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RESUMEN

Se evalud la adicion de niveles crecientes de acido linoleico conjugado en la dieta
de conejas sobre el desarrollo y calidad de los embriones. El presente estudio se
realizo en el laboratorio de Biotecnologia Animal, perteneciente a la Universidad del
Papaloapan. Se utilizaron 15 hembras de la raza Nueva Zelanda con una edad de
28-30 dias y un peso promedio de 620 + 35 g al inicio del experimento, las cuales
fueron distribuidas de manera aleatoria en tres tratamientos para su alimentacion
TO: (n=5) dieta comercial, TCLA1 (n=5): alimento comercial + 2.5% CLA, TCLA2
(n=5) alimento comercial + 5.0% CLA durante 90 dias, transcurrido este periodo las
hembras fueron cubiertas mediante monta natural y 48 h post coito fueron
sacrificadas para recuperar y evaluar la calidad embrionaria. El peso final de los
animales entre tratamientos tuvo una media general de 2.75 + 0.216 kg, con un valor
promedio de GDP fue de 35.1 *+ 3.3 g/d, en ambas variables no mostro diferencia
(P>0.05). El numero total de embriones recuperados, células totales y diametro por
embrién fueron mayores en el tratamiento TCLA2, en cuanto a la calidad
embrionaria los tratamientos TCLA 1y TCLA2 presentan un mayor porcentaje de
embriones de excelente y buena calidad con respecto al testigo. La adicidon de acido
linoleico conjugado en dietas de conejas Nueva Zelanda no afecta la ganancia de
peso vivo de las mismas, pero si favorece positivamente el nimero, desarrollo y

calidad de los embriones.

Palabras Clave: Calidad embrionaria, ganancia diaria de peso, desarrollo

embrionario.



ABSTRACT

The addition of increasing levels of conjugated linoleic acid in the diet of rabbits was
evaluated on the development and quality of their embryos. The present study was
carried out in the laboratory of Animal Biotechnology, at the University of the
Papaloapan. 15 New Zealand breed females with an age of between 28-30 days
and an average weight of 620 = 35 g at the beginning of the cycle were used, they
were randomly distributed in three different feeding treatments TO: (n = 5 )
commercial diet, TCLA1 (n = 5): commercial feed + 2.5% CLA, TCLA2 (n = 5)
commercial feed + 5.0% CLA for 90 days, after this period the females were mated
naturally and 48 h after intercourse were slaughtered to recover and evaluate
embryo quality. The final weight of the animals between treatments had a general
average of 2.75 + 0.216 kg, with an average value of the GDP was 35.1 £+ 3.3 g/ d,
the was no difference shown in either of the variables (P> 0.05). The total number
of embryos recovered, the total cells and the diameter per embryo were greater in
the TCLA2 treatment, in terms of the embryo quality, the TCLA 1 and TCLA2
treatments had a higher percentage of embryos of excellent and good quality with
respect to the control. The addition of conjugated linoleic acid in New Zealand rabbit
diets does not affect the live weight gain of the same, but it positively favors the

number, development and quality of the embryos.

Key words: Linoleic acid, embryonic quality, daily weight gain, embryonic

development.



1. INTRODUCCION

El termino de acido linoleico conjugado o CLA (por sus siglas en ingles
conjugated linoleic acid) hace referencia a un grupo de isdbmeros del &cido
linoleico (Lapa et al., 2011). Se han descubierto alrededor de 28 isGmeros del
CLA, sin embargo los isbmeros cis 9, trans 11 y trans 10, cis 12 son los mas
importantes por sus funciones bioldgicas (Kennedy et al., 2010). Los is6meros
cis 9, trans 11 y trans 10, cis 12 del CLA tienen varias funciones de importancia
biolégica entre las que se encuentran la anticarcinogénica, mejora la funcién
inmunitaria (O'Shea et al., 2004), reduce la inflamacién y antioxidativa
(Nakamura y Omaye, 2010) y participacion en el metabolismo de lipidos vy
regulacion de la composicién corporal (Feitoza etal., 2009). El CLA se encuentra
en pequefas proporciones en los aceites vegetales, sin embargo, su
concentraciéon es particularmente alta en productos como la carne y en la leche,
donde puede alcanzar hasta un 0,60 - 0,80% de los lipidos totales (Yurawecz et
al., 1998). En los rumiantes el CLA es obtenido principalmente a través de la
biohidrigenacién ruminal, aunque también existe otra ruta metabdlica donde el
acido vaccénico que es producido por la hidrogenaciéon del acido linoleico en el
rimen, puede ser desaturado en el carbono 9 por las enzimas desaturasas
intestinales, hepéticas y/o de la glandula mamaria de los rumiantes,
transformandose en CLA. Por otra parte, en los mamiferos no rumiantes,

incluidos los humanos, también se encuentra CLA en sus tejidos y secreciones,



como la leche, aunque en menor proporciéon que en los rumiantes (Azain, 2003).
Una particularidad digestiva que hace superior al conejo respecto al cerdo es la
cecotrofia, se ha sugerido que modificando la cantidad de microorganismos
presentes en el ciego del conejo se puede incrementar la cantidad de CLA en la
carne de conejo (GOmez-Conde et al.,, 2006). Por otra parte, la participaciéon del
isdbmero t10c12 del CLA en el metabolismo de lipidos también ha sido observada
durante la maduracién de ovocitos in vitro, de acuerdo con lo reportado por Lapa
et al. (2011) y Pereira et al. (2008) cuando los ovocitos son madurados en
presencia del isémero t10c12 disminuye la cantidad de lipidos, se mejora la
calidad de los ovocitos, embriones y la tasa de sobrevivencia a la
criopreservacién y micromanipulacion. Sin embargo, el efecto de este isGmero

del CLA en la calidad embrionaria in vivo no ha sido establecido.



2.- REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades

El 4cido linoleico conjugado (CLA) se define como una mezcla de acidos grasos de
cadena larga, derivados del acido linoleico (C18:2, cis 9, cis 12, Omega-6), donde
el término "conjugado” (De Blas, 2004 y Obreg6n et al., 2009), se utiliza para
describir un grupo de isbmeros geométricos y posicionales de 18 carbonos con dos
dobles ligaduras entre carbonos adyacentes (Bauman y Lock, 2006, Morales, 2009)

como se muestra en la Figura 1.

Este acido graso conjugado se presenta con diferente isomeria geométrica, la que
puede ser cis 7, trans 9, cis 9, trans 1, trans 10, cis 12, y cis 11, trans 12, aunque la
estructura predominante en forma natural es la cis 9, trans 11 u otro es el isGmero

trans 10, cis 12 (Sanhueza et al., 2002).

2. 2. Fuentes del CLA

La presencia del CLA en forma natural en los alimentos es relativamente escasa,
aunque una mayor cantidad de este acido graso se encuentra en los alimentos de
origen animal, particularmente provenientes de los rumiantes, y cuya cantidad tiene

relacién con la dieta que recibe el animal, ya sea por el tipo de grano, forraje, pasto,



0 suplemento. También puede influir la raza del animal, su ubicacién geografica o
la estacion del afio (Sanhueza et al.,, 2002; Morales, 2009). EI CLA también se
puede encontrar de forma sintética en pequefias proporciones en los aceites

vegetales (Sanhueza et al., 2002; Bauman et al., 2008).

Figural. Estructura quimica del acido linoleico (cis 9, cis12) y de los dos principales

isomeros del acido linoleico conjugado (cis 9, trans 11 y trans 10, cis 12) (Haro et

al., 2006).



2.3. Metabolismo del CLA

A partir de los acidos grasos de los forrajes empleados en la alimentacion del
ganado, los cuales son poliinsaturados. al ser expuestos a los microorganismos
ruminales (bacterias Butyrivibrio fibrisolvens) éstos son biohidrogenados para
transformarlos en acidos grasos poliinsaturados, generando intermediarios del
proceso de biohidrogenaciéon a diferentes precursores de los diferentes isGmeros
del CLA. Uno de ellos, por producirse en el rumen se le ha denominado como "acido
ruménico” (Bauman y Lock, 2006). Esta biohidrogenacién se muestra en la Figura

2.

Higado

Figura 2. Formacion del CLA en el rumen y su transformacion en glandula mamaria

y en tejido adiposo (Sanhueza et al., 2002).



2.4. Implicaciones de los acidos grasos a nivel ruminal para la produccién de

CLA y su presencia en fluidos de importancia biolégica

Los Acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de cadena larga, no pueden ser utilizados
en grandes cantidades en la dieta de rumiantes debido a su efecto téxico para
ciertas especies de bacterias ruminales, lo que genera un impacto negativo en la
digestién ruminal, particularmente sobre la fermentacién de esta y tiene efectos
negativos sobre el consumo de materia seca y por ende en la produccién (Jenkins
y Bridges, 2007). Sin embargo, la incorporacién de grasas o aceites en la racion de
forma protegida o mediante la incorporacion de semillas oleaginosas es una via
para incrementar los acidos grasos (AG) disponibles y aumentar la absorcion
intestinal sin afectar la flora microbiana ruminal, a la par que se evita o reduce la

accién de ésta sobre los microorganismos ruminales (Doreau y Ferlay, 1994).

Cuando los AGPI son accesibles para la microflora del rumen, estos son
hidrolizados (mas del 80%) liberando los AG vy glicerol, tras la hidrolisis los AGPI
libres sufren un proceso llamado biohidrogenacién que genera moléculas mas
saturadas (Aldrich et al., 1995) consecuencia del proceso de hidrolisis y
biohidrogenacién, los AG que pasan al intestino delgado de los rumiantes son
predominantemente AG libres (85-90%) mayormente saturados (80-90%), de los
que el acido estearico (C18:0) representa dos terceras partes y el acido palmitico el

tercio restante (Plascencia et al.,, 1999). Por lo tanto, el principal AG disponible para



la absorcién intestinal en rumiantes es el acido estearico. Sin embargo, el acido
oleico es predominante en la musculatura de los rumiantes suponiendo un torno al
40% del total de los AG (Bas y Sauvant, 2001), esto es debido a que una gran parte
del acido estearico absorbido es deshidrogenado previamente a su deposicién
tisular por la enzima A9- desaturasa (Schimid et al., 2006). La pequefia fraccién de
AGPI que escapa a la biohidrogenacién (10-15%) es absorbida en intestino y
depositada como tal en la grasa de los tejidos lo que puede contribuir a modificar su
perfil de acidos grasos (Givens et al.,, 2006). La alta variacidon en el contenido de
CLA en los productos (leche y carne) derivados de los rumiantes esta asociada con
una serie de factores como son la dieta y el tipo de animal. De estos, la dieta
presenta el mayor impacto y se ha constituido en la principal herramienta para
incrementar el contenido de CLA en estos productos (Loor et al.,, 2004), ya que el
contenido de forraje de la racion influye en la cantidad y proporcién de isbmeros que
pasan al intestino delgado (Khanal y Olson, 2004) y por ende a los fluidos de
importancia biolégica como pueden ser sangre y liquido folicular (Meza-Villalvazo et

al., 2014).

Bajo condiciones in vitro se ha demostrado que el uso de aceites de origen vegetal
aumentan el nivel de CLA, disminuyen las concentraciones de C18:0 e incrementa
las de acido oleico (C18:1) (Agazzi et al., 2004), debido a que la biohidrogenacién
del acido linoleico es mas eficiente en la produccién de C18:1, y es un inhibidor

competitivo de la biohidrogenacion de CLA y &cido vaccénico, concentraciones



superiores a 517 ppm en liquido ruminal, inhiben su biohidrogenacién hasta C18:0
de esta manera el acido linoleico es el principal precursor de CLA (AbuGhazaleh y
Holmes, 2007), a nivel ruminal incrementa la cantidad de AG disponibles para su

absorcién en el intestino delgado y circulacion sanguinea (Perehouskei et al., 2009).

En ovejas de pelo alimentadas con niveles crecientes de aceite de maiz presentan
mayores concentraciones de los isdbmeros de CLA (Cis-9, Trans 11 y Trans-10, Cis-
12) en liguido ruminal, mismos que pasan plasma sanguineo y llegan a liquido
folicular (Meza-Villalvazo et al., 2014).), estos datos concuerdan a los reportados en
bovinos (Fouladi-Nashta et al., 2009; Cook et al.,, 2011) y equinos (Headley et al.,
2012), cuando son alimentados con fuentes ricas en AGPI, lo cual confirma que la
composicion de los AG del plasma refleja la composicion de los AG de la dieta y
cambia el perfil de AG en liquido folicular (Fouladi-Nashta et al., 2009), por tal motivo
es necesario encaminar estudios que relacionen la composicion del liquido folicular
y la dieta, ya que en los procesos reproductivos de diversas especies, actia como
indicador de las necesidades nutricionales del ovocito, debido a que es el producto
de la trasudacion del plasma sanguineo a través de la barrera folicular y de la
actividad secretora de las células de la granulosa y la teca, generando un
microambiente que influye sobre la morfologia, desarrollo y maduracién del ovocito

(Shaaker et al., 2012).



2.5. Produccién de hormonas, tamanfo folicular y fertilidad

Algunas investigaciones han sido publicadas recientemente en relacién a como el
CLA afecta los aspectos reproductivos en hembras rumiantes. Sin embargo, poco
se sabe coémo esta mezcla de compuestos tiene sus efectos benéficos sobre la
fertilidad, la adicién de fuentes ricas en AGPI a dietas para rumiantes aumenta las
concentraciones de colesterol, el cual actia como sustrato para la produccion de
progesterona (Childs et al., 2008), de esta manera, la suplementacién con acidos
grasos puede incrementar la concentraciéon de progesterona plasmatica (Lopes et
al., 2009). Asi, un aumento en la concentracién de progesterona plasmaética en
ovejas partir del dia 9 al 14 del ciclo estral, tiene un efecto benéfico para el
establecimiento y mantenimiento de la prefiez (Ghoreishi et al., 2007), estudios
realizados in vitro muestran que los lipidos intracelulares ocupan un mayor
porcentaje del area esteroidogénica, los cuales actiGan como precursores para la
biosintesis de progesterona como ésteres de colesterol (Coyral-Castel et al., 2010).
Salas et al. (2011) informa que vacas suplementadas con grasa de sobrepaso (4%
del consumo MS) muestran un incremento de las concentraciones de colesterol y

progesterona.

De igual manera, se ha relacionado las concentraciones de insulina en sangre con
los lipidos dietarios y la actividad reproductiva, con respecto a esto Espinoza et al.

(2008) informan una mayor concentracion de insulina en plasma de ovejas



alimentadas con grasa bovina (2.5 ng / dl) en comparacion al grupo control (1.78 ng
/ dl). Sin embargo, Herrera et al. (2003) no reporta diferencia en las concentraciones
plasmaticas de esta hormona en ovejas alimentadas con 0 % y 3 % de aceite de

maiz.

La insulina ejerce un efecto a nivel hipotalamico incrementando los niveles de
glucosa en el tejido neural y en la hip6fisis aumenta los receptores de IGF-1,
provocando una mayor respuesta a la GnRH y promoviendo la secrecidon de
gonadotropinas, reflejAndose en una mejor respuesta ovarica y favoreciendo el
desarrollo folicular, de tal manera que ovejas alimentadas con 6% de aceite de maiz
en la dieta, presentan un mayor namero total de foliculos de mayor tamafio (> 5 mm)
en comparaciéon con el grupo testigo. Sin embargo, los foliculos de tamafio pequefio
(2.00 - 2.99 mm) y mediano (3 - 4.99) no muestran diferencia entre ovejas que
consumieron aceite y el grupo testigo (Meza et al., 2013) datos que concuerdan a
lo reportado con Herrera etal. (2003) y Ghoreishi et al. (2007) quienes informan que
la proporcién de foliculos pequefios y medianos no se modifica por adicién de los
acidos grasos de la dieta, pero si existe un incremento en la talla y cantidad de
foliculos grandes. Por su parte Herrera-Corredor et al. (2010) observaron que la
suplementacion con aceite de soya aumenta el niumero de foliculos preovulatorios
en un ciclo estral en ovejas; sin embargo, en una siguiente fase no encontraron

diferencias, lo que hace suponer que la dinamica folicular no es dependiente de la

10



suplementacién grasa y que es mas bien un efecto momentaneo dependiente de la

cantidad de energia suministrada.

En vacas de carne, se ha demostrado que la suplementacién con acidos grasos
aumenta el namero de foliculos de tamafio mediano a grande en los primeros dias
posparto (Lammoglia et al.,, 1997) debido a que el acido linoleico aumenta la
produccidn de propionato el cual actila como promotor de la secreciéon de insulina y
aumenta la esteroidogénesis ovarica, provocando un incremento en la produccién

de estradiol (Zachut et al., 2011).

Robinson et al., (2002) reportan un incremento en plasma sanguineo de estradiol
en vacas lecheras suplementadas con acidos grasos 18:3 y 18:2 en comparacion
con un grupo control, de igual manera, Zachut et al. (2008) informan una mayor
concentracién de estradiol en el plasma sanguineo de vacas alimentadas con
niveles bajos y altos de acidos grasos poliinsaturados (4.9 y 51 pg / ml) en
comparaciéon con el grupo de control (3.5 pg/ ml). Las concentraciones de estradiol
en el plasma sanguineo son positivamente relacionadas con la duraciéon del estro
(Mondal et al., 2006), tamafio de foliculos preovulatorios y mayores tasas de prefiez
en vacas (Lépes et al.,, 2007). Los niveles de estradiol en plasma sanguineo se
atribuyen a un aumento en la esteroidogénesis ovarica o posiblemente, a la

disminucién en el catabolismo de los esteroides en el higado (Zachut et al., 2011).
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In vitro, la adicion de acido linoleico (C18:3), presente en el aceite de maiz, aumenta

la vida media de la progesterona y estradiol (Piccinato et al., 2010).

En cuanto al efecto del CLA sobre los eventos reproductivos, unos de los primeros
reportes fueron publicados por Bernal-Santos et al. (2003), quienes observaaron
gue en vacas lecheras que consumieron CLA a través de la dieta, no presentan
efectos adversos a la primera ovulacidn, gestacién y mantenimiento de la prefiez

durante las primeras 20 semanas.

En un primer estudio realizado por Castafieda et al., (2005) en vacas lecheras
alimentadas con diferentes niveles (31.6 y 63.2 g dia-1) e isdbmeros de CLA (trans-
8, cis-10 (21.2 %), cis-9, trans-11 (21.8 %), trans-10, cis-12 (29.0 %), y cis-11, trans-
13 (28.0 %) encontré que los dias a la primera ovulacion fueron menores en los
animales alimentados con la dosis baja de CLA, asi como un mayor porcentaje de
prefiez antes del dia 185, posteriormente informa que vacas lecheras alimentadas
con CLA en una proporcién 50:50 de los isémeros cis-9, trans-11, trans-10, cis-12,
presentan una mayor concentracion de IGF-1 en plasma al igual que la relacién P4
y estradiol en liquido folicular e indica que la suplementacion de CLA por cortos

periodos de tiempo no afecta la secrecién de PGF2a (Castafieda et al., 2007).

Por su parte, De Veth et al.,, (2009) analizaron una serie estudios para determinar

los efectos de CLA en variables como: intervalo parto primer celo, intervalo parto
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concepcion y el porcentaje de gestacion (CLA: 91% , Testigo: 72%). Los resultados
mostraron una estrecha relacion no sélo en la naturaleza de la respuesta, sino
también que la adicién de 10 g del isbmero trans-10, cis-12 afecta de manera

positiva en dichas variables.

El mecanismo a través del cual el CLA afecta la reproduccién y mejora el estatus
ovarico puede ser debido a la esteroidogénesis folicular y el aumento de las
concentraciones circulantes de IGF-lI, ya que bajo condicién in vitro el CLA ha
demostrado tener efecto sobre algunas hormonas del sistema endocrino y en la
funcion de la células de la granulosa, se ha encontrado que CLA inhibe la
produccién de FSH e IGF-1, la cual esta inducida por la proliferacién de células de
la granulosa; aromatasa, proteina de transcripcion GATA4, ARNm de IGF-1, y
produccién de 17p estradiol, por otra parte el CLA se comporta como regulador del
peroxisoma activado por el proliferador del receptor gamma (PPAR) y homélogo de

fosfatasa y tensina (PTEN) a nivel de células de la granulosa (Isha et al., 2012).

2.6. Calidad de los ovocitos y embriones

La calidad de los ovocitos y un desarrollo embrionario temprano 6Optimo son
importantes para el establecimiento de la prefiez, ya que aseguran un mayor
nacimiento de crias, tanto en los procesos de gestacién natural, como en

biotecnolégicos aplicados a la reproduccién animal. En todos los casos, el nivel y la
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composicion de la dieta alimenticia puede tener efectos sobre el ovocito y en el

desarrollo embrionario temprano (Ashworth et al.,, 2009).

La inclusion del 3 % de aceite pescado en la dieta de ovejas puede propiciar un
efecto benéfico para produccién de ovocitos y el desarrollo subsecuente del embrién
in vivo, mientras que in vitro concentraciones altas pueden ser contraproducentes
McEvoy et al. (2012), Por su parte Meza et al. (2013) al alimentar ovejas de pelo
con niveles del 3y 6 % de aceite de maiz observaron un mayor porcentaje de
ovocitos de excelente y buena calidad, efecto favorecido por la mayor cantidad de
C18:1 en liquido folicular, ya que dicho acido graso impacta positivamente la
morfologia de los Complejo Ovocito Cumulos (COCs) (Aardema et al.,, 2011) y es
inofensivo en altas concentraciones, lo que puede compensar los efectos lipotdxicos
de los acidos grasos saturados mejorando la competencia de los ovocitos (Aardema
et al.,, 2013). Sin embargo, una acumulacidon excesiva de acidos grasos provoca
hiperlipidemia reduciendo su desarrollo a estadios embrionarios avanzados (Leroy
et al., 2010) posiblemente debido a que aumentan su vulnerabilidad al estrés
oxidativo ya que, durante lafase de crecimiento y maduracioén, el ovocito acelera su
metabolismo energético incrementando la presencia de especies reactivas al
oxigeno (Valko et al., 2007) mismas que pudieran incidir de manera negativa sobre

su calidad.
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En este sentido, la presencia de CLA (Cis-9, Trans-11 y Trans-10, Cis-12) en el
liquido folicular pudiera poseer una actividad atrapante de radicales libres inhibiendo
su efecto y favoreciendo la calidad ovocitaria in vivo, ya que se ha demostrado que
el CLA posee dicha actividad cuando es comparado con antioxidantes sintéticos

convencionales (Dinara et al., 2000).

Estudios in vitro demuestran que la suplementaciéon en los medios de cultivo del
isdbmero Trans-10, Cis-12 reduce la acumulacion excesiva de lipidos, disminuyendo
la hiperlipidemia que caracteriza a los embriones cultivados in vitro, mejorando su
resistencia y tolerancia a la manipulacion (Pereira et al., 2008), aumentando la
competencia de ovocitos bovinos para convertirse en embriones de mejor calidad
(Lapa et al.,, 2011). Sin embargo, se sabe poco acerca de la captacion de AG
especifica del ovocito al interior del foliculo y cémo éste puede ser alterado por la
dieta. Numerosos estudios in vitro en diversas especies han demostrado que el perfil
lipidico de los ovocitos es dinamico y es influenciado por su ambiente externo
(Adamiak et al., 2005, 2006) permitiéndole a éste desarrollar un proceso selectivo

para garantizar su proteccion y evitar el riesgo de dafio celular (Santos et al., 2008).

Por otra parte, la excelente y buena calidad de los ovocitos se ha correlacionado
con aspectos morfolégicos en las células del cumulus, correspondientes a los
foliculos preovulatorios que tienen mayor capacidad de desarrollo a etapa de

blastocisto, posiblemente debido al aumento de la maduracién citoplasmética

15



(Blondin y Sirrard, 1995). Foliculos pequefios de novillonas alimentadas con dietas
altas en energia han reducido significativamente los niveles de ARNm que codifica
IGFP-2, IGFP-4, los cuales son potencialmente reguladores de la biodisponibilidad

de los IGFs, (Armstrong et al., 2001).

La calidad del ovocito maduro in vivo resulta de especial interés, dado que, en esta
fase, practicamente se selecciona naturalmente por estos factores, los cuales
pueden ser influenciados por la dieta y tienen la capacidad para interactuar con el
ovocito a través del receptor IGF. Este es probablemente un factor critico que
controla la capacidad del ovocito para desarrollarse (Gonzales et al.,, 2007). No
obstante, se requiere realizar estudios adicionales que permitan confirmar si el CLA
es responsable de la calidad ovocitaria y embrionaria, ya sea por efecto de
disminucién de los radicales libres o determinar cdmo el CLA se distribuye a través

de la membrana de ovocito y embriones para obtener células de mejor calidad.
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3. HIPOTESIS

La adicién de acido linoleico conjugado en dosis crecientes en la dieta de conejas

mejora el desarrollo y calidad de los embriones
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la adicidén de niveles crecientes de acido linoleico conjugado en la dieta de

conejas sobre el desarrollo y calidad de los embriones

4.2. Obhjetivos especificos

a) Evaluar los cambios de peso vivo de conejas alimentadas con &acido linoleico

conjugado

b) Evaluar el efecto del acido linoleico conjugado sobre la calidad de los embriones

obtenidos in vivo
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacién

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Biotecnologia Animal,
perteneciente a la Universidad del Papaloapan. Ubicada en la Region Cuenca del
Papaloapan, en las coordenadas Latitud Norte 18°04'52" y, Latitud Oeste 96°07'07",

a una altura de 20 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2015).

5.2 Animales, alimentacién y manejo

Se utilizaron 15 hembras de la raza Nueva Zelanda con una edad de 28-30 dias y
un peso promedio de 620 += 35 g al inicio del experimento, las cuales fueron
distribuidas de manera aleatoria en tres tratamientos para su alimentacién: TO: (n=5)
dieta comercial, TCLA1 (n=5). alimento comercial + 2.5% CLA, TCLA2 (n=5)
alimento comercial + 5.0% CLA. La alimentacién se oferto a libre acceso durante la
fase experimental (60 dias). Para asegurar que cada hembra consumiera la
cantidad correcta de CLA, se les administro por via oral con la ayuda de una jeringa

de manera individual.

Los animales fueron pesados al inicio y final del experimento previo ayuno de 12 h

con una bascula digital modelo PCR20 marca Torrey
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5.3. Cubricién, obtencién y de los embriones

Transcurrido los 90 dias de la fase experimental, las hembras fueron expuestas a
un macho para su cubricién, 48 h posteriores a la monta las hembras de cada grupo

fueron sacrificadas para evaluar la calidad embrionaria.

5.4. Clasificacién embrionaria

La clasificacion embrionaria se realiza en una lupa estereoscépica marca Leica

modelo EZ4, bajo los siguientes criterios descritos por Linder y Wright (1983).

Grado 1. Excelente. Embrién ideal, esférico, simétrico, células uniformes, buen

color y textura.

Grado 2. Bueno. Forma irregular, imperfecciones ligeras, blastbmeros levemente

extruidos y algunas vesiculas.

Grado 3. Pobre o regular. Alteraciones mas severas, vesiculas, algunas células

degeneradas, presencia de blastomeros extruidos.

Grado 4. No transferible. Alteraciones graves, células degeneradas y de diferentes

tamafios, gran cantidad de blastémeros extruidos, numerosas vesiculas y grandes.
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5.5. Analisis estadistico

Las variables peso vivo inicial, final y ganancia diaria de peso (GDP), se analizaron
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de acuerdo con el siguiente modelo:
Yijk = M+ti +£ijk

Donde:
Yijk: Variables de respuesta
M media de la poblacion
ti: efecto del tratamiento

£ijk: error experimental

Los datos de calidad embrionaria fueron sometidos a una prueba de chi-cuadrada

mediante el paquete estadistico SPSS Statistic Version 2.3 a un nivel de

significancia del (P< 0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se evalué el efecto de la suplementacion de niveles
crecientes de CLA en la dieta de conejas Nueva Zelanda sobre su comportamiento

productivo, desde el destete hasta el sacrificio a los 90 dias de edad.

El peso final de los animales entre los tratamientos no mostro diferencia (P>0.01),
siendo la media general de 2.75 + 0.216 kg, estos resultados son similares a los
reportados por Corino et al. (2000), quien suplemento conejos de la raza Nueva
Zelanda con aceites de semilla de girasol obteniendo un peso final de los animales
de 2.8 £ 0.059 kg. Por su parte, Morounek et al. (2007) reporta 2.43 kg de peso vivo
final en conejos suplementados con aceite comercial con 60% de CLA, de igual
manera Palma et al. (2009) reporta un promedio de peso final de 2.08 £ 0.261 kg
bajo condiciones similares al presente estudio. Las hembras tuvieron un patrén de
crecimiento de acuerdo con la raza, ya que los reportes indican que la velocidad de
crecimiento en esta raza es rapida, en las primeras semanas post destete y continua
su crecimiento mas lentamente conforme alcanza su peso maximo para el sacrificio

(Pascual, 2007)

El valor promedio de GDP fue de 35.1 + 3.3 g/d, no habiendo diferencia significativa
para este parametro entre los tratamientos (P>0.05), indicando que la adicion de

CLA no genero ningun efecto negativo sobre la GDP y peso final (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Comportamiento productivo de conejas Nueva Zelanda alimentadas con

dietas incluyendo niveles crecientes de CLA.

Tratamientos

Parametro
TO TCLA1l TCLA2 EEM
pi (g) 590.3 585.7 536.5 115.0
pf (Q) 2725 2865 2678 216
GDP (g/d) 32.8 36.7 35.9 33

Pl: Peso inicial, PF: peso final, GDP: ganancia diaria de peso, TO: testigo, TCLAl: 2.5% CLA,

TCLA2: 5.0% CLA. EEM: error estandar de la media

El nimero total de embriones recuperados, células totales y diametro por embrién
se presentan en el Cuadro 2 y 3 respectivamente. Se observa que el tratamiento
TCLAZ2 presenta un mayor nimero de embriones recuperados cuando se compara
con los tratamientos TO y TCLA1, de igual manera estos embriones provenientes
del tratamiento TCLA2 presentan un mayor niumero de células totales y didmetro en
comparaciéon con los embriones recuperados de los tratamientos TO y TCLAl
(P<0.05). Estos resultados pueden ser debido a que los lipidos de la dieta mejoran
la fertilidad e influencian el desarrollo folicular y la ovulacién (Lucy et al. 1992). El

acido linoleico (n-6) es el AG mas abundante en el liquido folicular (Marei et al.,
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2010) y los perfiles de AG en el fluido folicular son afectados por la actividad
estrogénica del foliculo (Renaville et al., 2010). En cuanto al nimero de embriones
(Cuadro 2), en este estudio se observé un efecto favorable del CLA sobre esta
variable, se sabe que el efecto de las grasas sobre el desarrollo folicular en diversas
especies de interés productivo actila como un posible indicador de la respuesta
ovarica (Zeron et al., 2002) mismo que se ve reflejado en él estado de desarrollo de
los embriones. En el presente estudio se encontr6 un efecto de la suplementacién
de CLA afavor del grupo de conejas que lo recibieron sobre el nUmero de embriones
en estado de moérula, esto puede ser debido a que las moléculas que modifican los
acidos grasos en la membrana afectan las diferentes funciones estructurales,
celulares e incluso vias de sefalizacién (Spector y Yorek 1985, Talukdar et al.,
2005), adquiriendo una competencia para el desarrollo embrionario en gran medida
de la maduracion del ovocito (Duranthon y Renard 2000, Rodriguez y Farin 2004),
esto afecta principalmente las divisiones mitéticas hasta estadios preimplantatorios

(Tarazona et al., 2010).
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Cuadro 2. Total de embriones recuperados en conejas Nueva Zelanda alimentadas

con dietas incluyendo niveles crecientes de CLA.

Tratamiento Total de embriones Promedio
Recuperados
TO 38b 7.6 £0.912b
TCLA1 39b 7.8 £2.425b
TCLA2 45a 9.0 £ 1.467a

a,b. Literales diferentes entre columna indican diferencia significativa (P< 0.05), TO: testigo,

TCLAL: 2.5% CLA, TCLA2: 5.0% CLA.

Cuadro 3. Numero de células y diametro de embriones de conejas Nueva Zelanda

alimentadas con dietas incluyendo niveles crecientes de CLA a las 48 h post coito.

Tratamiento Numero de células Diametro ("m)
TO 16.63 £ 0.514b 128.7 £ 1.513b
TCLA1 16.84 £ 0.586b 129.2 £ 0.927b
TCLA2 18.01 + 0.447a 132.1 + 1.996a

a,b. Literales diferentes entre columna indican diferencia significativa (P< 0.05), TO: testigo, TCLAL:

2.5% CLA, TCLA2: 5.0% CLA.
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La calidad embrionaria se presenta en el cuadro 4. Donde se observa un mayor
porcentaje de embriones de buena y excelente calidad recuperado de las conejas
gue consumieron CLA en la dieta en comparacion con el grupo testigo, los
resultados del presente experimento en cuanto a calidad embrionaria pueden ser
debido a la inclusion de CLA en la dieta mejora la calidad embrionaria presentando
efectos sobre la fluidez de la membrana celular y las propiedades biofisicas
mejorando el desarrollo embrionario (Jahanian et al.,, 2013), efecto que se ve
reflejado en el presente estudio, otro aspecto importante que pudo haber
influenciado la calidad de los embriones provenientes de los tratamientos TCLA1 y
TCLA2, es la reduccidon del estrés oxidativo que se da de manera intrinseca en
desarrollo embrionario, por tal motivo, la presencia de CLA en liquido folicular posee
una actividad atrapante de radicales libres inhibiendo su efecto y favoreciendo la
calidad ovocitaria y embrionaria in vivo, ya que se ha demostrado que el CLA posee
dicha actividad cuando es comparado con antioxidantes sintéticos convencionales

(Dinara et al., 2000)

Estudios in vitro demuestran que la suplementacion en los medios de cultivo el CLA
reduce la acumulacién excesiva de lipidos, disminuyendo la hiperlipidemia que
caracteriza a los embriones cultivados in vitro, mejorando su resistencia y tolerancia
a la manipulacion (Pereira et al., 2008), aumentando la competencia de ovocitos

bovinos para convertirse en embriones de mejor calidad (Lapa et al., 2011

26



Cuadro 4. Calidad embrionaria en conejas Nueva Zelanda alimentadas con dietas

incluyendo niveles crecientes de CLA.

Tratamiento

Excelente
TO 26.3a8B
TCLA1 38.58A
TCLA2 408A

Calidad embrionaria (%)

Buena

31.6PA

28.2bA

33.3A

Regular

21.08B

25.6CA

22.28

Mala

21.1cA

7.70B

4.5

a,b. A,B. Literales diferentes entre hileras y columna indican diferencia significativa (P< 0.05)

respectivamente. TO: testigo, TCLALl: 2.5% CLA, TCLA2: 5.0% CLA

Estos resultados concuerdan a los reportados por Herrera et al.,, 2008., quienes

obtuvieron casi un 60% de embriones de excelente y buena calidad provenientes

de ovejas alimentadas con dietas ricas en AGPI, esto puede ser explicado debido a

gue los AGPI incrementa en el nUmero de cuerpos Ilateos en y modifica la secrecién

total de progesterona por medio de una mayor disponibilidad de colesterol y otros

precursores de hormonas esteroides para el tejido liteo, permitiendo un mejor

desarrollo de los embriones durante los primeros dias. Un estudio realizado por

Cheng et al 2005, demuestran que la adicion de AGPI en la dieta de rumiantes,

27



puede inhibir la sintesis de prostaglandina endometrial, lo que puede retrasar la lisis
del cuerpo luteo extendiendo las posibilidades del desarrollo embrionario y mejor

calidad.
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7- CONCLUSION

La adicion de acido linoleico conjugado en dietas de conejas Nueva Zelanda no

afecta la ganancia de peso vivo de las mismas, pero si favorece positivamente el

nimero, desarrollo y calidad de los embriones.
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