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Resumen

El consumo voluntario es determinante en la productividad animal. La ghrelina es un
péptido producido en el estomago y tiene un efecto positivo sobre el consumo
voluntario. Los objetivos del presente trabajo fueron: cuantificar la concentracion
plasmética de ghrelina antes y después de la aplicacion de ghrelina sintética por via
intravenosa (IV), intramuscular (IM) o subcutdnea (SC) y evaluar el efecto de la
aplicacion SC en variables productivas de corderos. El trabajo se dividi6 en dos
experimentos; en el primero, seis corderos Blackbelly fueron distribuidos al azar en
tres tratamientos: aplicacion IV, IM o SC de 3 pg de ghrelina/Kg de peso vivo. La
concentracién plasmatica de ghrelina se midi6 antes y después del ofrecimiento de
alimento (8:00 h) y de la aplicacién de ghrelina (12:00 h); los muestreos se realizaron a
las 7:30, 8:00, 8:15, 8:30, 9:00, 10:00, 11:00, 12:00, 12:15, 12:30, 13: 00, 14:00 y
15:00 h. La concentracion plasmatica de ghrelina en IV rebasoé el limite superior de
lectura (>10,000 pg/ml) en los primeros dos muestreos; en IM, la méaxima
concentracion (9,700 pg/ml) fue alas 13:00 h; en SC, el valor méximo (5732.14 pg/ml)
se encontré a las 13:00 h y se mantuvo hasta las 14:00 h; no se encontraron
diferencias entre tratamientos (P>0.1). En el segundo experimento, 12 ovinos Pelibuey
fueron distribuidos en tres tratamientos: GHR1, 3 pug/Kg de pv de ghrelina via SC a las
8:00 h; GHR2, dos aplicaciones de 3 pg/Kg de pv via SC, a las 8:00 y 12:00 h;
Testigo, aplicacion SC de solucion salina (8:00 y 12:00 h). La concentracion sanguinea
de ghrelina en Testigo fue similar (P>0.1) entre los tiempos de muestreo; la
concentracién sanguinea en GHR2 fue alta durante mas tiempo (P<0.05) que en los
otros tratamientos. La ganancia diaria de peso, la conversién alimenticia y el consumo
voluntario fueron similares entre tratamientos (P>0.1). Se concluye que la aplicaciéon
de ghrelina via SC promovio6 elevadas concentraciones sanguineas de la hormona de

manera estable pero no tuvo influencia sobre las variables productivas

Palabras clave: Consumo voluntario, ghrelina, corderos en finalizacién, via de

administracion.



Abstract

Voluntary food intake by sheep is one of the factors that determine productivity in this
livestock rearing industry. It is known that ghrelin is a peptidic hormone mainly
produced in the stomach that has a positive effect on voluntary feed intake, fact that
has been mainly proven in rodents. The objectives of the present study were to
quantify the plasma concentration of ghrelin, after an either intravenous, intramuscular
or subcutaneous application of synthetic ghrelin, and to evaluate its effect on feed
intake, daily weight gain, and feed conversion in sheep during growth and finishing
stages. The study was divided into two experiments; in the first one, six Blackbelly
lambs were randomly distributed into three treatments: intravenous (IV), intramuscular
(IM) or subcutaneous (SC) application of 3 pg of synthetic ghrelin per Kg live weight.
Plasma concentration of ghrelin was measured before and after feed offering (8:00 h)
and ghrelin application (12:00 h); blood samples were taken at: 7:30, 8:00, 8:15, 8:30,
9:00, 10:00, 11:00, 12:00, 12:15, 12:30, 13: 00, 14:00 and 15:00 h. Plasma
concentration of ghrelin was increased not withstanding the route of application;
nevertheless in the case of SC, the increase was more in a curve fashion than a peak,
and plasma concentration was maintained high during a longer period. In the second
experiment 12 Pelibuey finishing rams were randomized into three treatments: GHR1,
SC application of 3 ug of synthetic ghrelin per Kg of live weight at 8:00 h; GHR2, SC
application of 3 pg of synthetic ghrelin at 8:00 h and 12:00 h, totalizing 6 ug per Kg of
live weight; Control, SC application of 5 ml of saline solution. Blood ghrelin
concentration in Control animals was similar among sampling times (P>0.1). Ghr2
lambs maintained high levels during a longer period and reached higher concentrations
than the lambs of the other treatments. Voluntary feed intake, daily weight gain, and
feed conversion were similar among treatments (P>0.1). It was concluded that SC
application of ghrelin promoted high blood concentration of the hormone in a stable
fashion but there was not any positive effect on productive performance.

Key words: Voluntary feed intake, ghrelin, finishing lambs, administration route.
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1) INTRODUCCION

La produccién de ovinos en México, en los ultimos afios, se ha visto
afectada por una serie de modificaciones en sus sistemas, pasando de ser
Ganicamente una ganaderia de tipo tradicional, campesina y de ahorro o
autoconsumo, de poca importancia econémica, a una actividad con presencia
de modelos empresariales; sin embargo, actualmente en el pais se pueden
encontrar desde explotaciones ovinas con alta tecnificacion y producciones
muy intensivas, hasta los rebafios tradicionales de traspatio. Lo que es una
realidad es que la ovinocultura mexicana, hoy en dia es una ganaderia que va

creciendo y tomando cada dia mas importancia.

Con base en las cifras oficiales, en México existe un inventario de
7,082,776 ovinos; esta cifra indica que practicamente en los Ultimos quince
anos, la poblacién nacional de ovinos ha fluctuado entre los 6 y 7 millones de

cabezas y mantiene un crecimiento anual del 1% (Arteaga, 2007).

En cuanto a la produccion de carne de ovino, en los ultimos quince afios,
esta ha mostrado un incremento promedio anual del 3.6%, siendo mas elevado
este crecimiento a partir de 1999, en donde se logré una produccion de
alrededor de 30,000 toneladas de carne y cerrando el 2006 con 47,583
toneladas (Arteaga, 2007). Esto es digno de resaltarse ya que como se
menciond anteriormente el inventario nacional no ha sufrido un incremento
significativo, sin embargo, la produccion de carne de ovino si se ha visto
notablemente incrementada, lo que es un indicador de que la productividad de

los rebafios mexicanos va en aumento (Arteaga, 2007).

Es importante mencionar que el consumo de carne de ovino en nuestro
pais es bajo, comparado con el consumo de otras carnes, como pollo, res o
cerdo, se estima que para el 2006 el consumo de carne de ovino, fue alrededor

de los 800 gramos por habitante (Arteaga, 2007).

El consumo de carne de ovino en nuestro pais es fundamentalmente en

barbacoa, a pesar de que se ha intentado desarrollar un mercado de nuevos



productos regionales como cordero al pastor, al ataud, lechal, como sustituto
de cabrito y cortes de cordero; el consumo de carne de ovino no se ha visto
incrementado en muchos afios y aun asi, México es deficitario en carne de
ovino (Arteaga, 2007).

Debido al déficit de produccion se ha tenido que recurrir a las importaciones
para complementar el abasto, sin embargo, con el incremento de la produccion
nacional, se han reducido las importaciones de carne en alrededor del 33% en
los dltimos seis afos, se puede observar que en el afio 2000 se importd el 61%
del consumo nacional (52,300 toneladas) mientras que, en el 2006 se import6
solo el 42.4% (35,000 toneladas). A pesar de las mejoras en la productividad
de la ovinocultura nacional, las importaciones de productos ovinos

representaron en 2006, 78 millones de délares (Arteaga, 2007).

Como ya se mencion0 anteriormente, en los Ultimos afios se han registrado
cambios en cuanto a la integracion de la industria ovina en México, ya que se
han desarrollado estrategias que se reflejan en grandes cambios en el
esquema de produccion y transformaciéon, asi que de manera resumida,
podemos decir que se ha modificado el esquema de la produccién de ovinos
(Arteaga, 2007).

La mejora en la productividad de los rebafios nacionales, entre otras cosas,
se debe a que la engorda y finalizacion de corderos en corral es hoy en dia
parte fundamental dentro de la industria ovina mexicana, por lo que, es de gran
importancia hacer investigaciones acerca de técnicas que mejoren la
productividad de las engordas de corderos, tratando con esto de encontrar
estrategias que permitan eficientizar al maximo la utilizacion de los recursos y
mejorar los parametros productivos de los corderos para lograr con esto

mejorar la rentabilidad de la ganaderia ovina.

Una herramienta para mejorar la productividad de los corderos en engorda,
es el influir sobre el consumo voluntario (CV) de alimento, ya que de éste
depende gran parte de la productividad del animal. Si se ve al cordero como un

medio para producir alimento de origen animal de alta calidad para el consumo



humano y la materia prima para conseguir esto, es el alimento que consume el
cordero; incrementar el CV en el animal dard como resultado una mayor
producciéon. Un incremento en el CV beneficia la productividad siempre y
cuando la capacidad de cordero de convertir alimento en carne no se vea
rebasada, ya que de lo contrario se estara produciendo grasa, disminuyendo la
eficiencia alimenticia e incrementando los costos de produccion. En el
presente trabajo se evalla si la ghrelina sintética puede ser una substancia que
aplicada de manera exdgena incremente el CV de los corderos, sin influir de
manera negativa sobre otras variables productivas como la ganancia diaria de

peso (GDP) o la eficiencia alimenticia (EA).



1) REVISION DE LITERATURA

2.1. Factores fisioldgicos que intervienen en el control del consumo

voluntario

En el presente trabajo se mencionan algunos de los factores que controlan

el CV tanto en animales rumiantes como en no rumiantes.

De forma especifica, los acidos grasos volatiles (AGVs), producidos por los
microorganismos ruminales, son controladores del CV, principalmente el acido
acético y el acido propionico. Una alta concentracion de estos AGVs a nivel
ruminal, produce un descenso en el pH; este efecto de acidez provoca que se
disminuya la motilidad ruminal, reduciendo el transito del contenido y con esto
una marcada disminucién en el CV. El &cido propidnico por su parte tiene una
fuerte influencia sobre el CV ya que actia como un indicador de la absorcién
de los otros acidos grasos volatiles; este proceso funciona por medio de
receptores para acido propionico a nivel del higado y de los vasos sanguineos,
estos receptores detectan las concentraciones sanguineas del propionico y
cuando estas se encuentran altas, los receptores envian una sefal

anorexigénica al SNC (Araujo-Febres, 2005).

De forma muy general los principales factores que controlan el CV en los
rumiantes son los siguientes: una alta concentracion de 4cido acético a nivel
ruminal, concentracion duodenal de acido lactico, concentracion de acido
propionico a nivel hepatico y el efecto fisico de llenado del rumen (Araujo-
Febres, 2005).

En todos los animales el consumo voluntario se regula a dos niveles,
central y periférico. Algunos de los factores hormonales que funcionan como
reguladores de la ingesta a nivel periférico, son producidos por el estbmago;
incluso el efecto fisico del llenado mismo del estbmago es uno de los
principales factores limitantes del consumo (Strader et al., 2005).

Se ha mencionado que dietas que contienen alimentos muy voluminosos

provocan de manera muy rapida que el animal deje de comer; esto incluso en



dietas que ocupan mucho espacio a pesar de ser muy pobres en nutrientes. El
estdbmago se comunica con el sistema nervioso central por medio del nervio
vago, utilizando para dicha comunicacion péptidos como la neuromedina By el
péptido liberador de la gastrina, se ha comprobado que dichos péptidos

inducen saciedad mediante su administracién externa (Cummings et al., 2007).

Otro de los 6rganos digestivos que tiene una importante produccién de
factores reguladores del CV es el intestino. Se ha demostrado que la infusiéon
de nutrientes en el intestino delgado, sin que estos pasen por el estomago,
detiene la ingestion de alimento; esto se debe a que los nutrientes presentes en
el intestino pueden producir la liberacion de factores que funcionan como

sefiales que provocan saciedad (Cummings et al., 2007).

A nivel del sistema nervioso central el CV es influenciado por muchos
factores neuronales y humorales, sin embargo, de manera muy simplista se
pensoé que el hipotalamo era el regulador del consumo, ya que en experimentos
realizados en ratones a los que se les retird6 quirargicamente la parte
ventromedial del hipotalamo estos presentaron hiperfagia y obesidad, mientras
qgue si se les retiraba la parte lateral del hipotdlamo, los animales tuvieron
apetito nulo y perdida drastica de peso. Con dichos resultados se plante6 un
esquema en el que la parte ventromedial del hipotalamo es la porcion
reguladora de la saciedad, mientras que la porcion lateral es la parte

reguladora del consumo (Hollis et al., 2005).

La cantidad de comida ingerida y la frecuencia con la que los animales
consumen alimento son regulados a nivel del SNC, pero no Unicamente por el
hipotalamo, el consumo de alimento genera una serie de sefiales, a nivel
central, que le indican al individuo en qué momento iniciar la ingesta o por el
contrario en qué momento dejar de comer. Los factores reguladores de la
ingesta que son producidos en el SNC, se pueden clasificar en dos grupos
respecto a su efecto sobre el CV, los factores orexigénicos y los

anorexigénicos. A continuaciéon se describen algunos de ellos.

2.1.1. Colecistocinina



Uno de los factores producidos en el intestino que controlan el CV y tal vez
uno de los mas estudiados es la Colecistocinina (CCK), la cual es producida
tras la llegada de alimento al intestino, principalmente por la presencia de
lipidos y proteinas (Hollis et al., 2005; Cummings et al., 2007). La CCK es un
péptido intestinal que ademas de promover la liberacion de jugos biliares y
pancreéticos, produce saciedad.

La CCK es el ligando para dos tipos de receptores ubicados en el intestino
(receptor para CCK tipo A o tipo 1) y en el cerebro (receptor para CCK tipo B 6
2) regulando la saciedad por medio de dichos receptores. El efecto de la CCK
sobre la saciedad es de muy corta accion, su aplicacidon exdgena causa un
decremento en la cantidad de alimento ingerido de manera dosis dependiente,
sin embargo, este efecto desaparece si la inyeccion de CCK se realiza 30
minutos 0 mas, antes de ofrecer el alimento por lo que se puede concluir que la

CCK es un regulador de la ingesta a corto plazo (Cupples, 2005).

En el caso especifico de rumiantes la CCK tiene un efecto probado en
corderos, ya que se encontraron concentraciones altas de CCK en hipotalamo
en lapsos cortos después de las comidas. En contraste, la administracion de un
inhibidor de los receptores para CCK produjo un gran incremento en el CV en

corderos (Araujo-Febres, 2005).

2.1.2. Péptido parecido al glucagén

La porcion ileal del intestino delgado, también tiene mecanismos que sirven
para frenar el consumo de alimento, en dichos mecanismos de control del CV
se ven involucradas hormonas, como el péptido parecido al glucagén 1 (GLP-1
por las siglas en inglés), esta hormona es producida principalmente en las
células L del ileon y del colon, la secrecion del GLP-1 se puede estimular por
via neuronal o como respuesta a la ingesta de nutrientes, especificamente las
grasas Yy carbohidratos, producen una aguda liberacion del GLP1. Los

receptores para el GLP-1 se encuentran ubicados en el intestino, en la porcion



endocrina del pancreas y en practicamente todo el sistema nervioso central
(Strader et al., 2005).

El GLP-1, a pesar de tener una vida media de Unicamente dos minutos,
tiene un efecto negativo sobre la motilidad del intestino, ademas reduce la
velocidad del vaciado gastrico y por lo tanto reduce la ingestién de alimento. El
GLP-1 disminuye el CV en varias especies animales, se sugiere que actia por
via vagal y probablemente produce un efecto directo en el hipotalamo, ya que
se ha localizado su receptor tanto en fibras aferentes del nervio vago como en
el hipotalamo (Strader et al., 2005).

Una de las funciones principales de este péptido es estimular la liberacion
de insulina, la cual por si misma es un controlador del CV, por lo tanto el GLP-1
también tiene un efecto indirecto sobre la ingesta. La aplicacién directa del
péptido en el sistema nervioso central en ratas, reduce de manera dosis
dependiente el CV, mientras que la administracion inmediata de un antagonista
suprime este efecto. Adicionalmente, otros efectos del GLP-1 que pueden
afectar de manera directa el CV, son el retardo en el vaciado gastrico y la

reduccion de la motilidad intestinal (Strader et al., 2005).

Wynne et al. (2005) mencionan que el GLP-1 reduce significativamente el
consumo de alimento en humanos obesos y diabéticos, el efecto anorexigénico
y estimulador de la secrecion de insulina hacen al GLP-1 un importante

prospecto en el tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo dos.

2.1.3. Oxintomodulina

Otro péptido regulador de la ingesta producido en el ileon es la
oxintomodulina, que al igual que el GLP-1, es secretada por las células L; la
produccion de esta hormona es proporcional a la cantidad de calorias ingeridas
por el animal. En ratones la administracion exdgena de este péptido disminuye

la ingesta y el peso corporal (Cummings et al., 2005). EI mecanismo por el cual



actia la oxintomodulina no estd del todo claro; sin embargo, Strader et al.
(2005) mencionan que dicha hormona actia como agonista del receptor para
GLP-1, ya que la aplicacion de un antagonista para GLP-1 también inhibe el
efecto anorexigénico de la oxintomodulina. El tratamiento con oxintomodulina
exdgena en humanos redujo el CV y por lo tanto la ingesta cal6rica en un
19.3% (Wynne et al., 2005).

Hasta el momento no se ha reportado un receptor especifico para la
oxintomodulina, pero el hecho de que su efecto anorexigénico sea muy similar
al del GLP-1 puede sugerir que esta hormona también sea ligando para dicho
receptor, sin embargo, el hecho de que la afinidad de la oxintomodulina por el
receptor para GLP-1 sea de la mitad que la que demuestra el GLP-1, sugiere
que la oxintomodulina debe tener una via de accion diferente. Ademas, la
oxintomodulina puede tener un efecto indirecto sobre el control del CV, ya que
la aplicacion exdgena de esta hormona reduce de manera considerable los
niveles circulantes de ghrelina, la cual tiene efecto orexigénico (Wynne et al.,
2005).

2.1.4. Péptido YY

Otra de las hormonas que intervienen en la regulacion del CV es el péptido
YY (PYY); esta hormona es una molécula de 36 amino&cidos que es producida
tanto a nivel del SNC como a nivel periférico; las células L en el intestino
delgado son las encargadas de secretar la hormona. Se han reportado dos
formas de PYY, el tipo 1-36 y el tipo 3-36, los cuales parecen actuar de
distintas maneras; el PYY 1-36 se encuentra en altas concentraciones en
animales en ayuno, mientras que el PYY 3-36 se ve en concentraciones altas

después de la ingesta de alimento (Hollis et al., 2005).

El PYY tipo 3-36, es secretado en respuesta a la ingestion de alimentos
gue contengan una alta densidad energética, por lo tanto, su secrecion es
mayor sobre todo en dietas altas en lipidos y carbohidratos. La administracion
parenteral del PYY 3-36, ademas de disminuir el vaciado gastrico, demostro

disminuir la ingesta de alimento hasta en un 30% en humanos, sin producir



efectos sobre el consumo de liquidos. Por otra parte, la reduccion en el CV no
fue seguida por un pico de hiperfagia. Aun hay muchas incégnitas al respecto
del efecto del PYY 3-36 en el control del CV ya que, la aplicacién exdgena de
PYY disminuye la ingesta de alimento y la ganancia de peso en roedores y
humanos; pero cuando se inyecto de forma directa en el SNC (tanto de PYY 1-
36 como de PYY3-36) se incremento el CV en ratas (Strader et al., 2005).

Al parecer el efecto anorexigénico del PYY secretado en el sistema
digestivo se da por la inhibicién de la secrecion del neuropéptido Y (NPY) y de

la ghrelina, hormonas que tienen efecto orexigénico (Strader et al., 2005).

2.1.5. Leptina

La leptina es una hormona peptidica, producida principalmente por los
adipocitos, sin embargo, hay otros tejidos que la producen, como el musculo
esquelético, la placenta y el estdbmago. La leptina juega un papel muy
importante en el control del CV, funcionando como un factor anorexigénico.
Periodos de ayuno prolongados llevan a una reduccion en la produccion de
leptina, lo cual puede revertirse con la realimentacion o con administracion de

insulina (Druce et al., 2003).

Los niveles circulantes de leptina estan muy relacionados con la energia,
almacenada en un organismo ya gque son proporcionales a la masa corporal de
tejido adiposo (Hollis et al., 2005).

La administracion exégena de leptina en ratones genéticamente
modificados para ser deficientes en esta hormona, redujo drasticamente su CV
y su peso corporal. Por otra parte, en humanos obesos, los niveles de leptina
normalmente son altos y la administracion exdégena de la hormona ha dado
resultados poco constantes. El efecto anorexigénico de la leptina, se lleva a
cabo por medio de un bloqueo a dos niveles, en primer lugar detiene la
secrecion del NPY a nivel hipotalamico, mientras que también bloquea la
secrecion de la proteina relacionada con agouti, ambas hormonas son potentes

agentes orexigénicos. La aplicacion cronica de leptina de forma exogena



deprime el CV, produce una baja de peso y una disminucion en la cantidad de
tejido adiposo en ratones; mientras que la ausencia de leptina, como ocurre en
ratones ob/ob y en humanos con un desorden genético, los cuales no producen
leptina, provoca una hiperfagia descontrolada, la cual es revertida tras la
administracion de la leptina. Los individuos carentes de leptina tienden a
depositar grandes volimenes de grasa pero sus adipocitos no producen el
péptido (Hollis et al., 2005).

2.1.6 Insulina

Esta hormona es tal vez la mas estudiada de las que tienen efecto sobre el
CV. Al igual que la leptina los niveles circulantes de insulina, son
proporcionales a las cantidades corporales de tejido adiposo (Petersen et al.,
2006). A diferencia de la leptina, la cual no es secretada inmediatamente
después de la ingestion de alimentos, los niveles circulantes de insulina se ven
incrementados inmediatamente después de la comida. La insulina es capaz de
cruzar la barrera hematoencefdlica en cantidades proporcionales a la
concentracion de insulina circulante. Una vez que la insulina se encuentra a
nivel de sistema nervioso central, esta hormona es una sefial anorexigénica, y
deprime el CV y disminuye el peso corporal en animales tratados con esta

hormona de manera exdgena (Schwartz et al., 2000).

Los efectos de la insulina, como hormona anorexigénica, se han podido
comprobar ya que la inyeccion de insulina a nivel de SNC deprime el CV en
roedores; por otra parte un dafio en las neuronas de SNC que contienen el
receptor para insulina, causa un efecto completamente contrario ya que los
animales con ese tipo padecimiento se hacen totalmente insensibles a los
niveles periféricos de insulina. A pesar que aun no esta totalmente claro como
funciona el mecanismo regulador de la ingesta en el que interviene la insulina,
parece que al igual que la leptina, es un mediador de la secrecion de NPY; ya
gue en experimentos con ratas en ayuno, la inyeccién de insulina a nivel de
SNC, diminuy6 de forma drastica los niveles de NPY a nivel del hipotalamo;
mientras que en el caso de ratas deficientes en insulina producen cantidades

aumentadas del neuropéptido Y (Wynne et al., 2005).



2.1.7. Orexina-A y Orexina-B

En el caso de estos péptidos se hace mayor referencia a la orexina-A ya
que el de tipo B es un derivado del de tipo A, sin embargo el de tipo B no tiene
el efecto orexigénico que el de tipo A, incluso en algunos trabajos no se ha
encontrado efecto orexigénico con el tipo B (Arch, 2005). Estos péptidos, son
secretados por neuronas denominadas sensibles a la glucosa, las cuales
funcionan o se activan cuando los niveles de glucosa son pobres a nivel del
SNC. Existen trabajos que demuestran que existe una relacién inversamente
proporcional entre las concentraciones sanguineas de glucosa y la produccion
de orexina a nivel central, con los que se relacionan altos niveles de orexina-A
a nivel central, con bajos niveles sanguineos de glucosa y con el inicio en el

consumo de alimento (Arch, 2005).

2.1.8. Neuropéptido Y

Uno de los principales controladores de la ingesta a nivel del SNC es el
neuropéptido Y, es producido a nivel del nucleo arcuato del hipotalamo, las
cantidades presentes de este péptido son un indicador del estado nutricional
del animal; las concentraciones de NPY se encuentran altas cuando el animal
es sometido a periodos de ayuno, pero regresan a sus niveles basales cuando
el animal vuelve a consumir alimento. ElI NPY es un potente factor orexigénico,
ya que, al aplicar inyecciones repetidas a nivel de SNC en roedores, estos
incrementaron de manera significativa su CV y su ganancia de peso (Druce et
al., 2003).

La inyeccion de NPY, incrementa la actividad de enzimas lipogénicas tanto
a nivel de higado como de tejido adiposo, por lo gue una administracion cronica
de NPY, lleva a la obesidad. La ausencia de NPY aln en ratones carentes de

leptina, disminuye la obesidad y la sintesis de tejido adiposo, ya que el efecto



anorexigénico de la leptina, se debe a que dicha hormona genera un bloqueo

en la produccion del neuropéptido Y (Hollis et al., 2005).

2.1.9. Proteina relacionada con Agouti

Esta hormona es producida en el nucleo arcuato del hipotalamo. La
proteina relacionada con agouti (AgRP), es un péptido que provoca el consumo
de alimento, bloqueando la via anorexigénica (Figura 1), antagonizando de

manera indirecta el efecto de la leptina a nivel del SNC (Schwartz et al., 2000).

2.1.10. Proopiomelanocortina

A diferencia del NPY y de la orexina-A, la proopiomelanocortina (POMC),
es un miembro de la via anorexigénica, es decir la presencia de este péptido
inhibe el CV; se debe mencionar que POMC, es una proteina precursora de
varios peéptidos relacionados con efectos anorexigénicos (sobre todo la
hormona estimuladora de los melanocitos alfa y gama), pero se menciona a la
POMC como un grupo de péptidos que intervienen en el control del CV por
medio de su interaccion con la insulina y la leptina. Las concentraciones altas
de las sefales de adipocito (leptina e insulina), producen un incremento en la
produccion de POMC, a nivel del nacleo arcuato del hipotalamo, asi como un
marcado descenso en la produccion de NPY, lo que indica claramente que la
POMC es un fuerte depresor del CV (Broberger, 2005).

2.1.11. Hormona estimuladora de los melanocitos.

La hormona estimuladora de los melanocitos pertenece a un sistema
llamado melanocortinérgico, en este sistema se pueden encontrar varias
hormonas que provienen de la POMC. Este sistema interviene en funciones
como la inflamacion, la pigmentacion de la piel, analgesia, depresion estrés y
juega un rol muy importante en el CV. La hormona estimuladora de los
melanocitos tiene un efecto anorexigénico al acoplarse a su receptor MC4R; en

humanos que presentan una mutacion en dicho receptor, que no permite la



union del ligando, se produce un sindrome de obesidad y ocurre algo muy

similar en ratones modificados genéticamente para carecer del MC4R.

En la Figura 1 se muestra un esquema simple de como se lleva a cabo
parte de la regulacion de consumo alimenticio a nivel central.

Ghrelina

Leptina
Activacién .1

. , Activacion

/ \ Nucleo .
) Secrecion
Paraventricular

aMSH

Inhibicion

Nucleo
Arcuato

Secrecion Secrecion
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Inhibicién de la
via de la
melanocortina l

Figura 1. Via orexigénica y anorexigénica como mediadoras del control del

consumo de alimento.



2.1.12. Ghrelina
2.1.12.1. Resefia histérica de la ghrelina

La ghrelina es un compuesto que fue descubierto de una forma muy
particular, ya que primero se descubri6 el receptor y la funcién del ligando, sin
haber descubierto a la hormona (Kojima et al., 2005), misma que fue
descubierta 20 afios después de que se describié su funcién (Holst et al.,
2005). Esto fue posible por medio de la investigacion sobre los llamados
secretagogos de la hormona del crecimiento (GHSSs); los primeros de estos
compuestos surgen por medio de trabajos de investigacion con farmacos
derivados de los opioides que demuestran promover una liberacién subita y
marcada de la hormona del crecimiento (GH), por lo que adquieren el nombre
de secretagogos de la hormona del crecimiento (Seoane et al., 2004). El
descubrimiento de los primeros GHSs da inicio a una serie de investigaciones
que traen como resultado, que se generen nuevos compuestos sintéticos con

mayor potencia liberadora de GH (Argente et al., 1996; Micic et al., 1999).

En 1993 se sintetizé6 un GHSs no peptidico y a partir de esto se les da a
estos compuestos un uso clinico, para promover la producciéon de GH en
pacientes con deficiencia de esta hormona (Patchett et al., 1995; Thorner et
al., 1997). La mayoria de los GHSs conocidos hasta inicios de los noventas
eran compuestos sintéticos, de origen peptidico o lipidico (Robinson, 2000;
Smith et al., 1999), pero unos afios después Kojima et al. (1999) aislan un
compuesto producido en el estbmago de la rata, el cual actda igual que los

secretagogos sintéticos; dicho compuesto fue llamado ghrelina.

2.1.12.2. Tejidos productores de ghrelina



La ghrelina se produce en muchos tejidos en distintas especies animales;
se ha reportado en intestino delgado y grueso, pancreas, rifidn, placenta,
hipdfisis, gbnadas, hipotalamo y algunos otros tejidos (Gnanapavan, 2002). Sin
embargo, el estbmago es el 6érgano de donde se aislo dicha hormona y que es
el principal productor, sobre todo en la region fundica. Las células productoras
de ghrelina son llamadas células tipo X/A, dichas células almacenan el péptido
en granulos citoplasmicos. Las células X/A comprenden alrededor del 20% de
la poblacion total de células endocrinas de las glandulas oxinticas del
estbmago en animales adultos y se han identificado como una poblacion
independiente al resto de las células endocrinas del estdmago (Rindi et al.,
2004).

2.1.12.3. Estructura de la ghrelina

La ghrelina es una molécula de tipo peptidico que estd compuesta de 28
aminoacidos, en el tercer aminoacido (serina), tiene unido un acido graso n-
octanoico, la presencia de este acido es indispensable para que la ghrelina sea
activa ya que el acido n-octanoico le sirve a la molécula para unirse a su
receptor (Otto et al., 2005).

A nivel del fondo gastrico se produce una gran cantidad de ghrelina, la cual
inicialmente no posee del acido graso en su estructura y carece de actividad
como secretagogo; pero se ha demostrado que, al igual que la ghrelina
completa, induce adipogénesis (Cassoni et al., 2004). Aun no se sabe si la
ghrelina sin acido graso es una preforma de la ghrelina activa o representa un
residuo de la hormona tras una deacilaciéon. La ghrelina es la primera hormona
conocida que tiene en su molécula una combinacién de estructura peptidica y
lipidica (Kojima et al.,1999).
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Figura 2. Estructura de la ghrelina humana y de rata (se marcan en rojo los
aminoacidos que son diferentes en ghrelina de rata comparada con la de

humano).

2.1.12.4. La ghrelina en diferentes especies

La produccién de ghrelina se ha reportado en distintas especies animales,
encontrando gran similitud estructural entre las moléculas. Se ha descubierto la
molécula de ghrelina en humano, mono rhesus, raton, rata, vaca, cerdo, oveja,
perro entre otras especies animales. En la mayoria de las especies en las que
se ha encontrado ghrelina, la estructura de la molécula estd sumamente
conservada, sobre todo en los 10 aminoacidos del extremo del grupo amino y
tiene el acido n-octanito unido en el tercer aminoacido que en todos los casos
es una serina (Figura 2), otro aspecto que se debe resaltar es que la ghrelina
de bovino y ovino tienen Unicamente 27 aminoacidos ya que no tiene una
glicina en la posicion 14, a diferencia de la ghrelina de otros mamiferos (Kojima
et al., 2005).

En el Cuadro 1 se muestra una comparaciéon de la estructura de las
ghrelinas de diferentes animales, los aminoacidos del mismo color son
idénticos entre especies y el asterisco indica el aminoacido en el que se

encuentra el &cido n-octanito.



Cuadro 1. Comparaciéon estructural de ghrelinas en diferentes especies
(adaptado de Kojima et al., 2005).

Mamiferos *

Humano \Y Q S A KL QPR
Mono rhesus A Q S A KL QPR
Ratén A Q S A KL QPR
Rata A Q S A KL QPR
Perro L Q S A KL QPR
Cerdo \Y Q S A KL KPR
Ovino L P G KL KPR
Bovino L A G KL KPR
Aves

Pollo G SSFLSPTYKNIIQQQKDTRIK A R L

Pato G SSFLSPEFKIKI QQQNDPTK A K I

Emu G SSFLSPDYKIKI Q Q QKDPRK T KL

Ganso G SSFLSPEFIKIKI QQQNDTPAKA A K I

Pavo G SSFLSPAYKNI Q QQKDTRKP A R L P R
Peces *

Trucha G SSFLSPSQKPOQGSKGK P P R V Amida

Anguila G SSFLSPSQRPOQGIKDIKIKPPR V Amida

Pez dorado G TSFLSPAQKUPROQ - G RRPPR M Amida

Pez cebra G TSFLSPTOQKPOQ - G RRPP RV Amida

Tilapia G SSFLSPSQKPOQNKVK S S R | Amida

Anfibios *

Rana Toro GLTFLSPADMOQQKI A ERQSOQQNKLIRHGNMN

En el estbmago de la rana toro se han encontrado tres moléculas muy
similares a la ghrelina, con una secuencia de 27 6 28 aminoéacidos, estas
moléculas son similares en un 30 % a la humana y al igual que la ghrelina de
los mamiferos estas moléculas producen un efecto positivo en la liberacién de
GH. En algunas aves también se ha reportado la presencia de ghrelina, la cual
es producida en el proventriculo, esta hormona conserva una secuencia similar
en un 54% con la de los humanos y a diferencia de los anfibios la ghrelina de
los pollos mantiene una serina en la posicion 3 (Saito et al.,, 2005).



Adicionalmente, se han aislado moléculas de ghrelina del estbmago de trucha,

mojarra y pez dorado (Kojima et al., 2005)

2.1.12.5. Receptor para ghrelina

El receptor para los secretagogos de hormona del crecimiento (GHS-R) en
la glandula pituitaria (Peeters, 2005), es un tipico receptor acoplado a proteinas
G que estructuralmente tiene siete dominios transmembranales, se han
descubierto dos receptores para ghrelina los cuales han sido denominados lay
1b (Howard et al., 1996).

El receptor de tipo 1a es un receptor activo que desencadena una cascada
de activacién, sin embargo, el receptor de tipo 1b carece de actividad fisioldgica
o al menos hasta el momento no se le ha descubierto; los dos tipos de
receptores para ghrelina son codificados por el mismo gen, que contiene 2
exones, el primer exdn codifica para los dominios transmembranales uno a
cinco, mientras que el segundo exon de este gen codifica para los dominios
seis y siete, el receptor de tipo 1b es codificado Unicamente por el primer exén,
por lo que este receptor cuenta con Unicamente 5 dominios transmembranales
(Howard et al., 1996).

El receptor activo para ghrelina se ha localizado y reportado en corazon,
riidn, higado, pancreas, estbmago, intestinos y en tejido adiposo; sin embargo,
el receptor para ghrelina se encuentra en mayor cantidad en los nucleos
arcuato y ventromedial del hipotdlamo y en la glandula pituitaria (Holst et al.,
2004).

2.1.12.6. Actividad fisioldgica de la ghrelina

La actividad fisiolégica de la ghrelina que ha sido mas estudiada es su
capacidad como factor liberador de la hormona del crecimiento (St-Pierre et al.,
2003; Wren et al.,, 2001). La ghrelina, al igual que los GHSs sintéticos, es



capaz de promover la liberacién de la GH, tanto in vivo como in vitro (Bednarek
et al., 2000). Es importante mencionar que la ghrelina incrementa la produccion
de hormona del crecimiento mediante un mecanismo independiente al que
utiliza la hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) (Lazarczyk
et al., 2003), ya que animales tratados con antagonistas de la GHRH, liberan
GH si se les aplica ghrelina exdgena. Tanto GHRH como ghrelina tienen un
receptor acoplado a proteinas G, pero su segundo mensajero es diferente (Sun
et al., 2004). La GHRH tiene al AMPc como segundo mensajero, mientras que
la ghrelina utiliza el calcio como segundo mensajero (Kojima et al., 2005).

El efecto liberador de GH tanto de la ghrelina como de la GHRH ha sido
comparado por diversos autores, reportando que la GHRH tiene mayor
potencia in vitro, mientras que la ghrelina ha demostrado mayor potencia
cuando es aplicada in vivo, pero se ha demostrado que aplicandolas juntas

tienen un efecto sinérgico (Aart et al., 2004).

El efecto de la ghrelina como secretagogo de hormona del crecimiento se
encuentra reportado en muchos mamiferos; el primer reporte se realiz6 en
roedores, encontrando niveles mas altos de GH en ratas tratadas con ghrelina
exdgena que en animales que no recibieron tratamiento (Kojima et al., 1999).
Hashizume et al. (2003) encontraron incrementos en la sintesis de GH en
células de la adenohipdfisis de cerdo cultivadas in vitro, después de la

aplicacién de ghrelina humana y de rata.

Estudios en rumiantes demuestran que la ghrelina tiene también un efecto
sobre la produccién de GH. En un estudio realizado en cabras, se demostré
qgue la inyeccién intravenosa de 3ug/Kg de peso vivo de ghrelina de rata
incrementd de manera significativa la concentracion plasmatica de GH,
resultados similares han sido reportados tras la inyeccidn intrahipotalamica de

ghrelina en becerros (Hashizume et al., 2005).

En cerdos hay trabajos que reportan un marcado efecto de la inyeccion
intravenosa de ghrelina humana sobre la liberacién de GH (Salfen et al., 2004),
también existen reportes de este efecto en aves de corral (Baudet et al., 2003;



Kaiya et al., 2002). Resultados similares se han encontrado en especies de
peces como tilapia, pez dorado, anguila y otras (Kaiya et al., 2003; Unniappan
et al., 2005).

La liberacion de GH no es la unica funcion que se ha descubierto de la
ghrelina, se ha encontrado que esta hormona tiene un importante efecto en la
regulacion del consumo voluntario de alimento (Adams et al., 2004) como
hormona orexigénica (Lawrence et al., 2002). Las concentraciones plasmaticas
de ghrelina son altas en animales en ayuno (Wertz-Lutz et al., 2006), por lo que
se le ha relacionado directamente con el hambre y con la iniciacion de la
ingesta de alimento.

El control fisiologico del CV ademas de ser indispensable para la
sobrevivencia de los animales, es base en la produccién animal. Es un hecho
que el comportamiento alimenticio de todos los animales esta regulado por el
sistema nervioso central y particularmente a nivel del hipotdlamo, un ejemplo
de esto es que la remocion quirdrgica de la parte lateral del hipotalamo causa
hipofagia, mientras que la remocion del area ventromedial causa hiperfagia y
obesidad severa. Actualmente se cuenta con informacién que demuestra que,
la regulacion de la conducta alimentaria es influida por una serie de factores de
tipo humoral y que estos factores no son producidos Unicamente a nivel de
SNC, ya que hay varios factores que son producidos a nivel periférico y que

intervienen en la regulacion del apetito (Neary et al., 2004; Wynne et al., 2005).

En el SNC, especificamente en algunos ndcleos hipotalamicos,
involucrados en la regulacion del CV, se han encontrado neuronas que
contienen ghrelina y que reaccionan a esta hormona (Badman et al., 2005). Las
neuronas involucradas con la ghrelina tienen fibras aferentes en estrecha
relacion con las neuronas productoras de NPY y de proteina de tipo Agouti
(AgRP), mediante dichas fibras la ghrelina produce la liberacién de NPY y de
AgRP, las cuales son hormonas con alta capacidad orexigénica (Goto et al.,
2006). Es evidente que el efecto orexigénico de la ghrelina esta estrechamente
relacionado con NPY y AgRP, ya que la ghrelina no tiene efecto sobre el CV en

animales tratados con antagonistas para NPY y AgRP (Chen et al., 2004).



Si la ghrelina es aplicada a nivel de sistema nervioso central en ratones, su
efecto es muy rapido y de corta duracion, sin embargo la aplicacion constante
por esta via mantiene el incremento de ganancia diaria de peso (GDP) (lwakura
et al., 2007).

Existen trabajos que han demostrado el efecto de la ghrelina sobre el CV y
la GDP. Al menos en roedores, el incremento de peso producido tras la
aplicacion exdgena de ghrelina, es debido a un incremento en el tejido adiposo

sin cambiar la cantidad de tejido muscular (Cummings et al., 2002).

Si la ghrelina produce un incremento en los niveles plasmaticos de
hormona del crecimiento y es un agente lipolitico, la cantidad de grasa corporal
deberia disminuir tras la aplicacibn exdgena de ghrelina, pero el efecto es
completamente contrario (Aart et al., 2004). El efecto de incremento en la masa
de tejido graso se ha repetido y demostrado con la aplicacion de ghrelina, asi
como con la utlizacion de secretagogos sintéticos de la hormona del
crecimiento (Tschop et al., 2002). En los animales tratados con ghrelina
exégena, se ha demostrado que la ghrelina tiene un efecto promotor de la
mitosis en los adipocitos y funciona como un agente antiapoptético del tejido
adiposo (Kim et al., 2004).

La mayor parte de la informacion que se ha generado de los efectos de
ghrelina, ha sido en animales con fines Unicamente de experimentacion y
principalmente en roedores (Keen-Rhinehart et al.,, 2005) y en humanos
(Cummings et al., 2004), mientras que la informacidon generada en animales

para produccion de alimentos es limitada.

En ganado lechero, Itoh et al. (2005) evaluaron los efectos de la aplicacion
exdgena de ghrelina tanto en becerros como en vacas en produccion,
encontrando un claro efecto de la ghrelina como hormona liberadora de la
hormona del crecimiento en rumiantes, sin embargo en dicho trabajo, no se

evalu6 el efecto de la hormona sobre el CV.



En lechones recién destetados se encontré que la aplicacion exdgena de
ghrelina, por via endovenosa, no produjo efectos sobre el CV, sin embargo los
lechones tratados con la ghrelina tuvieron mayor GDP que los animales control,
mientras que los niveles plasmaticos de hormona de crecimiento se vieron
incrementados en los animales tratados con ghrelina a partir de los 15 minutos

de la infusion de la hormona (Salfen et al., 2004).

En la literatura revisada se han utilizado diferentes vias de administracion
para medir el efecto de la hormona, vias que han incluido aplicaciones
intracerebroventriculares, IM, IV y SC (Grouselle et al., 2008; ThidarMyint et al.,
2008; Enomoto et al., 2003), sin embargo, a la fecha no se ha determinado cual

via es la que mejor respuesta puede promover.



3) Justificacion

Se ha demostrado que la ghrelina juega un papel muy importante en
algunas especies animales en cuanto al inicio del consumo de alimento y en la
cantidad ingerida, esta informacion ha sido el resultado de estudios realizados
sobre todo en seres humanos y en roedores. Sin embargo, existe poca
informacion sobre el efecto de la ghrelina en animales de produccion, como es
el caso de los ovinos. Por lo tanto, el proposito del presente trabajo es
establecer si la ghrelina exdgena tiene un efecto positivo en el CV y en la GDP
y la EA, de tal manera que pueda utilizarse en la practica como una

herramienta para mejorar la produccion animal.



4) Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto que tiene la via de aplicacion de ghrelina humana sintética
sobre las concentraciones plasmaticas de la hormona y su efecto sobre la

respuesta productiva (GDP, EA y CV) de corderos tratados con

4.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion basal de la hormona ghrelina en
ovinos en crecimiento.

e Determinar el efecto de la administracion intravenosa, subcutanea
o intramuscular de ghrelina sintética sobre la concentracion plasmatica
de la hormona.

e Evaluar el efecto de la administracion de ghrelina sintética en la
concentracion sanguinea de glucosa.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de ghrelina sintética por via
subcutanea en la concentracion sanguinea de ghrelina y en la

respuesta productiva de corderos en finalizacion.



3) Materiales y métodos

El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Fisiologia Animal del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias; localizado en el kilometro 1
de la carretera Ajuchitlan-Colén, en el municipio de Colon, Querétaro, ubicado
a 1950 m sobre el nivel del mar con un clima BS1k’(w) semiseco templado, con
lluvias en el verano de 500-600 mm y una temperatura media de 16°C (INEGI,
2001).

La cuantificacion de la concentracién sanguinea de ghrelina se llevé a
cabo en el laboratorio de radioinmunoanalisis del Centro Nacional de

Investigacion Disciplinaria en Microbiologia Animal en Palo Alto, D.F.

5.1. Experimento 1

Objetivos especificos:
e Determinar la concentracion plasmatica normal de la hormona
ghrelina en ovinos en crecimiento.
e Determinar el efecto de la administracion intravenosa, subcutanea
o intramuscular de ghrelina sintética sobre la concentracién plasmatica
de la hormona.
e Evaluar el efecto de la administracion de ghrelina sintética en la

concentracion sanguinea de glucosa.

Se utilizaron seis corderos Blackbelly en crecimiento, con un peso promedio
de 26.2 (+ 1.08) Kg y una edad promedio de 120 (+ 16.5) dias, los animales
fueron desparasitados (lverfull, 1 ml/ 50Kg PV) y vacunados (Ultrabac 7, 2
ml/animal) y alojados en jaulas metabolicas individuales bajo techo; los
corderos recibieron alimento formulado para desarrollo, compuesto por sorgo
entero (65 %), soya (16%), melaza (3%), heno de zacate (14%) y sales
minerales (2%); el alimento fue ofrecido a las 8:00 h a libre acceso en
comederos de cubeta, los animales contaron con agua a libre acceso en

bebedero de cubeta.



Los animales se distribuyeron de manera aleatoria en tres tratamientos de

un diseflo completamente al azar:

eTratamiento IV. Aplicacion intravenosa de 3 ug de ghrelina por Kg de
peso vivo una vez al dia (12:00 h).

eTratamiento SC. Aplicacion subcutanea de 3 ug de ghrelina por Kg de
peso vivo una vez al dia (12:00 h).

eTratamiento IM. Aplicacién intramuscular de 3 pg de ghrelina por Kg

de peso vivo una vez al dia (12:00 h).

Las dosis aplicadas fueron basadas en los trabajos de Meléndez et al.
(2006).

La duracion del experimento fue de 25 dias, los primeros 20 fueron para la
adaptacion al alimento y a las jaulas, uno para la cateterizacion de los
corderos, los siguientes tres para aplicacion de la ghrelina y toma de muestras
y el ultimo dia solo para toma de muestras sin aplicacion de ghrelina, los
muestreos del ultimo dia se utilizaron como testigo y para determinar las

concentraciones normales de la hormona.

El dia 21 del experimento, se les coloc6 a los corderos un catéter de
poliuretano (Subclavicat®) en la vena yugular con el propésito de disminuir el
manejo durante la toma de muestras y para facilitar la aplicacion de la hormona
por via intravenosa en los tres dias posteriores. El dia 22 se inici6 la aplicacion
de ghrelina sintética humana (Phoenix Pharmaceuticals Inc., nimero de
catadlogo 030-31) y se iniciaron los muestreos, mismos que se realizaron de
acuerdo al siguiente horario: 7:30, 8:00, 8:15, 8:30, 9:00, 10:00, 11:00, 12:00,
12:15, 12:30, 13: 00, 14:00 y 15:00 h. El esquema de muestreo se realizo para
verificar la evolucion de la concentracion de ghrelina antes y después del
ofrecimiento de alimento y antes y después de la aplicacion de la hormona. El
dia 25 se tomaron muestras bajo el mismo esquema sin la aplicacion de

ghrelina sintética.



Para la medicion de la concentracion plasmatica de ghrelina se tomaron 4
ml de sangre a través del catéter, utilizando una jeringa de 10 ml; la muestra
fue transferida inmediatamente a tubos Vacutainer®, los cuales contenian 143
unidades de heparina sédica, las muestras fueron conservadas en hielo para
su traslado al laboratorio. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a
2500 g durante 20 min. y almacenadas a -40°C hasta el momento de su

analisis.

La aplicacion IV de ghrelina se realizé a través del catéter; la aplicacion SC
se hizo levantando la piel de la region toracica a la altura del codo; la aplicacién
IM se realiz6 en la zona del muslo. En los casos de SC e IM, el lado de

aplicacion se alterné diariamente.

La concentracion sanguinea de ghrelina fue medida a través de
radioinmunoandlisis, utilizando el kit GHRT-89HK Ghrelina Total® de Linco
Laboratories; la concentracion de glucosa sanguinea fue medida de manera

inmediata al muestreo utilizando tiras reactivas y el medidor One Touch Ultra®.

El consumo voluntario de alimento se cuantificé registrando la cantidad
ofrecida y restando la cantidad sobrante al dia siguiente. El alimento sobrante

se desechaba diariamente, ofreciendo alimento nuevo en cada dia.

Las variables de respuesta evaluadas fueron: concentracion sanguinea de
ghrelina y concentracion sanguinea de glucosa. Los resultados fueron
sometidos a un analisis de varianza para un disefio completamente al azar con
un arreglo factorial, utilizando el paquete SAS (SAS, 2008).

El modelo utilizado fue:

y = W+ Ti + Hj + T*Hij +E

Donde:

y = variable de respuesta



M = efecto de la media poblacional

Ti = efecto del iésimo tratamiento (i= 1...3)

Hj= efecto del iésimo horario de muestreo (j=1...13)
T*Hij = efecto de la interaccion tratamiento por muestreo

E = error experimental



5.2. Experimento 2

Objetivos especificos:

e Evaluar el efecto de la aplicacion de ghrelina sintética una o dos
veces al dia por via subcutédnea, en la concentracion sanguinea de
ghrelina.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de ghrelina sintética una o dos
veces al dia por via subcutanea en la respuesta productiva de corderos

en finalizacion.

Con base en los resultados obtenidos en el Experimento 1, se decidio
utilizar la via subcutdnea, ya que las concentraciones plasmaticas de la

hormona aplicada por esta via fueron las mas estables.

Se utilizaron 12 corderos machos de la raza Pelibuey, criados en un
sistema de produccion basado en el pastoreo de praderas de alfalfa, los
corderos tuvieron peso promedio de 21.29 (+ 1.52) Kg. y una edad promedio
de 90 (+ 7.19) dias; los animales fueron desparasitados (lverfull, 1 ml/ 50Kg
PV) y vacunados (Ultrabac 7, 2 ml/animal) y se alojaron en corraletas
individuales techadas, con comedero de canoa y bebedero tipo chupén, se les
ofrecio alimentacion a base de una dieta comercial (Malta Cleyton), servida a
libre acceso y complementada con heno de pasto como forraje, del mismo
modo se les ofrecié agua a libre acceso; el alimento se sirvié diariamente a las
8:00 horas y el alimento sobrante se pesO diariamente a las 7:30 del dia

siguiente.

Los 12 corderos fueron distribuidos de manera aleatoria en tres

tratamientos (4 animales por tratamiento) en un disefio completamente al azar:

e Tratamiento Testigo. Aplicacidon subcutanea de solucién salina
fisiologica (8:00 h).
e Tratamiento Ghr 1. Aplicacion subcutanea de 3 ug ghrelina por Kg de

peso vivo, una vez al dia (8:00 h).



e Tratamiento Ghr 2. Aplicacion subcutanea de 3 ug ghrelina por Kg de
peso vivo, dos veces al dia (8:00 y 12:00 h) para un total de 6 pg / Kg de
PV/dia.

El experimento tuvo una duracion de 26 dias, de los cuales 15 fueron para
adaptacion al alimento y corraletas; un dia para la cateterizacion de los

corderos y 10 dias para la aplicacion de la ghrelina y toma de muestras.

Los corderos se pesaron, al inicio del experimento y al inicio y final de la

aplicacion de los tratamientos.

El dia 16 del experimento se les colocO a los corderos un catéter
intravenoso de poliuretano (Subclavicat®) con el propdésito de disminuir el
estrés de los animales para la toma de las muestras.

Del dia 17 hasta el dia 26, los animales recibieron la aplicacién de ghrelina
sintética humana, la cual se realiz6 a las 8:00 horas, para los animales con una
sola aplicacion de ghrelina (Ghrl); en el caso del grupo con dos aplicaciones
por dia (Ghr2), las inyecciones se realizaron a las 8:00 y a las 12:00 horas. En
el caso de los animales Testigo se aplicé solucion salina, tanto a las 8:00 como

alas 12:00 horas. Los corderos de Ghrl recibieron solucion salina a las 12:00.

La toma de muestras sanguineas se realiz6 bajo el siguiente esquema:

7:30 h, para verificar los niveles de ghrelina antes de la primera aplicacion y
antes del ofrecimiento de alimento;

8:00 h, inmediatamente antes de la aplicacion y ofrecimiento de alimento;

8:30 h, para verificar el efecto inmediato de la aplicacion;

9:00, 10:00, 11:00, 12:00 h, muestreos para evaluar la evolucion de las
concentraciones plasmaticas de ghrelina;

12:30 h, para observar el efecto inmediato de la segunda aplicacién en los
animales del tratamiento GHR2;

13:00, 14:00, 15:00, 16:00, 17:00, 18:00 y 20:00 h, muestreos para evaluar

la evolucion de la concentracion sanguinea de ghrelina a lo largo del dia.



Para la medicion de la concentracion plasmatica de ghrelina, se tomaron
aproximadamente 4 ml de sangre a través del catéter yugular; la muestra era
vaciada inmediatamente a tubos Vacutainer® conteniendo 143 unidades de
heparina sodica y conservada en hielo para su traslado al laboratorio.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 2500 g durante 20 min. y
almacenadas a -40°C hasta el momento de su andlisis. La concentracién
sanguinea de ghrelina fue medida a través de radioinmunoanalisis utilizando el

mismo tipo de material y metodologia descrita en el Experimento 1.

Con la finalidad de verificar si existia algin efecto en el patrén de consumo
de alimento relacionado con los tratamientos, se evalto el CV de los corderos a
lo largo del dia, midiendo los sobrantes a las 12:00. 14:00, 16:00, 20:00 h; el
alimento sobrante a las 8:00 h del dia siguiente fue registrado y retirado de los

comederos y reemplazado por alimento nuevo.

Los corderos se pesaron al inicio del experimento y al inicio y final del
periodo de muestreo para determinar la GDP, con este dato y el CV, se obtuvo
la EA.

Las variables de respuesta para este experimento fueron: concentracion
sanguinea de ghrelina, consumo voluntario de alimento, ganancia diaria de

peso y eficiencia alimenticia.

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza para un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial (SAS, 2008).

El modelo utilizado fue:

y = i+ Ti + Hj + T*Hij +E

Donde:

y = variable de respuesta

| = efecto de la media poblacional

Ti = efecto del iésimo tratamiento (i= 1...3)

Hj= efecto del iésimo horario de muestreo (j=1...14)

T*Hij = efecto de la interaccion tratamiento por muestreo

E = error experimental



3) Resultados y discusion

Experimento 1

La concentracion de ghrelina no mostré cambios relacionados con el
ofrecimiento de alimento ni a lo largo del dia; en la Grafica 1 se muestran las
concentraciones basales promedio de ovinos con disponibilidad permanente de

alimento.

Grafica 1. Concentraciones sanguineas basales de

ghrelina
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En la Grafica 2 se muestran las concentraciones plasmaticas de ghrelina
antes y después de la aplicacién de ghrelina sintética humana a las 12:00 h,
por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) o subcutanea (SC).



Gréfica 2. Concentraciéon plasmética de ghrelina
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Es necesario comentar que la linea punteada, en el caso del tratamiento IV,
pertenece a valores que rebasaron el limite superior de lectura del equipo que

se utilizé para la medicion de la concentracion de la hormona (10,000 pg/mL).

Es claro que inmediatamente después de la aplicacién de ghrelina sintética,
las concentraciones plasmaéticas se ven incrementadas; sin embargo, debido a
la alta variabilidad de los datos no se observaron diferencias entre tratamientos
(P>0.1). En los animales tratados por via IM se observo que en el muestreo de
las 13:00 h, se alcanzé un pico en la concentracién de ghrelina y que ésta
descendié de manera muy rapida para las 14:00 h. Los animales tratados por
via subcutanea también presentaron un incremento después de la aplicacion
de ghrelina, pero como se puede observar en la Grafica 2, no se alcanzaron
concentraciones tan altas como en IV e IM y se mantuvieron estables hasta las
14:00 h.

En becerros Holstein, tratados con ghrelina bovina, aplicada por via
intravenosa los resultados son muy similares a los encontrados en el presente
experimento, ya que a pesar de que la concentracion plasmatica de ghrelina se
ve incrementada inmediatamente después de la aplicacidon, no se encontrd
diferencia en el area bajo la curva respecto a los animales de grupo testigo

(ThidarMyint et al., 2008), esto podria deberse a que el incremento en las



concentraciones dura muy poco tiempo (menos de 30 minutos) o bien a que no
se cuenta con un numero suficiente de repeticiones que nos permita observar
diferencias.

La concentracion plasmatica de ghrelina después de su aplicacién por via
subcutanea en los corderos de este experimento, presentd una curva muy
similar a la que encontraron Enomoto et al. (2003) en humanos tratados con
ghrelina también por via subcutanea, en donde la concentracion plasmatica de

dicha hormona no presento diferencias (P> 0.01) cuando se aplico a dosis de

1pg/Kg;

En este experimento no se observaron efectos sobre la concentracion
plasmatica de glucosa (P> 0.1), en ninguna de las vias de aplicacion (IM, IV y
SC). Resultados similares fueron encontrados el ovejas en ultimo tercio de
gestaciéon en donde no se incrementaron las concentraciones plasmaticas de
glucosa tras tratar a los animales con ghrelina exégena (3ug/Kg dos veces al
dia), incluso, en dos de los 10 dias de tratamiento los niveles plasmaticos de
glucosa fueron menores en los animales tratados que en el testigo (Meléndez
et al., 2006).

Grifica 3. Evoluckon de la concentracion sanguinea de glucosa
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La aplicacion de la ghrelina exdgena se realizo a las 8:00 en los animales
del tratamiento GHR1 y a las 8:00 y 12:00 en los animales del tratamiento
GHR2. Los resultados del primer dia de experimentacion en donde ademas de
la aplicacion de la ghrelina se midieron las concentraciones plasmaticas, fueron
analizados en un disefio completamente al azar con arreglo factorial, siendo el
modelo significativo (P<0.01), asi como dentro de éste el tratamiento, la hora
de muestreo y su interaccion (P<0.01). Los resultados de la evaluacién de las
concentraciones plasmaticas de ghrelina durante el dia de muestreo sanguineo
son presentados en la Grafica 4. En el Cuadro 2 se muestran los resultados de
la prueba de comparacion de medias (diferencias minimo cuadraticas) (SAS,
2008).

Grafica 4. Concentraciones plasmaticas de ghrelina
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Cuadro 2. Concentraciones plasmaticas de ghrelina (picogramos/ml)
aplicadas una o dos veces por dia.

Muestreo/tratamiento Testigo GHR1 GHR2

Media EEM Media EEM Media EEM




8:00 836.8° 219.8| 860° 196.6 | 836.57 ° 219.8
8:30 9115°% 219.8| 3448.28° 196.6 | 2587.96 " 253.82
9:00 870.9° 219.8| 425.14° 196.6 | 3522.05 " 219.8
10:00 889 2 219.8| 3529.12° 196.6 | 3737.27° 219.8
11:00 891° 219.8| 2420.44° 196.6 | 2792.55 " 219.8
12:00 832.3° 219.8| 1711.06° 196.6 | 2035.1° 219.8
12:30 890.5° 219.8| 1532.21° 196.6 | 2840.44 ° 253.82
13:00 800.5 % 219.8| 1377.8° 196.6| 4351° 219.8
14:00 899.5° 253.82| 1138.67 ° 196.6 | 2743.02° 219.8
15:00 857.1° 219.8| 974.82° 196.6 | 1933.17° 219.8
16:00 866.9 2 219.8| 922.8° 196.6 | 1412.31° 219.8
17:00 896.5° 219.8| 935.14° 196.6 | 1209.12 ° 219.8
18:00 866.9 2 219.8| 878.48° 196.6 | 952.08 ° 219.8
20:00 846.5° 253.82| 907.31° 219.8| 881.15° 253.82

Los resultados muestran que las concentraciones de ghrelina son mayores
(P<0.05), en los animales que fueron tratados con la hormona de manera
exdgena, siendo mayor la concentracion en los muestreos inmediatos a su
aplicacién, es importante resaltar que en el caso de los animales que recibieron
una sola aplicacion del farmaco, las concentraciones plasmaticas de ghrelina
fueron mayores a las de las 8 horas (antes de la aplicacion de ésta),
manteniéndose altas desde las 8:30 hasta las 12:30 horas, mientras que los
corderos que recibieron dos dosis lograron mantener concentraciones mas

altas respecto al inicio de la aplicacion hasta por siete horas.

Resultados similares a los encontrados en el presente experimento fueron
reportados en humanos tratados con ghrelina sintética humana, aplicada por
via SC a dosis de 5 pug/Kg y 10 pg/kg de PV en una sola aplicacion, los niveles
plasmaticos de la hormona permanecieron superiores (P<.01), en los individuos
tratados respecto al testigo hasta 60 minutos después de la aplicacion de la
ghrelina y en éste experimento fue diferente hasta por 4 horas y media
(Enomoto et al., 2003).

Por el contrario en becerros tratados con ghrelina exdégena por via IV, las
concentraciones plasmaticas de la hormona, no tuvieron diferencias

significativas respecto a los animales testigo (ThidarMyint et al., 2008).




Tanto en el Experimento 1 como en el 2, los tratamientos no presentaron
diferencias en CV (P>0.1) por efecto de la aplicaciéon de ghrelina exdgena.
Cabe mencionar que los animales de los tres tratamientos en el caso de los
corderos del Experimento 2 disminuyeron alrededor del 26% el consumo de
alimento en el periodo de muestreo, en relacion al consumo previo a la
aplicacién de ghrelina, tal vez como resultado del manejo exhaustivo durante

tal periodo.

Los resultados obtenidos en el presente Experimento difieren con lo
encontrado en pollos recién nacidos, ya que en estos animales la ghrelina
aplicada de forma exdgena, produjo una anorexia muy marcada, incluso los
autores encontraron que a ciertas dosis, la ghrelina inhibe el efecto orexigénico
del NPY. Es importante mencionar que en pollos, hormonas como AGRP vy la
orexina no tienen efecto orexigénico, lo que sugiere que el mecanismo de
control del CV en pollos difiere mucho a lo que se ha reportado en mamiferos,
por lo que los autores concluyen que a diferencia de lo reportado en roedores o
en humanos, la ghrelina en pollos tiene un potente efecto anorexigénico (Saito
et al., 2004).

Resultados diferentes también fueron reportados en ovejas, en los ultimos
dias de gestacion (10 dias antes del parto). En dicho experimento las ovejas
fueron inyectadas con 3 pg ghrelina ovina/kg de peso vivo y una de las
variables de respuesta que se evaluaron fue el CV. A pesar de que reportan
que el CV solo fue superior en el primer dia de tratamiento, se encontraron
diferencias entre tratamientos. Es importante resaltar que en dicho trabajo se
utilizé ghrelina ovina y no una hormona de especie diferente a la de los
animales en experimentacion. Los autores mencionan, que al igual que en el
presente trabajo la dosis utilizada fue determinada con base en investigaciones
en otras especies por lo que la dosis utilizada puede ser insuficiente para

incrementar el CV (Meléndez et al., 2006).

Los resultados del presente Experimento contrastan completamente con lo
encontrado en ratas tratadas con ghrelina exdgena inyectada directamente en

el SNC, en donde el CV fue superior a los animales que no recibieron ghrelina,



ademas en dicho experimento se demostré que dias después del tratamiento
con la ghrelina, los roedores mantuvieron un CV, més alto que el normal aun
sin recibir el tratamiento, con lo que concluyen que el efecto orexigénico de la
ghrelina es prolongado (Tang-Christensen et al., 2004). En otro trabajo con
ratas, en las que se probo el efecto de la aplicacion exdégena de ghrelina y de
un agonista GHS-R; tanto la ghrelina como el agonista sintético incrementaron
de manera significativa el CV de alimento y la masa muscular de los individuos
tratados (DeBoer et al., 2007).

Igbal et al. (2005) aplicaron inyecciones intracerebroventriculares e
intravenosas en ovejas, utilizando varias dosis de ghrelina y de un compuesto
sintético similar, estos investigadores no encontraron ningun efecto sobre el
consumo voluntario de alimento aun cuando se utilizaron dosis tan altas como
20 pg/h. Estos autores comentan que a pesar de haber utilizado diferentes
dosis y diferentes vias de administracion los resultados fueron constantes; en

ninguno de los casos la ghrelina afecto el CV.

Del mismo modo, Salfen et al. (2004) tampoco encontraron diferencias en
el CV de cerdos destetados que fueron tratados con ghrelina humana; estos
autores concluyen que los resultados pudieran deberse a que la ghrelina
utilizada fue humana y no porcina, a pesar que otros autores habian
encontrado efectos cuando se utilizan ghrelinas de especies diferentes. En este
mismo experimento con lechones, los autores concluyen que la vida media que
tiene la ghrelina es muy corta, por lo que no mantiene su efecto por mucho
tiempo; sin embargo, en nuestro experimento quedo demostrado que los
niveles plasmaticos de ghrelina permanecen altos durante varias horas cuando

la aplicacion se hace por via SC y aun asi, no existié efecto sobre el CV.

Distintos experimentos dejan claro que por diferentes vias de
administracion, la aplicacion de ghrelina exdgena, en roedores, consiguié de
manera dosis-dependiente un incremento marcado en el CV, asi como un

incremento en la ganancia de peso (lwakura et al., 2007; Wren et al., 2001).



En trabajos en los que se ha utilizado ghrelina exdégena para tratar de
incrementar el CV en rumiantes, incluyendo el presente, los resultados no han
sido como lo encontrado en roedores, aun cuando se utilizé ghrelina de la

misma especie en la que se estaba experimentando.

Es importante subrayar que en todos los trabajos mencionados en
rumiantes la forma de aplicacion de la ghrelina es una infusion, la cual sin
importar por que via sea aplicada, implica un manejo y la presencia del hombre

cerca de los animales lo que sin duda puede estar afectando los resultados.

En cuanto a la medicion del consumo a diferentes horarios del dia, se
puede observar en la Grafica 5 que no hubo diferencias entre tratamientos ni

entre los dias muestreados (P>0.1).

Gréfica 5. Consumo voluntario a diferentes horarios
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La ganancia diaria de peso tampoco fue diferente entre tratamientos
(P>0.1). Aunque los animales recibiendo ghrelina tuvieron ganancia real de
peso, ésta fue inferior a lo esperado; estos resultados pueden deberse también

al exceso de manejo durante el periodo de muestreo.

La eficiencia alimenticia mostré la misma tendencia que la ganancia diaria

de peso; esto es, aunque los animales en los tratamientos recibiendo ghrelina



tuvieron valores mayores al Testigo, no fueron diferentes (P>0.10); los valores
fueron -0.043, 0.077 y 0.077, para Testigo, GHR1 y GHR2, respectivamente.



7) Conclusiones
En corderos en finalizacion, alimentados a libre acceso, la concentraciéon

plasmatica de ghrelina no varia a lo largo del dia.

La via de aplicacion de la ghrelina (IM, IV o SC) no afecta las
concentraciones plasmaticas de dicha hormona, ni tampoco tiene efecto sobre

la glucosa sanguinea.

La concentracion plasmatica de ghrelina permanece por mas tiempo
cuando dicha hormona es aplicada dos veces por dia que cuando se aplica una
sola vez (por via SC), sin que ello represente un mayor consumo de alimento o
una mejor ganancia de peso, por lo que tampoco se observa efecto sobre la

eficiencia alimenticia.



8) Implicaciones

El presente trabajo queda como antecedente para futuros trabajos con la
hormona ghrelina como agente orexigénico, aplicado a corderos en finalizacion.
A pesar que en el presente trabajo se encontré que la ghrelina no tiene un
efecto en el CV, ni en pardmetros como la GDP y EA, es importante resaltar
que los corderos estuvieron sometidos a un manejo muy intensivo lo que sin

duda disminuy6 el CV y por lo tanto afectd directamente la GDP y la EA.

Adicionalmente, se debe comentar que, debido al costo actual de la
ghrelina sintética, el tamafio de muestra fue reducido, lo que también puede
estar afectando el analisis. Finalmente y como ya se comenté la ghrelina que
se utilizé en el presente trabajo fue ghrelina humana que es un péptido de 28
aminoacidos, mientras que la ghrelina de los ovinos es un péptido formado por
27 aminoacidos; sin embargo, éste no esta disponible de manera comercial

para su utilizacion.
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