro del muslo
izquierdo (PMI): maximo perimetro del miembro posterior izquierdo a la altura del
muslo, Altura a la cruz (AC): Distancia desde el punto mas alto de la regién
interescapular al suelo por la extremidad anterior izquierda, Ancho de grupa (AG):
distancia desde el tuberosidad isquiatica derecha a tuberosidad isquiatica izquierda y
Longitud de la grupa (LG): Distancia desde el punto de union de la regién del lomo
con la grupa hasta el suelo.(Abud et al., 2020; Bravo & Sepulveda, 2010; Ithurralde et
al., 2019)

4.3. Reaqistro de las ovejas a la faena

Todos los animales fueron faenados siguiendo la siguiente metodologia:
insensibilizacion utilizando pistola de perno cautivo, degiello y sangrado, desollado,
separacion de la cabeza y porciones distales de las extremidades, eviscerado,
dressing y lavado. Luego de la evisceracion se registraron los pesos de los siguientes
organos: higado, ambos rifiones, ambas glandulas adrenales, corazéon y tracto
reproductor. Finalmente, se procedi6 a la diseccion y registro del peso de los
siguientes musculos de las medias canales izquierdas: Semitendinosus (ST),
Gluteobiceps (GB), Supraspinatus (SS)

4.4. Diseccion v registro de peso del encéfalo

Para la diseccion y registro de los pesos de encéfalo, cerebro y cerebelo, al final de
cada jornada de faena se trasladaban las cabezas de las ovejas faenadas al
Departamento de Anatomia animal de Facultad de Veterinaria donde fueron
congeladas en freezers a -20°C. Posteriormente se procedié a una diseccién de los
musculos craneales y una posterior horadacién del craneo utilizando una sierra. Se
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retiro encéfalo y se pesaron los 6rganos en fresco. Finalmente, se colocaron en una
dilucion de Formol al 10% por una semana. Una vez transcurrido el tiempo se procedio
a la diseccion y el registro final de los pesos del encéfalo, cerebro y cerebelo.

4.5. Procesamiento y analisis histoldgicos en musculos esqueléticos

Inmediatamente después de la faena se tom6 muestras superficiales de la porcion
media del vientre expuesto de los musculos ST, GB y SS las cuales se fijaron por
congelacion en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80° C. Las muestras fueron
incluidas en gel para criostato (Cryomatrix, Thermo Shandon Limited, USA) y
secciones transversales de 24um de espesor se obtuvieron en un criéstato. Los cortes
se trataron con la reaccidn histoquimica de PAS (Schaart et al., 2004; Ithurralde et al.,
2021) para realizar las evaluaciones histoldgicas de las fibras musculares y del tejido
adiposo intramuscular segun lo descrito en Ithurralde et al. (2021). Los analisis
morfométricos fueron realizados mediante un software de andlisis de imagen (Infinity
analyze®, Toronto, Canada). Los porcentajes de las fibras PAS positivas (intensas,
medias y leves) fueron calculadas mediante el conteo de al menos 500 fibras en zonas
aleatorias del preparado a través del uso de un microscopio 6ptico (Ithurralde et al.,
2021).

Los mismos preparados histologicos tefiidos con la reaccion de PAS y el mismo
software fueron utilizados para los analisis morfométricos de los adipocitos
intramusculares. Se determind la densidad de adipocitos en el perimisio intramuscular
a través del conteo de los adipocitos presentes en un area de perimisio previamente
medida con el software. Esta determinacién se realizé en al menos 6 areas de tabique
de perimisio fotografiadas aleatoriamente por animal y por masculo. La densidad de
adipocitos en cada area de perimisio fotografiada se calculé dividiendo el area de
tabigue medida entre la cantidad de células contadas y se dividié entre 0,0001 para
expresarla como cantidad de adipocitos por um? por 10 a la menos 4. Las mismas
fotografias usadas para medir la densidad de adipocitos fueron utilizadas para
determinar el area de seccion transversal y el didmetro de los adipocitos. Estas
variables fueron medidas utilizando el mismo software en al menos 80 adipocitos por
animal y por muasculo, y se expresaron como el promedio de todas las mediciones.
(Ithurralde et al., 2021)

4.6. Analisis estadistico

La normalidad de los datos se analiz6 utilizando la prueba Saphiro Wilk. Los datos se
analizaron utilizando el programa estadistico SAS utilizando modelos mixtos
(PROCMIXED) e incluyendo el tratamiento nutricional, el tipo de parto y su interaccion
como efectos fijos y el bloque como efecto aleatorio. La interaccion entre el bloque y
el tratamiento se incluyo en el modelo como factor aleatorio pero la misma fue
removida del modelo cuando la estimacion del parametro de covarianza fue cero o
cercano a cero. Ademas de los efectos ante dichos, para el caso de los analisis de
variables musculares (peso y determinaciones histologicas) se incluyé al musculo
como efecto fijo en los modelos. El efecto se consideré significativo cuando P<0,05 y
tendencia cuando 0,05<P<0,1.
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5. RESULTADOS

5.1. Efectos sobre las medidas morfométricas corporales

El tratamiento nutricional de las madres no afectd ninguna de las variables
morfométricas corporales medidas en las ovejas (P = 0,30).

El tipo de parto tendio a afectar la altura a la cruz y el ancho de la grupa (P = 0,07 y
0,09, respectivamente). Ambas variables fueron mayores en las ovejas nacidas de
parto simple (Cuadro 1).

Por otra parte, se detect6 un efecto significativo para la interaccién entre el tratamiento
y el tipo de parto (P=0,006) sobre la longitud craneo caudal (CC). Las ovejas del grupo
AOF con partos dobles tuvieron una longitud CC mayor que las simples del mismo
grupo, mientras que las dobles del grupo BOF tuvieron una longitud CC menor que
las simples del mismo grupo (Cuadro 2).

Cuadro 1. Valores promedio para las variables morfométricas en ovejas adultas
nacidas de partos dobles o simples pertenecientes a ambos tratamientos (AOF y BOF)
y valores promedio para las ovejas de los grupos AOF y BOF de ambos tipos de parto
pooleados.

P
Variable Simples Dobles AOF BOF valor Pt\;gltor
tp
Longitud
CC (cm) 88,12+1,70 89,77+2,56 90,25+2,31 87,63+2,02 0,60 0,40
Altura Cruz
(cm) 78,79+2,77 71,90+3,44 77,08+3,15 73,62+2,91 0,07 0,30
Longitud

Grupa (cm) 29,40+0,48 28,33+0,73 28,40+0,66 29,33+0,57 0,24 0,30

Largo
pierna (cm) 53,92+0,62 54,54+0,95 54,42+0,85 54,04+0,74 0,59 0,74

Perimetro
E‘gr?)c'co 102,90+1,26 100,17+1,91 101,95+1,73 101,11#150 025 0,72
Perimetro
Muslo (cm) 30,77+0,75 29,38+1,13 29,61+1,02 30,54+0,89 0,32 0,50

Ancho

31,19+0,79 28,63+1,20 30,36+1,08 29,46+0,94 0,09 0,54
Grupa (cm)

CC: craneo-caudal, trat: tratamiento, tp: tipo de parto
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Cuadro 2. Valores promedio para variables morfométricas medidas en ovejas adultas de partos simples y dobles de los tratamientos

AOF y BOF.
AOF BOF P valor
Variable Simples Dobles Simples Dobles interagcién

trat*tp

Longitud CC (cm) 84,64 + 2,53 95,87 + 3,852 91,60 + 2,232 83,67 + 3,340 0,006
Altura Cruz (cm) 80,40 + 3,44 73,75 £ 4,58 77,18 £ 3,12 70,05 +£4,13 0,94
Longitud Grupa (cm) 2014+0,72  27,67+1,10 20,67 + 0,64 29,00 + 0,96 0,65
Largo pierna (cm) 55,00 + 0,94 53,83 +1,43 52,83 +0,83 55,25+ 1,24 0,13
Perimetro toracico (cm) 105,07 + 1,89 98,83 + 2,89 100,72 + 1,67 101,50 + 2,50 0,14
Perimetro Muslo (cm) 30,71+1,12 2850+ 1,71 30,83 £ 0,09 30,25 + 1,48 0,56
Ancho Grupa (cm) 31,71 +£1,18 29,00+ 1,81 30,67 £1,04 28,25 +1,57 0,92

CC: craneo-caudal, trat: tratamiento, tp: tipo de parto.

Dentro de una misma fila las medias acompanadas por literales diferentes fueron distintas (a vs. b; P < 0,05).
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5.2. Efecto sobre el peso de la carcasa y los 6rganos

Ni el tratamiento ni la interaccion entre el tratamiento y el tipo de parto afectaron el
peso de la carcasa (P = 0,61 y 0,86, respectivamente). No obstante, el peso de la
carcasa de las ovejas con tipo de parto doble tendi6é (P = 0,08) a ser menor que el de
las de las ovejas de parto simple (14,86 = 1,26 kg vs. 17,62 + 0,83 kg, para las
carcasas de ovejas de parto doble y simple, respectivamente).

Con respecto al peso de los Organos, el tratamiento solamente afectdé el peso
promedio de los rifiones (P = 0,02; Cuadro 3), con rifiones mas pesados en los
animales BOF (Cuadro 4). El tipo de parto no afecto el peso de ninguno de los érganos
evaluados (P = 0,26; Cuadro 3). Sin embargo, se detectaron algunas interacciones
entre el tratamiento y el tipo de parto para el peso de algunos 6rganos (Cuadro 3). Las
ovejas de partos dobles del grupo AOF tuvieron corazones mas livianos en
comparacion a las simples del mismo grupo (Cuadro 4). Otro érgano que presento en
este caso una tendencia a la interaccion tratamiento por tipo de parto (P = 0,09) fue la
adrenal; aqui las ovejas de parto doble del grupo BOF tendieron a tener adrenales
mas pesadas que el resto de los grupos, (Cuadro 4).

Cuadro 3: P valores para los efectos principales tratamiento, tipo de parto y su
interaccidn para los pesos de carcasa y 6rganos.

Tratamiento*tipo

Variable Tratamiento tipo de parto de parto
Peso de la adrenal 0,44 0,81 0,09
Peso de la carcasa 0,61 0,08 0,86
Peso del cerebro 0,34 0,93 0,90
Peso del corazon 0,26 0,26 0,02
Peso del cerebelo 0,71 0,39 0,84
Peso del encéfalo 0,13 0,98 0,32
Peso del higado 0,72 0,59 0,52
Peso de los ovarios 0,53 0,81 0,48
Peso del tracto reproductivo 0,92 0,86 0,82
Peso del rifion 0,02 0,56 0,43
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Cuadro 4: Valores promedio de los pesos (medias + errores estandar de la media) para carcasa y 6rganos de ovejas adultas para
los tratamientos AOF y BOF, de tipo de parto Simple y Doble y de ambos tipos de partos pooleados.

AOF BOF
syd Simples Dobles syd Simples Dobles

Carcasa (g) 15,85 + 1,12 17,10 £ 1,17 14,60 + 1,91 16,63 + 1,01 18,15 + 1,17 15,11 + 1,65
Adrenales (g) 4,67 + 0,23 4,91 % 0,24 4,43 £ 0,407 4,91 + 0,21 4,60 + 0,23V 5,23 + 0,34%
Cerebro (g) 74,21 +2,28 73,88 + 2,38 74,53 + 3,89 77,18 £ 2,02 77,23 2,24 77,14 £ 3,37
Coraz6n (g) 224,76 + 8,34 24563 +8718  203,90+4,22 237,98+754  230,14+8712 24583 + 12,312
Cerebelo (g) 10,76 + 0,85 10,15 + 0,88 11,37 + 1,44 11,18 + 0,75 10,80 + 0,83 11,57 £1,25
Encéfalo (g) 144,39 + 4,18 147,30 * 4,36 141,48+7,13  15314+371  150,35+4,11 15593 +6,17
Higado (g) 463,80 % 21,29 480,93 £+2224 446,67 +6,32  474,10+18,90 472,48 £20,97 475,73 % 31,45
Ovarios (g) 2,62 +0,23 2,55 + 0,24 2,70 + 0,40 2,83+0,21 2,98 + 0,23 2,67 +0,35
Tracto 84,54 + 3,49 84,41 + 3,65 84,67 + 5,95 84,07 + 3,10 85,04 + 3,44 83,10 + 5,16
reproductor(g)
Rifiones (g) 88,84 +5,72° 89,55 + 5,79 88,14 + 8,65 104,45 +5202 100,11+566 108,80 + 7,54

Syd: simples y dobles

Las medias acomparfiadas por literales diferentes dentro de una misma fila fueron (a vs b; P < 0,05) o tendieron a ser (x vs. y; P <

0,10) diferentes
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5.3. Efectos sobre el peso muscular

El peso muscular no fue afectado por el tratamiento nutricional de las madres (P=
0,19), aunque el tipo de parto produjo un efecto significativo (P= 0,04) sobre el peso
promedio muscular con musculos més livianos en los animales de partos dobles
(181,94 + 8,07 gy 201,82 + 5,06 g para partos dobles y simples, respectivamente). El
tipo de musculo indujo un efecto significativo (P < 0,0001) sobre el peso muscular, de
forma tal que el GB fue mas pesado que los musculos ST y SS. Por otra parte, no
hubo efecto significativo para la interaccion entre tratamiento y el musculo (P= 0,33)
ni para la triple interaccion entre tratamiento, musculo y tipo de parto (P = 0,49). No
obstante, se detect6 un efecto significativo para la interaccion entre el tratamiento y el
tipo de parto (P = 0,0188) que implicé que dentro de las ovejas AOF el tipo de parto
doble produjo musculos mas livianos, mientras que entre ovejas BOF no existio
diferencias en el peso muscular de ovejas simples y dobles (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Pesos (medias * errores estandar de la media) de los musculos GB, ST, SS y de los tres musculos pooleados en ovejas
de los tratamientos AOF y BOF, de partos simples y dobles y de ambos tipos de parto pooleados.

AOF BOF
syd Simples Dobles syd Simples Dobles
GB (9) 323,14 £ 8,74 354,75 £ 9,03 291,53 + 14,97 347,91 £+ 8,00 342,77 £ 9,98 353,05 + 14,97
ST (9) 113,92 + 8,74 130,04 + 9,03 97,80 + 14,97 116,97 £ 9,81 116,21 + 9,98 117,73 + 16,90
SS (9) 119,48 £ 8,74 136,30 £ 9,03 102,65 + 14,97 129,87 + 8,00 130,83 £ 9,98 128,90 + 14,97
Promedio
pesodelos3 185,51+ 6,57 207,03 £ 6,792 163,99 +11,26" 198,25 + 6,89 196,60 + 7,502 199,89 + 11,562

musculos (g)

syd: simples y dobles

Las medias acompafadas por literales diferentes dentro de una misma fila fueron (a vs b; P < 0,05) o tendieron a ser (x vs. Y; P

<0,10) diferentes.

35



5.4. Efecto sobre la distribucion de fibras musculares con diferentes niveles
de PAS positividad

El tratamiento no afectd los porcentajes de las fibras con diferentes niveles de PAS
positividad (P= 0,53). Tampoco se detectd efectos sobre estas variables por parte de
los factores tipo de parto (P= 0,77) ni de las interacciones entre tratamiento y tipo de
parto (P= 0,55), tratamiento y musculo (P= 0,13) o la triple interaccion entre
tratamiento, tipo de parto y musculo (P = 0,25). Por otra parte, el musculo afectd
significativamente los porcentajes de las fibras con diferentes niveles de PAS
positividad (P< 0,0026). El musculo ST mostré6 mayor porcentaje de fibras PAS leves
que los musculos SS y GB. ElI GB presenté menor porcentaje de fibras PAS medias
que los musculos SS y ST, en tanto que para el caso de las fibras PAS intensas, el
GB fue el musculo con mayores porcentajes seguido del SS y el ST, por ultimo,
presentandose diferencias significativas entre todos ellos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Porcentaje de fibras PAS leves, intensas e intermedias (medias * errores
estandar de la media) en los musculos GB, ST y SS de ovejas de los tratamientos
AOF y BOF y de ambos tratamientos pooleados.

Media P valor P valor
general trat. mus.

GB 18,32+1,70 22,84+1,74 20,58 +1,22°

Variable Mus AOF BOF

HEES ST 2763:184 27,35:176 2749t127° 053 <0001

SS 20,66+1,69 20,01+1,89 20,34+1,27°
GB 29,66+1,51 28,44 +154 29,05+1,08°

%MFI;%S ST 3386+166 3200+157 3293+1142 037 00026

SS 3489+149 3445+1,70 34,67 +1,132

GB 52,04+253 48,71+2,57 50,38 +1,802
ST 38,51+2,75 40,59+262 39,55+1,90¢ 0,96 <,0001

SS 44,44 +250 45,32+282 44,88 +1,88°
LEV: leve, MED: media, INT: intensa, GB: Gluteobiceps ST: Semitendinosus SS:
Supraspinatus, Mus.: Musculo, trat: tratamiento

% PAS
INT

Los musculos acompafados por literales diferentes dentro de cada variable para los
valores promedio generales fueron diferentes (P < 0,05).
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Figura 5 Micrografias de cortes transversales de los musculos Gluteobiceps (A),
Supraspinatus (B) y Semitendinosus (C) tratados con la técnica PAS.

5.5. Efecto sobre la densidad y morfometria de los adipocitos del perimisio
intramuscular

El tratamiento no afectdé ninguna de las variables medidas en los adipocitos
intramusculares (P = 0,18). Estas variables tampoco se vieron afectadas por el tipo de
parto (P = 0,54) ni por la interaccion entre el tratamiento y el tipo de parto (P = 0,35).
No obstante, el musculo afecté significativamente todas las variables (P < 0,0001). La
densidad adipocitaria en el musculo GB y ST fue mayor que en el musculo SS (Cuadro
7). El didmetro de los adipocitos (P<0,0001) fue significativamente mayor en el
musculo SS con respecto al GB y ST (Cuadro 7). El musculo SS presentd un area de
seccion transversal adipocitaria mayor en comparacion a los otros dos musculos (P
<0,0001), mientras que el GB tendié a presentar un area de menor tamafio que el ST
(P=0,095) (Cuadro 7).

Por otra parte, se detecté una tendencia (P = 0,0518) a que la densidad adipocitaria
fuera afectada por la interaccion entre el tratamiento y el tipo de masculo de forma tal
que se observé que el tratamiento de subnutricion aumento la densidad adipocitaria
solo en el masculo ST (P = 0,014) mientras que en los otros musculos no hubo
diferencias en la densidad adipocitaria entre animales BOF y AOF (P = 0,59) (Cuadro
8). El diametro adipocitario fue afectado por la interaccion entre tratamiento y musculo
(P = 0,0467) de forma tal que el tratamiento nutricional de las madres redujo el
didmetro adipocitario solo en el musculo ST (P = 0,008) mientras que en los demas
musculos no hubo efecto del tratamiento para esta misma variable (P = 0,86) (Cuadro
7). A su vez, también hubo una tendencia (P = 0,0630) a que las areas de seccion
transversal adipocitarias estuvieran afectadas por la interaccion entre el tratamiento y
el musculo, de forma tal que el tratamiento nutricional redujo el area de seccion
transversal adipocitaria en musculo ST (P = 0,010), en tanto que no produjo ningun
efecto en los musculos SS ni GB (P = 0,91) (Cuadro 7).

Por otra parte, el diametro de los adipocitos tendié a estar afectado por la triple
interaccion entre tratamiento, muasculo y tipo de parto (P= 0,066). Dentro de los
animales de AOF el parto doble no afect6 el diametro adipocitario en los musculos GB
y SS (P2 0,22), mientras que en el ST lo aumentd significativamente (P = 0,02). Por
otra parte, dentro de los animales BOF el parto doble no produjo efecto sobre el
diametro adipocitario en ninguno de los musculos evaluados (P = 0,32) (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Diametro de adipocitos, densidad adipocitaria y area de seccion transversal adipocitaria (medias * errores estandar de la
media) en los musculos GB, ST y SS de ovejas de los grupos AOF y BOF y de ambos grupos pooleados.

P P valor P valor
Variable Mus AOF BOF Media general valor mUS trat*musc
trat
., GB 23,97 £ 2,09 24,41 £ 2,12 24,19 + 1,49P
Diametro
adipocitos ST 33,18 + 2,302 24,37 +2,16° 28,78 + 1,58 0,18 <,0001 0,047
(um) ss 50,15 + 2,06 50,68 + 2,12 50,42 + 1,487
Densidad GB 17,61 +1,18 16,69 £ 1,20 17,15 + 0,842
Adipocitos b
(n%um?x 10 - ST 13,91 +£1,30 18,48 £ 1,232 16,19 + 0,892 0,29 <,0001 0,05
4 SS 3,93+1,18 3,78+ 1,20 3,86 + 0,84°
Area GB 694,84 + 200,83 727,28 £ 204,06 711,06 + 143,15¢
Adipocitos ST 1451,81 + 220,692 642,81 + 207,86° 1047,31 + 151,58 0,18 <,0001 0,06
2
(wm?) SS 3136,79 + 198,27 3160,76 + 204,06 3148,77 + 142,262

mus: musculo, trat: tratamiento

Dentro de la columna de medias generales las medias acompafiadas por literales diferentes indican diferencias significativas entre

musculos para cada variable (a vs, b; P < 0,05).

Dentro de las filas, los valores para cada grupo (AOF y BOF) acompafados por literales diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos, dentro de un mismo musculo en cada variable (a vs b; P < 0.05)
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Figura 6 Micrografias de cortes transversales del musculo Semitendinosus (ST), de
ovejas de los grupos BOF (A) y AOF (B) tratadas con la reaccion histoquimica de PAS.
Notense las diferencias en la densidad adipocitaria y didmetro de los adipocitos si
comparamos ovejas de baja oferta (foto izquierda) con las de alta oferta (foto derecha).

Cuadro 8. Didmetro adipocitario (um; medias * errores estandar de la media) para los
musculos GB, SS y ST segun el tratamiento (AOF/BOF) y el tipo de parto (simple o
doble).

AOF BOF
Musculo Simples Dobles Simples Dobles
GB 25,97 £ 2,23°¢ 21,96 + 3,53¢ 24,63 + 2,36° 24,20 + 3,53¢
SS 52,69 + 2,132 47,61 + 3,532 52,71 + 2,362 48,65 *+ 3,532
ST 27,65 +2,13° 38,72 + 4,07° 26,54 + 2,50¢ 22,19 + 3,53¢

Las medias acompafadas por literales diferentes fueron distintas (P < 0,05).
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6. DISCUSION

6.1. Peso de los 6rganos:

Los resultados del presente trabajo indican que la subnutricion inducida por una menor
oferta de forraje de campo natural desde el dia 23 antes de la concepcion hasta el dia
122 de gestacion no afecta el peso de los principales érganos de la progenie femenina
cuando se las evalla a edad avanzada (ovejas de 7 afios de edad). No obstante, en
las condiciones del presente estudio se demostré que el peso de los rifiones fue
significativamente afectado por el tratamiento nutricional de las madres, resultando
que a los 7 afos de edad los riflones fueron mas pesados en aquellas ovejas nacidas
de madres subnutridas durante la gestacion. El hecho de que en el presente estudio
no se encontraran diferencias debidas al tratamiento en el peso de los principales
organos de alguna manera se opone a lo que plantean diversos trabajos sobre
programacion fetal y subnutricibn, que en general indican que situaciones de
subnutricion durante periodos prolongados de la gestacion son capaces de afectar el
peso de los 6rganos, particularmente el de aquellos érganos mas periféricos 0 menos
centrales (Abud et al., 2020; Nathanielsz & Hanson, 2003). Como se comentod antes,
estos efectos diferenciales sobre el peso de los 6rganos en general se explican sobre
la base de mecanismos de priorizacion en la particion de nutrientes que implican
estrategias de redistribucion del flujo sanguineo (Nathanielsz & Hanson, 2003). No
obstante, la mayoria de los trabajos que han demostrado estos efectos han evaluado
los pesos de diferentes 6rganos en etapas tempranas del desarrollo, y hasta donde
sabemos, no existen antecedentes que lo hubieran hecho en ovejas de edad
avanzada. Una posible explicacion para el hecho de no haber encontrado efectos del
tratamiento sobre los pesos de ciertos 6rganos como el higado que generalmente
resulta afectado por programacion fetal, podria radicar en que en el presente estudio
la progenie evaluada fue de sexo femenino. Efectivamente, nuestro propio equipo de
investigacion ha reportado que algunos efectos de programacion fetal sobre el
desarrollo corporal y el peso de ciertos 6rganos podrian ser mas marcados en la
progenie masculina que femenina (lthurralde et al.,, 2019). Concretamente se
demostré que una subnutricion inducida por una menor oferta de forraje de campo
natural entre el dia 30 y 143 de la gestacion redujo el peso del corazén en los corderos
machos, pero no en las corderas hembras cuando se los evaluo a los 200 dias de vida
(Ithurralde et al., 2019). Con relacion a los efectos detectados sobre el peso de los
rinones, nuestros resultados indican que de alguna manera el peso renal en las ovejas
de edad avanzada podria haber estado condicionado por la subnutricion padecida
durante el desarrollo intrauterino. Esta idea es en general consistente con diversos
trabajos que han propuesto que la estructura y la funcién renal puede verse
comprometida en la vida adulta por efectos de programacion fetal durante el desarrollo
prenatal. Diversos estudios (Moore et al., 1996; Plagemann et al., 2000; Woods et al.,
2001; Xie et al., 2012) han demostrado que un ambiente desfavorable durante la etapa
fetal puede repercutir negativamente en el desarrollo de los rifiones y puede tener
como consecuencia un aumento de presion arterial durante la vida adulta tanto en
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humanos como en animales. Algunos autores también se refieren al impacto que tiene
una subnutricion materna durante la prefiez en relacidon a la nefrogénesis y la
disminucién en el nimero total de nefronas que conforman el rifion del animal adulto.
Tal es asi que Woods et al., (2001) afirman que, en ratas, una restriccion proteica
durante la gestacion tardia suprimiria el sistema renina angiotensina intrarenal del
recién nacido, resultando esto en una reduccion en el numero e hipertrofia de los
glomérulos, e hipertension en los animales adultos. Por otra parte, Alwasel (2017)
demostré que en fetos de ratas al dia 20 de gestacion los rifiones son mas pequefos
en animales gestados por madres restringidas nutricionalmente y a su vez, en estos
animales, sus rifiones son menos pesados en relacion al peso corporal.

En cuanto a los resultados especificos, nuestro hallazgo de riflones mas pesados en
ovejas hijas de madres subnutridas de algiin modo discrepan con lo descrito por Abud
et al. (2020) quienes evaluaron el efecto de una menor oferta de forraje gestacional
sobre el peso de érganos en corderos neonatos y demostraron que el tratamiento de
subnutricion efectuado redujo el peso de los riflones. Asimismo, otros trabajos en
ovinos han indicado que el peso de los rifiones no es afectado por la subnutricion
gestacional tanto cuando se lo evaltua en fetos (Abud et al., 2020; Pillai et al., 2017)
como en animales entorno a la pubertad (Ithurralde et al.,, 2019). No obstante,
Whorwood et al. (2001) obtuvieron hallazgos compatibles con los nuestros,
demostrando que una subnutricibn materna en ovejas durante los dias 28 a 77 de
gestacion provoca que los riflones de los corderos neonatos fueran mas pesados.
Ademas, estos autores aportan que los rifiones evaluados en los neonatos hijos de
ovejas restringidas no solo eran mas pesados, sino que poseian las dimensiones
alteradas siendo mas anchos y cortos. Esto Ultimo concuerda ademas con estudios
previos en roedores que indican que la progenie de ratas subnutridas presento rifiones
con similares alteraciones en las caracteristicas morfoldégicas y que ademas se
relacion6 a la aparicion de una patologia asociada como la hipertension (Nwagwu et
al., 2000).

Por otra parte, los resultados del presente trabajo sugieren que algunos efectos de
programacion fetal sobre el peso de 6rganos en ovejas adultas podrian depender del
tipo de gestacién o parto. Es decir que podrian ser mas o menos severos dependiendo
de si esa oveja hubiera sido gestada como Unica o melliza. Otra manera de leer estos
efectos de interaccion entre subnutricién y tipo de gestacién o parto puede ser en el
sentido de que los efectos de programacién que se producen por la gestacién doble o
mellicera son diferentes dependiendo del estatus nutricional de las madres gestantes.
Por ejemplo, visto de ese modo, nuestros resultados indicarian que ovejas nacidas de
partos dobles y simples presentan diferencias en el peso del corazéon y de las
adrenales solo cuando las madres las gestan en condiciones nutricionales mas
favorables, mientras que cuando las madres gestantes son subnutridas, el tipo de
parto no produce diferencias en los pesos de estos 6érganos. Como se comento en el
capitulo de revision bibliografica, el tipo de gestacion o la gestacion multiple produce
efectos de programacion fetal por si misma dado que a pesar de la existencia de
mecanismos placentarios compensatorios los fetos establecen competencia por
nutrientes que afecta su desarrollo, siendo los fetos ovinos de gestacion doble los mas
afectados ne comparacion con los gestaods simples (Greenwood et al., 2000;
Gootwine et al., 2007). En ese sentido, el hecho de que dentro de las ovejas hijas de
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madres de AOF, las nacidas de parto doble presentaran corazones mas livianos
podria considerarse consistente con diversos reportes que indican que el desarrollo
del corazon es susceptible a efectos de programacion fetal. Barker et al. (1986 y 1997)
fueron los primeros en teorizar que el bajo peso al nacer estaba asociado directamente
con alteraciones cardiovasculares en el adulto En concreto, y en cuanto a los efectos
de la subnutricion sobre el peso del corazén, se han reportado diferentes efectos
dependientes de ciertos factores como la especie, tipo de restriccion y la edad en la
cual se evaluaron dichos efectos. Abud et al. (2020) reportaron pesos del corazon
disminuidos en fetos, pero no en neonatos, e Ithurralde et al. (2019) demostraron que
los pesos de los corazones de corderos de 200 dias de vida nacidos de madres
subnutridas eran menores en los machos, pero no asi en las hembras. No obstante,
en lo que respecta a los efectos diferenciales de programacion fetal dependiendo del
tipo de gestacion (simple o doble) la informacién disponible en la bibliografia es muy
escasa. Particularmente en ovinos se encontr6é un antecedente que de algin modo es
consistente con nuestros presentes hallazgos, en el cual se demostr6 que los efectos
de programacion fetal sobre la funcion cardiovascular podrian variar dependiendo del
tipo de gestacion. Es asi que McMillen et al. (2001) estudiaron el impacto que tenia
una restriccion alimenticia durante la gestacion tardia sobre la presion arterial fetal, la
frecuencia cardiaca y la respuesta de la presion arterial fetal a la angiotensina Il, y
reportaron que como consecuencia de esta restriccion efectuada hubo un aumento de
la presion arterial fetal en mellizos, pero no en fetos simples. Este estudio permite
demostrar ademas como el impacto de la restriccion alimenticia sobre el ambiente
intrauterino difiere segun si es una gestacion simple o doble y que esto podria llevar a
un desarrollo alterado de diferentes sistemas y 6rganos fetales segun el tipo de
gestacion.

Otra posible interpretacion de los hallazgos relacionados al peso cardiaco podria
implicar que los corazones de las ovejas mellizas cuyas madres fueron subnutridas
podrian estar evidenciando, en edad avanzada, un estado patologico de hipertrofia
cardiaca que determine que no existan diferencias en el peso cardiaco entre ovejas
simples y mellizas dentro del grupo BOF. Esta teoria es de algin modo consistente
con lo que plantean Porrello et al. (2008) en su revisién, donde los autores proponen
que la cardiomiopatia hipertréfica podria deberse a efectos de programacion fetal por
subnutricion. De ese modo, podriamos especular con que la subnutricion durante la
vida fetal podria haber inducido la hipertrofia cardiaca en ovejas BOF de parto doble
repercutiendo en que no existieran diferencias en el peso cardiaco entre estas y su
contraparte de ovejas BOF de parto simple.

Otro de los hallazgos encontrados en nuestro trabajo tiene relacion con el peso de las
glandulas adrenales. Aqui las ovejas dobles del grupo restringido nutricionalmente
(BOF) tuvieron las adrenales mas pesadas. Este hallazgo coincide con lo reportado
por Phillips et al. (1996) quienes a traves de un trabajo experimental en ovejas a las
cuales les removieron las carunculas uterinas antes de la concepcion con el objetivo
de generar una restriccion nutricional in Gtero demostraron que las glandulas
adrenales de fetos restringidos fueron mas pesadas. Estos autores plantearon la
posibilidad de que el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal en aquellos fetos de madres
restringidas cambien sus parametros resultando en un mantenimiento de las
concentraciones de ACTH (hormona adenocorticotropica), aumento de la sensibilidad
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de las adrenales a la ACTH y aumento del peso de las glandulas adrenales y a su vez
de la produccion de corticosteroides.

No obstante, en lo que respecta a los efectos diferenciales de programacion fetal
dependiendo del tipo de gestacion (simple o doble) sobre el desarrollo adrenal, la
informacion disponible en la bibliografia es muy escasa. Particularmente en ovinos se
encontré un antecedente en el cual se demostré que los efectos de programacion fetal
sobre la funcion del eje hipotadlamo hipofisis adrenal podrian variar dependiendo del
tipo de gestacion (Edwards et al.,, 2002a). En este trabajo, Edwards et al. (2002a)
reportan que, si bien no existieron diferencias en el peso de las glandulas adrenales
entre los fetos de parto simple de madres restringidas nutricionalmente o no, si existio
un aumento significativo del peso de las glandulas adrenales en los fetos nacidos
mellizos del grupo restringido, lo cual es consistente con nuestro hallazgo de
adrenales mas pesadas en las ovejas BOF de parto doble.

Como se comento antes, estos autores investigaron el efecto del tipo de gestacion, el
sexo del feto y la nutricibn materna sobre la funcionalidad del eje hipotalamo,
hipofisis, adrenal en ovinos y encontraron interaccion entre tratamiento y tipo de parto
para algunas variables fisiologicas mas alla del efecto sobre el peso de las adrenales.
De hecho, ellos concluyen que hubo un efecto diferencial de la nutriciébn durante la
peri concepcién sobre el desarrollo y la funcién del eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA) entre simples y dobles.

En sintesis, los resultados de la presente tesis sugieren que una subnutricion inducida
por una menor oferta de forraje de campo natural desde antes de la concepcion hasta
aproximadamente un mes antes del parto, no altera el peso de los principales érganos
al evaluarlo en ovejas de edad avanzada, con la excepcion de los rifiones que se
muestran mas pesados en individuos que padecieron subnutricion fetal. Por otra parte,
los resultados de esta tesis sugieren que algunos efectos de programacion fetal a
largo plazo inducidos por subnutricion fetal sobre el peso de los principales érganos
podrian diferir segun el tipo de parto o gestacion.

6.2. Peso de los musculos:

Los resultados del presente trabajo indican que el tratamiento nutricional aplicado a
las ovejas gestantes no afectd el peso de los musculos evaluados en sus hijas a los 7
afos de vida. No obstante, de forma similar a como ocurrié con el peso de algunos
organos, nuestros resultados sugieren que el peso muscular podria estar afectado de
forma diferencial por la subnutricibn materna, dependiendo del tipo de gestacion o
parto. Resumidamente, nuestros resultados indicaron que dentro de las ovejas AOF
el tipo de parto doble produjo musculos mas livianos, mientras que entre ovejas BOF
no existi6 diferencias en el peso muscular entre ovejas gestadas como simples y
dobles. El hecho de que la menor oferta de forraje gestacional no repercutiera en el
peso muscular de las crias en edad avanzada puede considerarse de algin modo
inconsistente con la idea ampliamente aceptada de que el desarrollo muscular puede
ser altamente susceptible a efectos de programacion fetal por subnutricion,
particularmente durante los primeros dos tercios de gestacion (Fahey et al., 2005b;
Kenyon y Blair, 2014). No obstante, como ya se coment6 anteriormente, los trabajos
gue hayan demostrado estos efectos a largo plazo sobre la masa muscular son muy
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escasos. En particular en la especie ovina, algunos trabajos han demostrado que la
masa muscular puede verse disminuida por la subnutricion materna (Ithurralde et al.,
2019; ithurralde et al., 2020; ithurralde et al., 2023). Sin embargo, fundamentalmente
en estudios epidemiolégicos humanos se ha demostrado que los efectos de
programacion fetal sobre la masa muscular y la composicion corporal, particularmente
a edades avanzadas podrian ser diferentes dependiendo del sexo del individuo
(Kulkarni et al., 2014). Por ejemplo, un estudio realizado en Pelotas, Brasil por parte
de Wells et al. (2012) relaciona de forma positiva a la rapida ganancia de peso durante
diferentes periodos tempranos de crecimiento (peso al nacer y ganancia de peso hasta
los 48 meses) con el tamafio y la composicién corporal en la adolescencia y demuestra
que este efecto positivo (mas masa muscular y menos adiposidad corporal) seria mas
marcado en hombres que en mujeres. De manera similar en otro estudio
epidemioldgico en Filipinas, se demostré que los hombres que tuvieron un crecimiento
rapido durante los primeros 6 meses de vida presentaron mayor masa muscular y
fuerza, siendo estos efectos no observados en la progenie femenina (Kuzawa et al.,
2010). Una de las razones a las cuales estos autores le atribuyen dichos efectos es a
la adaptabilidad del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal encargado de la asignacion de
recursos para estimular tanto el crecimiento como el mantenimiento de caracteristicas
tales como la masa muscular (Bribiescas et al., 2001).

De hecho, esta idea general que plantea que los efectos de programacion fetal por
subnutricion sobre la masa muscular son mas severos en la progenie masculina que
la femenina fue recientemente confirmada por nuestro equipo de investigacion en un
experimento trabajando con ovinos e induciendo subnutricion gestacional en pastoreo
de campo natural. En dicho trabajo se demostr6 que la subnutricion gestacional
reduce la masa muscular en la descendencia masculina pero no en la femenina
cuando se los evalla a los 200 dias de vida (Ithurralde et al., 2019). Estas diferencias
dependientes del sexo podrian entonces contribuir a explicar el no hallazgo de efectos
de tratamiento sobre el peso muscular en el presente estudio ya que los animales
evaluados fueron de sexo femenino.

Por otra parte, en cuanto a los efectos diferenciales de la subnutricién sobre el peso
muscular dependientes del tipo de gestacion o parto, si bien los antecedentes en la
bibliografia son muy escasos, existen algunos trabajos previos que de alguna manera
acompafan a nuestros hallazgos sugiriendo que la subnutricibn materna tiene un
impacto diferente sobre el desarrollo muscular de mellizos o Unicos (Edwards et al.,
2004; Lie et al., 2014). Con el objetivo de determinar si la restriccibn de nutrientes
maternos durante el periodo periconcepcional y gestacional daria lugar a la
programacion de una mayor adiposidad y a un aumento de la masa grasa fetal,
Edwards et al. (2004) sometieron a ovejas Border Leicester x Merino a dos
tratamientos nutricionales contrastantes (100 vs. 70% de los requerimientos totales)
desde la peri concepcion hasta el parto. Estos autores demostraron que los efectos
de programacion fetal por subnutriciéon sobre a la adiposidad de los fetos a término
son diferentes segun se trate de gestaciones simples o dobles. Concretamente
reportaron que la disminucién en la nutricion materna da como resultado un aumento
en la adiposidad fetal en los fetos dobles, pero no en los fetos Unicos (Edwards et al.,
2004).
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Mas recientemente, con el objetivo de estudiar el efecto de la subnutricion materna en
el periodo periconcepcional y preimplantaciéon sobre la sefalizacion de insulina en
musculos de fetos de ovejas simples y gemelares en la ultima etapa de la gestacion,
Lie et al. (2014) condujeron un experimento asignando ovejas a diferentes dietas
experimentales. Estos autores demostraron que los efectos de la subnutricion sobre
la expresion de moléculas relacionadas al control de la sefial insulinica muscular son
diferentes en fetos simples y en fetos mellizos. Concretamente, demostraron que, en
fetos gemelares o mellizos, hubo un aumento por ejemplo en la abundancia del
receptor de insulina tipo 1 a nivel muscular que no se evidencio en fetos de gestacion
simple. Segun estos autores, una posibilidad para explicar estas diferencias pasaria
por el hecho de que el entorno hormonal temprano de la gestacion gemelar resulte en
la programacién de una mayor sensibilidad a la insulina, en lugar de una menor, en el
musculo fetal en respuesta a la desnutricion materna. Los autores plantean a su vez
que la programacion de una mayor sensibilidad a la insulina actuaria para mantener
el crecimiento muscular en el contexto de un entorno fetal previsto en el que el
suministro de sustrato es limitado, como ocurre en una gestacion doble o gemelar (Lie
et al., 2014).

Otros trabajos también han sugerido que los efectos de programaciéon fetal por
subnutricion sobre algunos aspectos que podrian estar relacionados a la fisiologia
muscular serian distintos entre animales gestados como simples o mellizos. Todd et
al. (2009) determinaron el efecto de la desnutricion periconcepcional materna en
ovejas sobre la tolerancia a la glucosa en las crias antes y después de la pubertad y
reportaron que el efecto de la subnutricion prenatal fue mayor en simples que en
mellizos. De acuerdo con estos autores, sus hallazgos sugieren que la subnutricién
prenatal de algin modo elimina las diferencias en la respuesta insulinica que
tipicamente existen entre individuos simples y mellizos (Rumball et al., 2008). Esta
idea que en principio parece contradictoria, y que plantea que algunos efectos de
programacion fetal por subnutricion pueden ser menos severos en mellizos que en
simples, ha sido expuesta por otros autores que proponen que la subnutricién afecta
mas severamente a aquellos fetos que experimentan un crecimiento o desarrollo
prenatal mas rapido (Barker, 1998; Harding, 1997). Efectivamente, Todd et al. (2009)
proponen como posible explicacién para sus hallazgos que los fetos mellizos al estar
creciendo a tasas mas lentas habrian sido menos afectados por la programacién fetal
y por ello muestran menos efectos negativos sobre el metabolismo de la glucosa
durante su vida posnatal.

Por ende, sobre la base de la informacion antes resumida, podriamos hipotetizar con
que, en el presente estudio, los efectos de programacion fetal sobre el desarrollo
muscular fueron menos severos en gestaciones dobles que en simples, lo que
contribuiria a explicar porgue no existieron diferencias en los pesos musculares entre
animales dobles y simples dentro del grupo BOF.

En sintesis, los resultados de la presente tesis sugieren que una subnutricion inducida
por una menor oferta de forraje de campo natural desde antes de la concepcion hasta
aproximadamente un mes antes del parto, no altera el peso muscular al evaluarlo en
ovejas de edad avanzada. No obstante, los resultados de esta tesis sugieren que los
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efectos de programacion fetal por subnutricion a largo plazo sobre el peso muscular
podrian diferir segun el tipo de parto o gestacion.

6.3. Histologia muscular:

En relacion a la histologia muscular, nuestros resultados no sugieren cambios
inducidos por el tratamiento sobre el perfil metabdlico fibrilar dado que no se detect6
efectos sobre la PAS positividad fibrilar. Estos hallazgos de alguna manera se oponen
a diversos trabajos reportados en la bibliografia que indican que la subnutricion
gestacional es capaz de inducir cambios en las poblaciones fibrilares musculares
(Ithurralde et al., 2021; Ithurralde et al., 2023; Picard et al., 2002). No obstante,
nuestros resultados deberian tomarse con precaucién ya que si bien la técnica de PAS
puede permitir una aproximaciéon hacia el perfil metabdlico fibrilar (Swatland, 1976) no
se trata de una metodologia especifica, y por ende se requeriria el uso de técnicas
histoquimicas, inmunohistoquimicas o moleculares para estudiar estos aspectos con
la debida profundidad. De todos modos, la aplicacion de la tincion de PAS en cortes
histol6gicos musculares en el presente trabajo puede considerarse acertada ya que la
misma permitié identificar diferencias entre musculos que son consistentes con
diferencias metabdlicas y contractiles fibrilares reportadas previamente entre diversos
musculos ovinos usando diferentes técnicas histoquimicas especificas combinadas
(Ithurralde et al., 2015). Por otra parte, en el presente estudio se detectaron algunos
efectos que indican que la subnutricibn gestacional podria haber incidido en la
morfometria y abundancia de los adipocitos intramusculares. Especificamente se hall6
que hubo interaccién entre el tratamiento y el tipo musculo y entre tratamiento y tipo
de parto para algunas variables relacionadas con la grasa intramuscular.
Concretamente, los adipocitos en el ST de las ovejas BOF fueron mas cantidad, pero
con menor didmetro y area de seccion transversal. Este hallazgo puede estar
sugiriendo que la subnutricién gestacional produjo un aumento en la hiperplasia
adipocitaria en ese musculo. Estos hallazgos son de algiin modo consistentes con la
teoria que sugiere que ante una restriccion nutricional prenatal los procesos de
desarrollo de los tejidos muscular y adiposo pueden competir de forma tal que un
proceso puede verse beneficiado por sobre el otro (Du et al., 2015). De hecho, la
presencia de un mayor numero de adipocitos intramusculares en las ovejas hijas de
madres subnutridas es consistente de algin modo con la idea general que vincula
programacion fetal por subnutricién y una mayor masa adiposa corporal.

La programacion fetal, inicialmente relacionada con desnutricion fetal, se asocié con
un mayor riesgo de obesidad central y diabetes en la vida adulta (Barker, 1998). El
crecimiento fetal esta influenciado por el entorno intrauterino y existen problemas en
ambos extremos del espectro del peso al nacer, con una relacion curvilinea entre el
peso al nacer y el riesgo futuro de obesidad (Parsons et al., 2001). Se propone que el
feto “censa” su estado nutricional futuro a través de sefales intrauterinas de la madre
y responde de maneras que establecen influencias duraderas en el control del peso y
el apetito (Gluckman et al., 2007). De hecho, se ha demostrado que muchos
metabolitos y hormonas de la sangre del cordon umbilical estan asociados con el peso
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al nacer y la adiposidad en los bebés humanos (Friedman, 2018). Paradojicamente,
tanto un entorno intrauterino nutricionalmente limitado como nutricionalmente
excesivo pueden conducir a una obesidad posterior (Dabelea et al., 2011).

En ovinos un conjunto de trabajos ha aportado informacion muy valiosa sobre los
efectos de programacion fetal sobre la adiposidad de la progenie (Bispham et al.,
2003; Sharkey et al., 2009; Whorwood et al., 2001). Estas investigaciones indican que
una reduccion en la cantidad de alimentos consumidos por la madre durante la primera
mitad de la gestacion a cantidades subdptimas da como resultado una mayor
deposicion de grasa en el feto a término (Bispham et al., 2003). A su vez estos trabajos
sugieren que los efectos adversos a largo plazo no se observarian hasta que la
descendencia se volviera obesa y alcanzara la adultez temprana (Sharkey et al.,
2009). Segun estos trabajos, los componentes clave del desarrollo del tejido adiposo
fetal que causarian estos efectos de mayor acumulacién adiposa en la vida adulta
serian una combinacion de una mayor accion de los glucocorticoides (Whorwood et
al., 2001) y una mayor acumulaciéon de adipocitos blancos, en lugar de marrones,
durante el desarrollo prenatal intrauterino (Bispham et al., 2003).

De este modo nuestros resultados podrian indicar que la subnutricion incidié en un
aumento en la cantidad de adipocitos intramusculares presentes en las ovejas a los 7
afios de vida.

Una posible explicacion para estos hallazgos podria relacionarse también con
diferencias en el grado de envejecimiento muscular entre animales BOF y AOF. Esto
esta relacionado con el hecho de que se encuentra aceptado que a medida que el
envejecimiento avanza se producen cambios importantes en la estructura y la funcion
de los musculos esqueléticos que en general se caracterizan por una reduccion en la
masa muscular, la pérdida de actividad oxidativa mitocondrial y un cambio en el
metabolismo muscular de los lipidos (Akima et al. 2001; Crane et al. 2009; DeNino et
al. 2001; Kent-Braun et al. 2000; Overend et al. 1992; Schwenzer et al. 2009). En ese
mismo sentido, se ha propuesto que conforme la atrofia muscular por envejecimiento
avanza, los musculos experimentan un aumento anormal en la infiltracién de tejido
adiposo intramuscular (Boettcher et al. 2009; Goodpaster et al. 2000; Song et al.
2004). A su vez, muy interesantemente y consistentemente con nuestros hallazgos
también, algunos investigadores han propuesto que el aumento en la cantidad de
adipocitos intramusculares que se produce con el envejecimiento podria ser musculo
dependiente. Por ejemplo, Akima et al. (2011) midieron el contenido de grasa
intramuscular en diferentes musculos del muslo utilizando resonancia magnética en
nifios con distrofia muscular de Duchenne y demostraron que el contenido de grasa
intramuscular diferia entre musculos, lo que, segun estos autores, sugiere que los
aumentos de grasa intramuscular asociados con la edad también pueden diferir entre
musculos o grupos musculares. De forma similar, Ramsay et al. (2011) estudiaron el
contenido de grasa intramuscular en el lado parético y no parético de los muslos en
pacientes con hemiplejia, y los resultados mostraron que los patrones de infiltracion
de tejido adiposo eran diferentes entre muasculos o grupos musculares. Mas
recientemente, Akima et al. (2015) realizaron un estudio con pacientes humanos de
dos grupos etarios contrastantes (70 y 20 afios de edad aproximadamente) y les
determinaron el contenido de grasa intramuscular en diversos musculos del muslo
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utilizando resonancia magnética y demostraron que la cantidad de grasa intramuscular
aumenta con la edad pero que esos cambios pueden ser musculo-dependientes.
Como se comentO antes, estos resultados podrian ser consistentes con nuestros
hallazgos que indican que en las ovejas de edad avanzada del presente estudio los
cambios en los adipocitos intramusculares producidos por el tratamiento se
evidenciaron exclusivamente en el Semitendinosus y no en los demas musculos
estudiados.

Por otra parte, en nuestro presente estudio se detecté un efecto de triple interaccion
entre tratamiento, musculo y tipo de parto, que una vez mas sugiere que los efectos
de programacion fetal sobre el desarrollo muscular (en este caso especificamente
sobre los adipocitos intramusculares) podrian ser distintos segun se trate de individuos
gestados como unicos o como mellizos. Una vez mas, de forma de algin modo
consistente con lo que sucedidé con los pesos musculares, nuestros resultados
indicaron que los adipocitos intramusculares fueron afectados por el tipo de parto
solamente cuando se tratd de ovejas del grupo no subnutrido, mientras que las
diferencias entre ovejas simples y dobles no se evidenciaron dentro de los animales
del grupo BOF. Esto, como se coment6 antes, podria estar relacionado con el hecho
de que la subnutricibn materna de alguna manera elimina las diferencias que
naturalmente existen entre fetos simples y mellizos al equiparar las tasas de
crecimiento de estos individuos cuando los mismos se gestan en condiciones
restrictivas (Todd et al., 2009).

En sintesis, los resultados del presente trabajo sugieren que una subnutricion inducida
por una menor oferta de forraje de campo natural desde antes de la concepcién hasta
aproximadamente un mes antes del parto, no altera la PAS positividad fibrilar en
musculos esqueléticos de ovejas de edad avanzada. No obstante, los resultados de
esta tesis sugieren que la subnutricion prenatal podria afectar la distribucion y
morfometria de los adipocitos intramusculares con un aumento en el nimero de
células adiposas, aunque de menor tamafio, en algunos musculos de ovejas nacidas
de madres subnutridas. Asimismo, los resultados de la presente tesis sugieren que
los efectos de programacion fetal por subnutricion a largo plazo sobre la distribucion
y morfometria de los adipocitos intramusculares podrian diferir segun el musculo y
segun el tipo de parto o gestacion.
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7. CONCLUSIONES

Una subnutricion inducida por una menor oferta de forraje de campo natural desde la
peri concepcion hasta un mes antes del parto no afectd el peso de los 6rganos,
(exceptuando los rifiones) en ovejas de edad avanzada. A su vez, los resultados de
esta tesis demuestran que tanto del peso de algunos 6rganos como el peso de los
musculos y la distribucién y morfometria de los adipocitos intramusculares podrian ser
afectados por la subnutricion prenatal con cambios evidenciables en animales de edad
avanzada, aunque la mayoria de estos efectos dependerian del tipo de parto o
gestacion y del musculo en el cual fueran evaluados.
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