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RESUMEN

Se evaluo el efecto del acido linoleico conjugado (CLA) en la dieta diaria de ratonas de la
cepa CD-1 sobre la calidad y la concentracién de gotas lipidicas en el ovocito. Se utilizaron
10 ratones hembras de la cepa CD-1 con una edad de 6-8 semanas de edad y un peso de
28.5+32.8 g, las cuales fueron distribuidas en dos grupos para su alimentacién, TCON:
ratonas del grupo control; TCLA: ratonas tratadas con acido linoleico conjugado (CLA) 5 %
p/v via oral, durante 21 dias. Transcurrido este periodo las ratonas fueron sometidas a un
tratamiento de superovulacidon, recibiendo 5 Ul de Gonadotropina de suero de yegua
prefiada (PMSG) via intraperitoneal, 48 h post a la aplicacién de la hormona PMSG,
recibieron 5 Ul de Gonadotropina Coridnica Humana (HCG), 15 h posteriores a la aplicacién
de la HCG las hembras fueron sacrificadas para recuperar los ovocitos y evaluar la calidad y
concentraciéon de gotas lipidicas en el ovocito. El grupo tratado con CLA mostré un efecto
positivo con un 25 % a favor en el nimero de ovocitos recuperados y un 63 % de mejor
calidad de ovocitos en comparacién con el grupo testigo, asi mismo, dichos ovocitos
presentan un 40.7 % menos concentracion de lipidica que el tratamiento testigo. La adicion
de CLA en la dieta de ratonas de la cepa CD-1 favorece el nimero total y calidad de ovocitos

reduciendo la acumulacidn de lipidos en la membrana plasmatica del ovocito.

Palabras Clave: Acido linoleico conjugado, gotas lipidicas, calidad ovacitaria.
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ABSTRACT

The effect of conjugated linoleic acid (CLA) on the daily diet of mice of strain CD-1 on the
quality and concentration of lipid drops in the oocyte was evaluated. 10 female mice of the
CD-1 strain were used with an age of 6-8 weeks of age and a weight of 28.5 + 32.8 g, which
were distributed in two groups for feeding, TCON: mice of the control group; TCLA: mice
treated with conjugated linoleic acid (CLA) 5 % w / v orally, for 21 days. After this period,
the mice were subjected to a superovulation treatment, receiving 5 IU of Gonadotropin
from pregnant mare serum (PMSG) intraperitoneally, 48 h after the application of the PMSG
hormone, they received 5 IU of Human Chorionic Gonadotropin (HCG), 15 h after the
application of HCG the females were sacrificed to recover the oocytes and evaluate the
quality and concentration of lipid drops in the oocyte. The CLA-treated group showed a
positive effect with 25 % in favor of the number of oocytes recovered and 63 % of better
oocyte quality compared to the control group. Likewise, these oocytes have a 40.7 % lower
lipid concentration than the witness treatment. The addition of CLA in the diet of mice of
the strain CD-1 favors the total number and quality of oocytes by reducing the accumulation

of lipids in the plasma membrane of the oocyte.

Key words: Conjugated linoleic acid, lipid drops, ovarian quality.
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1. INTRODUCCION

Los Acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son nutrientes claves para multiples funciones
bioldgicas en el organismo, desde el almacén de energia, componente de membranas
celulares, precursores de sustancias metabdlicamente activas, y hasta activacién de genes
o factores de transcripcidon. Sin embargo, no pueden ser sintetizados por los tejidos
animales, por lo tanto, deben ser incorporados en la dieta y se les denomina como
esenciales (Jenkins et al., 2008). En caso especifico del ovocito, los AGPI forman parte
importante de la membrana celular (en forma de fosfolipidos) y del fluido folicular, lo que
les permite afectar notablemente el microambiente del ovocito y jugar un papel
fundamental en la calidad (Meza et al., 2014). A nivel ovocitario, los AGPI son incorporados
en la membrana celular o pueden ser incorporados a través de gotas lipidicas sintetizadas
en el citoplasma, estas gotas de grasa se originan de los acidos grasos extracelulares
(provenientes de la circulacién sanguinea) o de los sintetizados “de novo”. En el caso del
ovocito el origen de los acidos grasos permanece incierto, aunque cada dia existen mas
evidencias que permiten aseverar que esta célula es capaz de incorporar AG provenientes

de su alrededor (Aardema, 2014).

La composicion de los AG almacenados en el ovocito, ha sido correlacionada con el
desarrollo de las capacidades de esta célula. Los AG en liquido folicular pueden mediar e
influenciar el nivel de expansidn de células del cumulus y tiempo de reanudacién de la
maduracion nuclear en los ovocitos, aspectos criticos para el desarrollo embrionario
después de la fecundacion in vitro (Marei et al., 2010). Sin embargo, una acumulacién
excesiva de acidos grasos provoca hiperlipidemia reduciendo su desarrollo a estadios
embrionarios avanzados (Leroy et al., 2010) debido a que aumentan su vulnerabilidad al

estrés oxidativo.



Durante su crecimiento y maduracion, el metabolismo energético se acelera e incrementa
la presencia de especies reactivas al oxigeno (Valco et al., 2007). Se ha demostrado que el
CLA posee dicha actividad antioxidante cuando es comparado con antioxidantes sintéticos

convencionales.

Estudios in vitro demuestran que la adicién en los medios de cultivo del isémero cis9,
trasnll, trans10, cis-12 reduce la acumulacién excesiva de lipidos, disminuyendo la
hiperlipidemia que se caracteriza en los embriones cultivados in vitro, mejorando su
resistencia y tolerancia a la manipulacién (Pereira et al., 2008) aumentando la competencia
de ovocitos para convertirse en embriones de mejor calidad (Lapa et al., 2011). Sin
embargo, se sabe poco acerca de la captacion especifica de acidos grasos al interior del
foliculo y cdmo 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 permitiéndole a éste desarrollar un proceso selectivo para

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



2. ANTECEDENTES

2.1. Ovocito.

Los gametos proceden de una estirpe celular especifica llamada linea celular germinal que
da lugar a las células germinales primordiales y que en etapas tempranas del desarrollo se
diferencian dando origen a ovocitos y espermatozoides (Diaz et al., 2007).

2.2. Partes del ovocito.

Se identifican las partes principales que constituyen al ovocito (Moore, 2009).

Celulas foliculares
da corona radiata

\ Membrana plasmatica

Citoplasma

Nucleo

Zona
pelucida

Figura 1. Partes que componen al ovocito. Se observan las partes principales de un

ovocito, corona, zona pellcida, membrana plasmatica, citoplasma y nucleo.



2.3. Estructura del ovocito

Los ovocitos presentan un tamafio medio de 75 um de didmetro en ratones y en humano
de 100 um, los ovocitos se encuentran rodeados de varias capas de células que constituyen
el cimulo oéforo (Diaz et al., 2007). Y la parte mas interna de la capa de células se denomina
corona irradiada, formada por células de la granulosa, que se comunica con el ovocito a
través de uniones intercelulares “Gap” (Gilula et al., 1978). Estas conexiones celulares
permiten el intercambio de moléculas entre el ovocito, las células de la granulosa y la
circulacidon sanguinea, con finalidad nutritiva y reguladora, conocido como “cooperacién

metabdlica” (Apa et al., 1994; Hunter, 2000).

2.4. Crecimiento del foliculo y del ovocito

El periodo de crecimiento del foliculo y del ovocito, se caracteriza por una intensa sintesis
proteica y almacenamiento de macromoléculas (Harris et al., 2007). El foliculo primordial
se transforma en foliculo primario, aumenta el volumen del ovocito, aunque sin divisién
celular del mismo y sufre hiperplasia e hipertrofia de las células de la granulosa, dando lugar

el foliculo secundario.

El crecimiento folicular va acompanado de la formacién de una capa de células de la teca
vascularizada alrededor de la membrana basal (Pan et al., 2005). En respuesta a la hormona
foliculo estimulante (FSH), se forma la cavidad antral, que estd llena de liquido folicular

(McNatty et al., 1999).

Con el crecimiento del ovocitos se forma la zona pellcida (ZP) y aumenta el nimero de
organulos citoplasmaticos, como mitocondrias, aparato de Golgi y ribosomas, todo ello
indicativo de la elevada actividad metabdlica que permite la sintesis y almacenamiento de

RNA, proteinas y enzimas.



2.5. Maduracion del ovocito.

La maduracidn del ovocito hace referencia a todos los cambios nucleares, citoplasmaticos
y de membrana que sufre el ovocito, con el fin de preparase para ser fecundado con éxito

y desarrollarse posteriormente (Picton et al., 2008).

Los ovocitos en foliculos primarios y preantrales son incompetentes meidticamente y, por
tanto, no maduran espontdaneamente si se extraen de sus foliculos. Los ovocitos en estadio
antral temprano comienzan a crecer en respuesta a la hormona FSH, obtienen competencia
meidtica y pueden madurar si se les aisla de sus foliculos (Tornell et al., 1990). Se ha descrito
gue con el crecimiento del foliculo se desarrollan receptores LH en células de la granulosa
gue permiten al ovocito reiniciar la meiosis tras el estimulo hormonal de LH, asi como la

ovulacion del ovocito maduro (Mehlmann, 2005; Richards, 2002).

2.6. Estadios de maduracion del ovocito

La maduracidn nuclear ocurre in vivo durante el crecimiento folicular y la ovulacién. La
relacion entre el ovocito y las células foliculares se modifica durante el periodo de
maduraciéon como resultados de cambios en la membrana del ovocito y el sistema de

sefiales intracelulares (Picton et al., 2008).

2.6.1 Vesicula germinal (VG)

La vesicula germinal es el estadio del ovocito que se encuentra en profase | y que ha sido
persistido a lo largo de las fases tempranas de crecimiento (Sun et al., 2009). La vesicula
germinal recibe este nombre atendiendo a la morfologia del nicleo del ovocito que es

esférico y contiene un nucleo grande, esparcido y de forma discontinua.



2.6.2. Prometafase | y Metafase | (MI).

Se consideran estadios intermedios en la maduracidn pues se ha completado la profase de
la meiosis I. La vesicula germinal y sus nucléolos han desaparecido. Tras recombinarse los
cromosomas homologos, estos se alinean al azar hacia los polos para mds tarde segregarse
en el ovocito o en el primer corpusculo polar. Se requieren de 12 a 24 horas en cultivo in

vitro antes de alcanzar la madurez total (Fulka et al., 1998).

2.6.3. Ovocito metafase Il.

Los ovocitos metafase Il o preovulatorios. Conectado al ovocito por el huso mitdtico
formado por un puente citoplasmatico, encontramos el primer corpusculo polar, que
contiene granulos corticales debido a su extrusién antes de la penetracién de un
espermatozoide y liberacion de los granulos corticales. El ovocito MIl esta generalmente

asociado con un cumulo expandido y una corona radiada clara (Harris et al., 2007).

2.7. Ovulacion.

El pico preovulatorio de LH inducido por el estradiol, producido por los foliculos,
desencadena finalmente la ovulacion. La hormona LH también estimula la leutinizacion de
las células de la pared de los foliculos ovulados, es decir su transformacién de productoras
de estrdgenos a productoras de progesteronas, que sera la principal hormona esteroidea

producida por el cuerpo luteo tras la ovulacién (Geisert, 1999).

Los ratones alcanzan la madurez sexual a las 6 semanas de edad, dependiendo de la razay
de las condiciones ambientales. En este momento cada ovario contiene aproximadamente
10,000 ovocitos de diferentes estadios de maduracion. La ovulacion requiere la respuesta
coordinada de las células foliculares como del ovocito y bajo condiciones éptimas ocurre

espontaneamente cada 4 dias (Foster et al., 1981).
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En una ovulacion natural, dependiendo de la raza, se liberan entre 8 — 12 ovocitos pero el

proceso no es sincrénico y ocurre en un periodo de 2 — 3 horas (Nagy et al., 2003).

2.8. Tamaiio y forma de los ovocitos.

El didmetro medio de los ovocitos MIl puede variar sustancialmente, pero no esta
relacionado con la fertilizacién o calidad del desarrollo de los embriones en la etapa de
desarrollo de la divisién celular (Romao et al., 2010). La situacidn es diferente con ovocitos
gigantes (Balakier et al., 2010). Este tipo de ovocito tiene aproximadamente el doble de
volumen que un ovocito normal (aproximadamente 200 um) y es tetraploide antes de la

meiosis debido a su origen.

2.9. Superovulacion.

La superovulacién es una técnica que consiste en la estimulacién hormonal de la donante
para la formacion y desarrollo de varios foliculos, en un momento previamente fijo
(Gorlach., 1999) teniendo como objetivo principal producir un gran nimero de ovocitos que
resulten de una alta calidad. Sin embargo, la respuesta de estos estimulos es variable, en
cuanto a cantidad y calidad de ovocitos recuperados provenientes de dicho estimulo

(Mapletoft et al., 1994).

2.10. Acido linoleico conjugado.

El 4cido linoleico conjugado (CLA), término para un grupo de acidos grasos de 18 carbonos
con un doble enlace conjugado. Se ha demostrado que influye en una gama de procesos
bioldgicos, que presenta propiedades anti cancerigena (cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12)
(Kelley et al., 2007), hipoglucemiante (cis-9, trans-11y trans-10, cis-12) y antilipogénica
(trans-10, cis-12) (Evans et al., 2002). Las investigaciones con animales de laboratorio (Park
et al., 1997), ovinos (lvan et al., 2001), bovinos productores de carne (Gillis et al., 2007) y

bovinos lecheros (Hutchinson et al., 2011, Choulinard et al 1999)), demostraron que la
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adicion de CLA mejora el comportamiento animal, reduce el tejido adiposo y altera el
metabolismo de lipidos. Los mecanismos mediante los cuales se producen dichas

transformaciones no son completamente entendidos.

(Ilvan et al., 2001), indicaron que la adicién de 2.70 % de CLA, de aceite de girasol en la dieta
de ovinos, ocasioné una reduccién masiva en la poblaciéon de protozoarios del rumen, la
reduccion se asocid con el mejoramiento de ganancia diaria de peso, la eficiencia de
conversion del alimento y el incremento de CLA. Especificamente el isémero (trans-10, cis-
12) CLA., ha demostrado que altera la composicion de lipidos de la membrana (Sampath et

al., 2005), para inhibir la sintesis de lipidos en diferentes animales.

La administracion de suplementos in vitro en sistema de cultivo fue sugerido para mejorar
la supervivencia de embriones bovinos (Bos primigenius Taurus) después de la

criopreservacién (Pereira et al., 2007).

2.11. Mecanismo de accion de lipidos y su efecto en la actividad reproductiva.

Los triglicéridos constituyen la mayor parte de los lipidos que se almacenan como depdsitos
grasos en el organismo, el resto se encuentra como fosfolipidos, ésteres de colesterol,
diglicéridos, monoglicéridos y fracciones libres de AG. Representan el principal material de

reserva energética (Lock et al., 2005).

Los AG poliinsaturados de la dieta reducen los triglicéridos sanguineos y el tamafio de las
particulas de GL. Ademas, mejoran la sensibilidad a la insulina, y aumentan la utilizacién de
glucosa no hepatica en ratas (Houseknecht et al., 2002). Cualquiera que sea la fuente, los
AG pasan por un proceso de elongacién y desaturacién que genera AG con propiedades
bioquimicas diferentes. La elongacion involucra la adicion de unidades de dos carbonos por

accién de elongasa.



La desaturacion es un proceso catalizado por las enzimas desaturasas que insertan una
doble ligadura en la cadena de acilos (Schroeder et al., 2004; Loor et al., 2003). Las
desaturasas se clasifican de acuerdo a la posicion de la insercién de la doble ligadura.

El rango de posibles inserciones de enlaces dobles varia de acuerdo al organismo. Por
ejemplo, el acido linoleico es un acido graso esencial requerido para la sintesis del acido

araquiddnico y otros compuestos esteroidales (Beam et al., 1999).

La grasa de la dieta favorece la actividad reproductiva mediante el suministro de energia
(Sklan et al., 1994). Por ejemplo, el incremento en la disponibilidad de los precursores de
AG permite el aumento en la secrecién de esteroides y prostaglandinas, los cuales pueden
alterar las funciones del Utero y ovario. A nivel celular, los AG tiene efectos diferentes en la
trascripciéon de genes que codifican proteinas esenciales en los eventos reproductivos.
Algunos AG derivados del proceso de bio-hidrogenacién como los isémeros trans10, cis-11
y cis-9, trans-11 han demostrado que incrementan la cantidad de AG insaturados que
alcanzan el tracto gastrointestinal bajo de los rumiantes y se incorporan en tejido adiposo

y en leche (Lock et al., 2005).

2.12. Efecto benéfico del acido lindleo conjugado sobre la calidad ovocitaria.

El CLA ha llamado mucho el interés en las ultimas dos décadas, desde su actividad
anticancerigena (lp c., 1997), hasta su aplicacién en la produccién de embriones in vitro
(Funston R., 2004). Sin embargo, poco se sabe cémo esta mezcla de compuestos tiene
efectos benéficos sobre la calidad ovocitaria y embrionaria. Un analisis del liquido folicular
de ovejas de pelo alimentadas con aceite de maiz muestra la presencia de isémeros de CLA
y una mayor calidad de ovocitos, dicha calidad puede estar medida por la presencia de CLA
en el ambiente folicular (Meza et al., 2014). El cual pudiera poseer una capacidad atrapante
de radicales libres, ya que CLA se considera como un efecto inhibidor del estrés oxidativo
cuando se le compara con los tocoferoles y antioxidantes sintéticos como el

butilhidroxitolueno (BHT) (Yu L., 2001).



La adicién de CLA al medio de cultivo de embriones ha demostrado disminuir la deposicidn
citoplasmatica de lipidos en el embrién, mejorando significativamente la resistencia de los
embriones para la micromanipulacién, criopreservacién y aumenta su supervivencia

después de la misma (Pereira et al., 2007).

Los efectos secundarios de CLA se pueden evaluar mediante el analisis de la expresion de
genes relacionados con el estrés celular, apoptosis y calidad ovocitaria, a través de
peroxiredoxin (PRDX), proteina de choque térmico (HSPB1) (Wood et al., 2003), marcadores
de apoptosis celular (BAX / BCL2) (Yang y Rajamahndran, 2002) y calidad ovocitaria (OCT-4,
MATER vy folistatina). El factor de transcripcién OCT-4 es expresado en células germinales
primordiales, espermatdgonias no diferenciadas, durante el desarrollo embrionario se
expresa en blastémeros y en la masa celular interna (ICM) y en células madres embrionarias

derivadas de la (ICM) (Zuccotti et al., 2009).

La expresion de la OCT-4 en ovocitos indica que los foliculos en cada estadio del crecimiento
folicular entran a una via que permite la adquisicién de un total desarrollo competente
precedido al estado de maduracién; en contraste los ovocitos que no expresan OCT-4

pueden ser eliminados durante la foliculogénesis.

2.13. Identificacion de lipidos en ovocitos.

Existen diferentes técnicas para la cuantificacion de lipidos pero estas requieren de 4 a 1000
ovocitos o embriones para su analisis (Kim et al., 2001). También es posible medir el
contenido de lipidos mediante un ensayo enzimatico acoplado a la deteccién de
microfluoresencia (Ferguson et al., 1999). Esta técnica es mds sensible, pero es dificil de
realizar y con la ayuda de microscopia electrénica de fluorescencia, se puede evaluar el

numero, la densidad y el tamafio de la gotitas de lipidos intracelulares.

10



Por lo tanto se utilizara un colorante fluorescente especifico para lipidos, rojo de nilo, para
visualizar las gotitas de lipidos y evaluar el contenido de lipidos en ovocitos individuales,
cuantas mds gotas estén presentes en un ovocito, mayor serd la cantidad de luz
fluorescente emitida después de la tincién (Than et al., 2003). Para permitir la evaluacion
del contenido de lipidos en ovocitos individuales o embriones, la fluorescencia se cuantifico

utilizando un fotémetro conectado a un microscopio.
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3. JUSTIFICACION

El 4cido linoleico conjugado es un acido graso natural y se ha demostrado que influye en
una gamma de procesos bioldgicos, que presentan propiedades anti-cancerigenas,
antilipogénica y que altera la composicién de los lipidos en diferentes animales, para regular
la expresion de genes implicados en el novo. Ademas la administracion de CLA en la dieta
diaria en ratones hembra mejorara la calidad ovacitaria, aumentara el nimero de ovocitos

recuperados y disminuira la concentracién de triglicéridos (gotas lipidicas) en los ovocitos.
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4. HIPOTESIS

La adicion del acido linoleico conjugado a dietas para ratones hembra de la cepa CD-1

modifica los patrones de acumulacidn lipidica de la membrana plasmatica de ovocitos y

afecta positivamente su calidad.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo principal

Evaluar el efecto del 4cido linoleico conjugado sobre la calidad y la acumulacidn de lipidos

en la membrana plasmatica de ovocitos en ratones hembra de la cepa CD-1.

5.2. Objetivos secundarios

e Determinar el efecto del acido linoleico conjugado sobre la calidad de ovocitos en

ratones hembra de la cepa CD-1

e Evaluar el efecto del acido linoleico conjugado sobre la concentracion de gotas
lipidicas en la membrana plasmatica de ovocitos en ratones hembra de la cepa CD-

1.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Ubicacion.

El presente experimento se realizé en el laboratorio de Biotecnologia animal perteneciente,
a la Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec, la cual se localiza en el Circuito Central

No. 200, Col. Parque Industrial C.P. 68301

6.2. Animales y Alimentacion.

Se emplearon 10 ratonas de la cepa CD-1, con un peso vivo (PV) de 35+ 5 gy 65 + 8 dias de
edad al inicio del experimento las cuales fueron distribuidas en dos tratamientos: TCON:
(n=5) y TCLA (n=5), ambos grupos recibieron 15 g diarios de alimento comercial (NUTRI-
CUBOS®) por la mafiana, agua ad libitum, el grupo TCLA recibieron 1.5 g (5% PV) de CLA

durante la fase experimental (21 dias) via oral.

6.3. Superovulacién, obtencidén y evaluacion ovocitaria.

El dia 21 del tratamiento las hembras recibieron 5 Ul de Gonadotropina de suero de yegua
prefiada (PMSG: SINCROPART™) via intraperitoneal, 48 h post a la aplicacién de PMSG
recibieron 5 Ul de Gonadotropina Coridnica Humana (HCG: Choragon®), 15 h posteriores a
la aplicacién de la HCG las hembras fueron sacrificadas por dislocacién cervical de acuerdo
a la figura 2. Post sacrificio de las hembras, los tractos reproductivos fueron localizados,
recuperados y colocados en suero fisioldgico atemperado a 37 °C para la localizacién del
ampulay la extraccién de los cimulus, la clasificacion de la calidad ovocitaria se realizé con
una lupa estereoscopica (Nikon SMZ800N Zoom stereomicrope) en cuatro categorias segun

lo descrito por (Patricio et al., 2003):
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1- Excelente: Camulus compacto (> 42 5 capas) con un ooplasma homogéneo.

2- Buena: Cimulu compacto de una o dos capas con ooplasma homogéneo que tiene
una apariencia gruesa.

3- Regular: Menos cimulus compacto (ligeramente ampliados cimulus) con ooplasma
irregulares que contiene grupos obscuros.

4- Mala: Ovocitos desnudos y ooplasma irregulares.

La extraccion de los ovocitos se realizaron con la ayuda de un estereoscopio (Nikon
SMZ800N Zoom stereomicrope) y pipeta Pasteur alargada. Con la ayuda de un vértex se
eliminan las células foliculares que rodean al ovocito formando el cumulo, con el fin de

seleccionar los ovocitos maduros que presentan un claro corpusculo polar (Nagary, 2003).

6.4. Tincion de ovocitos con Rojo de Nilo.

Previo a la tincidn, los ovocitos se desnudaron mediante agitacidon con un vortex por 5 min
con el propdsito de eliminar las células del cimulus, una vez desnudados los ovocitos se
fijaron en un porta objeto con 500 pL de glutaraldehido al 2% y solucion de formaldehido al
2% durante al menos 24 h en completa obscuridad. Posteriormente se le adicionaron 30 pL
de solucién Rojo de Nilo (10 pg/mL de Rojo de Nilo; 20% dimetil sulféxido (DMSO); disuelto
en solucidn salina: 0.9% de NaCl y se dejaron reposar a temperatura ambiente en completa

obscuridad.

6.5. Evaluacion y cuantificacion gotas lipidicas por fluorescencia.

Las gotas lipidicas fueron cuantificadas con un microscopio de fluorescancia (Nikon Eclipse
TS) con el objetivo de 40X (exitacién 400-500 nm y una emision de 515 LP). Las imagenes
fueron capturadas por separado utilizando filtros monocromaticos para FITC con una

camara (Evolucién ™Mp Color) acoplada al sistema de microscopia, la cuantificacién de la
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luz de fluorescencia fueron cuantificadas con la ayudad del software QUANTIPORO

(Imagel). Las unidades se expresaron en unidades arbitrarias de fluorescencia.
El andlisis estadistico para la cuantificacién de luz de fluorescencia se realizé con la ayuda

del software QUANTIPORO personalizado (IMAGEJ) y se realizd una prueba anova para

verificar resultados. Las unidades se expresaron en unidades arbitrarias de fluorescencia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Numero total y calidad ovocitaria

El nimero total y calidad de ovocitos obtenidos de ratones hembra de la cepa CD-1
alimentadas con CLA se presentan en el cuadro 1. Se observa un incremento del 25%
(P<0.05) de ovocitos recuperados a favor del grupo alimentado con CLA en comparacion al
grupo control. En cuanto a la calidad ovocitaria el grupo alimentado con CLA presenta un
63% de ovocitos de excelente y buena calidad contra un 37% del grupo control. En cuanto
a ovocitos de regular y mala calidad el grupo control presenta un mayor porcentaje (63%)

en comparacion con el grupo tratado (37%).

El nimero de ovocitos recuperados presenta un efecto favorable de la suplementacién de
CLA sobre esta variable. No obstante, los resultados que soporten esta evidencia en
modelos murinos son escasos; sin embargo, existen diversos reportes del efecto de uso de
los acidos grasos poliinsaturados sobre el desarrollo folicular, aumento del niumero de
foliculos y ovocitos (Zeron et al., 2002, Meza et al., 2014) y calidad (Kim et al., 2000; McEvoy

et al, 2012; Meza et al., 2013) en algunas especies de rumiantes (Ovinos y Bovinos).

Los resultados en el presente estudio muestran un efecto favorable del CLA sobre la calidad
ovocitaria, se ha reportado que los componentes de la dieta tienen influencia sobre el
desarrollo folicular y la composicién del Liquido folicular (LF), ya que estos una vez que son
metabolizados por el sistema digestivo son integrados al torrente sanguineo y
transportados al LF (Jenkins, 2004; Aardema, 2014) e impactando la calidad ovocitaria

(Meza et al., 2014).
El ovocito tiene la capacidad de seleccionar ciertos AG y activar determinadas rutas
metabdlicas que influyen en la maduracion y desarrollo de las competencias necesarias para

su fertilizacién (Kim., et al. 2001), ya que estos pueden mediar e influenciar el nivel de
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expansion de células del cimulus y tiempo de reanudacién de la maduracién nuclear en los

ovocitos, aspectos criticos para el desarrollo después de la fecundacion (Marei et al., 2010).

El LF también contiene acidos grasos libres (Jungheim et al., 2011), con los cuales las células
del cumulus tienen contacto directo, siendo la Unica barrera existente entre el fluido
folicular y el ovocito. La expresidn del acido graso translocasa CD36 en este tipo celular
indica que son capaces de incorporar los AG en su interior proveniente de su alrededor

(Aardema et al., 2013).

Aardema et al., en 2013 informan que la presencia de acido linoleico es inofensiva en altas
concentraciones y puede compensar los efectos lipotéxicos de los acidos grasos saturados

mejorando la competencia de los ovocitos.

Sin embargo, una acumulacién excesiva de 4cidos grasos provoca hiperlipidemia
reduciendo su desarrollo a estadios embrionarios avanzados (Leroy et al., 2010) debido a
qgue aumentan su vulnerabilidad al estrés oxidativo. Durante su crecimiento y maduracion,
el metabolismo energético se acelera e incrementa la presencia de especies reactivas al

oxigeno (Valco et al., 2007).

En este sentido, la presencia de CLA (cis-9, trans-11 y trans-10, covacitariais-12) en liquido
folicular pudiera poseer una capacidad atrapante de radicales libres (Dinara et al., 2000;
Banni et al., 1998; Yu., 2001) inhibiendo su efecto y favoreciendo la calidad ovocitaria in

vivo (Meza et al., 2013, 2014).
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Tabla 1. Numero total y calidad ovocitaria de ratonas de la cepa CD-1 alimentada con CLA.

Calidad
Tratamiento Excelente Buena Regular Malo Total
TCLA 34bA 49°A 3007 17 130*
TCON 2208 148 21b8 40°A 978

a,b,c: literales entre hileras presentan diferencias significativas entre calidad, ABC: literales
entre columnas representan diferencia significativa entre tratamientos. TCLA: Tratamiento

con CLA, TCON: Tratamiento Control.

7.2. Cuantificacion de lipidos

El resultado de la intensidad de fluorescencia del grupo control y tratado con CLA se
muestra en la figura 3. Los ovocitos de ratonas que consumieron CLA presentan menos
gotas lipidicas expresadas (figura 4) en unidades de florescencia (145.8 + 17.8) emitida en

comparacion grupo control (246 + 13.1).

En el cuadro 2, se presentan las unidades de fluorescencia emitida por los ovocitos en
cuanto a su calidad, se observa que conforme la calidad ovocitaria decrece los lipidos

presentes en el ovocito son menores (P< 0.05). Sin embargo, al comparar la cantidad de
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lipidos presentes en la calidad ovocitaria por tratamiento, los ovocitos del grupo TCON

presentan mayor (P< 0.05) cantidad de lipidos.

Estos resultados concuerdan a los datos reportados por Lapa et al, 2011., quienes
demuestran que la suplementacidn de CLA reduce la acumulacidn excesiva de lipidos en el
ovocito bajo condiciones in vitro, dando lugar a un incremento del 60.7 % en ovocitos de
excelente calidad, mejorando su resistencia y tolerancia a la manipulacién, aumentado sus
probabilidades del ovocito para convertirse en embriones de mejor calidad y disminuyendo

la deposicién citoplasmatica de lipidos en el ovocito (Pereira et al., 2007).

Ademas el acido linoleico conjugado tiene un efecto positivo en el desarrollo folicular,
dando lugar al aumento del numero de foliculos y ovocitos en el ovario Zeron et al., 2002;

Meza et al., 2014.

Los lipidos intracelulares en los ovocitos se almacenan principalmente en gotas lipidicas (GL)
gue proporcionan energia, a través de la B-oxidacion (Paczkowski et al., 2013), para un
crecimiento y desarrollo adecuado, son moléculas que actian en los procesos de
sefializacion implicados en los mecanismos de regulacidon del proceso de maduracion y

competencia del ovocito (Prates et al., 2014).

A nivel celular, son incorporados en la membrana celular en forma de GL, las cuales son
sintetizadas en el citoplasma, se originan de los 4cidos grasos extracelulares (provenientes

de la circulacion sanguinea) o de los sintetizados “de novo” (Aardema, 2014).

Las GL son orgdnulos presentes en casi todas las células, el tamafio y nimero varia entre
tipos celulares y dentro de un mismo tipo, dependiendo del estado de activacién de las
células (Bozzo et al.,1996 ) o como resultado de una especializacién celular, lo que
probablemente constituye un mecanismo para reducir la lipotoxicidad (Welte, 2015), la alta

proporcién de GL se han asociado con efectos deletéreos en diferentes procesos del
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desarrollo embrionario y la baja criotolerancia, (Sanchez., et al., 2014). Por lo que diferentes
estrategias se han evaluado para disminuir las gotas lipidicas en ovocitos y embriones

(Ghanem et al., 2014).
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Figura 2. Efecto del CLA en la acumulacion de gotas lipidicas. Unidades arbitrarias de fluorescencia en ovocitos de ratonas de la cepa
CD-1 alimentadas con CLA. (*) indica diferencia significativa (P< 0.05).
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Tabla 2. Unidades arbitrarias de fluorescencia de ovocitos de ratonas de la cepa CD-1 alimentadas con CLA en las distintas calidades
de ovocitos.

Calidad
Tratamiento Excelente Buena Regular Mala
TCLA 197.20 + 17.9438 158.00 + 20.438 122.50 + 15.09¢® 105.50 + 17.92¢®
TCON 348.20 +19.173 277.80 + 10.75PA 182.10 + 18.07A 178.90 + 14.84

a,b,c: literales entre hileras presentan diferencias significativas entre calidad, ABC: literales entre columnas representan diferencia

significativa entre tratamientos. TCLA: Tratamiento con CLA, TCON: Tratamiento Control.
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Figura 3. Contenido de lipidos en ovocitos obtenidos de ratonas de la cepa CD-1
alimentadas con CLA. (A). ovocito del grupo control, (B) Ovocito del grupo tratado.
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8. Conclusion

La adicion de dacido linoleico conjugado en la dieta de ratones hembra de la cepa CD-1
favorece el nimero y calidad de ovocitos recuperados, y disminuye la acumulacién de gotas

lipidicas en la membrana plasmatica de los mismos.
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