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EXPRESION DEL GEN SCD Y SU RELACION CON EL PERFIL DE ACIDOS
GRASOS EN LA CANAL DE CORDEROS SUPLEMENTADOS CON
Saccharomyces cerevisiae Y LINAZA

Francisca cervantes Arista, M.C
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

El tipo de grasa depositada en la carne se relaciona con la actividad enzimatica y el
nivel de expresion del gen SCD, el cual codifica para la enzima estearoil-CoA
desaturasa (SCD) relacionada con el incremento de acidos grasos monoinsaturados
y acido ruménico en la carne de corderos. El objetivo del estudio fue determinar la
relacion entre la composicion de acidos grasos depositados en la canal de corderos
y la expresion del gen SCD al suplementar con Saccharomyces cerevisiae (Sc) y
linaza (Lin) en una dieta concentrada. Se utilizaron 40 corderos de la raza
Hampshire (24.816+1.286 kg PV) distribuidos en cuatro tratamientos (T): T1 = 80 %
de alimento balanceado (AB) y 20 % de alfalfa acicalada (AAch), T2 = 75 % de AB,
20 % de AAchy 5 % de Lin, T3=T1+5ganimal 1d?Scy T4=T2 + 5 g animal*
d?! Sc. El disefio fue completamente al azar con diez repeticiones por tratamiento.
La combinacion de Lin y Sc disminuy6 (P<0.05) el peso final, ganancia diaria de
peso y aument6 la conversion alimenticia. La suplementacién con Sc solo o en
combinacion con Lin redujo (P<0.05) los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), sin tener efecto (P>0.05) sobre colesterol total (CT), triglicéridos (TG) vy
lipoproteinas de baja densidad (LDL). La inclusion de Lin y Sc incremento (P<0.05)
el area del musculo L. dorsi (P<0.05), sin afectar (P>0.05) el espesor de grasa, peso
de la canal caliente, rendimiento de canal, pH a 0 y 24 h, ni el color y capacidad de
retencién de agua. El uso de Lin y Sc increment6 (P<0.05) la concentracion de acido
caprico y miristico y Sc aumenté (P<0.05) el acido palmitoleico; Lin incrementd los
niveles de linolelaidico y linolenico en el musculo L. dorsi, y linolénico en tejido
adiposo. La expresion de la proteina SCD no fue afectada (P>0.05) por la adicion
de Lin o Sc en una dieta concentrada para corderos.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, linaza, estearoil-CoA desaturasa,

corderos, acidos grasos.



SCD GENE EXPRESSION AND ITS RELATIONSHIP WITH THE PROFILE OF
FATTY ACIDS IN CARCASS OF LAMBS SUPPLEMENTED WITH
Saccharomyces cerevisiae AND LINSEED

Francisca Cervantes Arista, M.C
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Fat kind that is deposited on meat is related to the enzymatic activity and the level
of SCD gene expression, which encodes for the stearoyl-CoA desaturase enzyme
(SCD) that is related to the increase of monounsaturated fatty acids and ruminic acid
in lamb meat. The objective of the study was to determine the relationship between
the composition of fatty acids deposited on carcass of lambs and the expression of
the gene SCD when Saccharomyces cerevisiae (Sc) and linseed (Lin) are used as
supplement. Forty Hampshire breed lambs (24.816 = 1.286 kg BW) were used
distributed in four treatments (T); T1= 80 % concentrate (C) and 20 % Lucerne hay
(LH), T2=75 %C, 20 % LH and 5 % Lin, T3=T1 + 5 g animalt d! Sc and T4=T2 +
5 g animal® d! Sc. A completely random design was used with ten repetitions per
treatment. The combination of Lin and Sc reduced (P <0.05) the final weight, daily
weight gain and feed conversion increases. Supplementation with Sc alone or in
combination with Lin reduced (P <0.05) high-density lipoprotein (HDL) levels, without
effect on total cholesterol (CT), triglycerides (TG) and low-density lipoprotein (LDL).
The inclusion of Lin and Sc increases Longissimus dorsi muscle area (P <0.05)
without affecting (P> 0.05) fat thickness, hot carcass weight, channel yield, pH at 0
and 24 h, color and water holding capacity. The use of Lin and Sc (P <0.05) increase
the concentration of capric and myristic, Sc increase palmitoleic and Lin improve the
linolelaidic and linolenic fatty acids on L. dorsi and, linolenic in subcutaneous adipose
tissue. The expression of the SCD protein was not affected (P> 0.05) by the addition
of Lin or Sc in a concentrate diet for lambs.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, linseed, stearoyl-CoA desaturase, lambs,
fatty acid.
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.  INTRODUCCION

La carne es fuente importante de proteina, vitaminas y minerales, ademas de
nutrientes considerados con efectos positivos en la salud humana (Xiangyang et al.,
2015). Aspectos como la terneza, sabor, jugosidad y el color se encuentran
relacionados con su calidad, asi como también el perfil de acidos grasos (Urrutia et al.,
20015; Aali et al., 2016). Sin embargo, para proteger la salud del consumidor es de
interés la cantidad y tipo de acidos grasos contenidos en la carne incluida en la dieta
por su relacion con enfermedades cardiovasculares (Corazzin et al., 2013; Avilés et
al., 2016).

La composicién quimica de la grasa esta determinada por factores extrinsecos
e intrinsecos. La dieta, el peso al sacrificio, grado de engrasamiento, lugar de depdsito,
raza y el sistema de produccidn son factores que intervienen en el perfil de acidos
grasos (Dervishi et al., 210; Horcada et al., 2012; Bin-liu et al., 2015). Las variantes
genéticas del animal también contribuyen en la composicién de la grasa (Avilés et al.,

2016).

Disciplinas dmicas como la transcriptomica, protedmica y metaboldmica y la
interaccidn gen-proteina-metabolito son estudiados por la nutrigenémica, la cual busca
acceder y entender la respuesta de la interaccion gen/nutriente mediante el uso de
herramientas moleculares (Sales et al., 2014; Pavlidis et al., 2015). El tipo de grasa en
la dieta afecta la expresion de genes que codifican para enzimas relacionados con el
metabolismo de lipidos tales como la acido graso desaturasa (FADS), acetil-coenzima
A carboxilasa (ACC), estearoil-CoA desaturasa (SCD) y carnitina palmitoiltransferasa
1 (CPT1) (Benitez et al., 2015; Alvarenga et al., 2016).

1



Se ha reportado la asociacion entre el gen SCD vy el perfil de acidos grasos en
los diferentes depdsitos de grasa. SCD codifica para estearoil-CoA desaturasa, enzima
responsable de la conversion de acidos grasos saturados (AGS) a monoinsaturados
(AGMS), ademas de estar involucrada en la desaturacion de acido trans-vaccenico,

isomero de &cido linoleico conjugado (CLA) (Avilés et al., 2016).

Por lo anterior, se evallan estrategias de alimentacion animal utilizando
ingredientes con altos niveles de n-3 &cidos grasos poliinsaturados (AGP) para
incrementar su contenido en la carne (Berthelot et al., 2010; Dervishi et al., 2011;

Urrutia et al., 2015).



.  OBJETIVO

Determinar la relacidon entre la composicion de acidos grasos depositados en la canal
de corderos y la expresion del gen Esteroil-CoA desaturasa (SCD) con la

suplementacién de Saccharomyces cerevisiae y linaza.

. HIPOTESIS

La suplementacion con Saccharomyces cerevisiae y linaza a corderos influye en la
expresion del gen SCD y la actividad de la enzima Esteroil-CoA desaturasa,

modificando la deposicion de los acidos grasos en la canal.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1.Acidos grasos y su importancia en la salud

La grasa animal es una parte importante de la dieta humana. Las propiedades
quimicas, fisicas y nutricionales de las grasas dependen de los tipos de acidos grasos
presentes en los triglicéridos que son de cuatro tipos: saturados, cis-monoinsaturados,
cis-poliinsaturados y trans (Talbot, 2016). La proporcion de acidos grasos saturados y
monoinsaturados se ha relacionado con la manifestacion de enfermedades
cardiovasculares, diabetes, obesidad, enfermedades autoinmunes y cancer (Aali et al.,
2016). La carne de bovino y ovino se caracterizan por su alto contenido de grasa y
concentracion de acidos grasos insaturados (Aali et al., 2016; Wood, 2017) en musculo
(Longissimus dorsi) se estima un contenido de 3,835 y 4, 934 mg 100 g7,
respectivamente (Wood, 2017). Resultados de un meta analisis relacionado con los
efectos del consumo de grasa sobre los niveles de colesterol en sangre, encontraron
que al reemplazar en la dieta el 1 % de carbohidratos por &cidos grasos trans se
incrementan los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y disminuyen
lipoproteinas de alta densidad (HDL) de manera contraria ocurre cuando se sustituye
por acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados los niveles de LDL disminuye y
se incrementa los de HDL (Mensink et al., 2003; Talbot, 2016). Ramsden et al. (2013)
concluyen que al sustituir el &cido linoleico por acidos grasos saturados en la dieta se
incrementa la tasa de mortalidad por aumento en las causas de enfermedades

coronarias y enfermedades cardiovasculares.



4.2.Composicion de acidos grasos en la carne

En los ultimos afios ha aumentado el interés sobre la composicion de los acidos
grasos de la carne por su relacion con la incidencia de algunas enfermedades y los
factores que inciden para que ese perfil pueda ser modificado mediante el manejo
nutricional de los animales destinados para consumo humano y producir carne de alto
valor nutricional, con propiedades funcionales relacionadas con la composicion de los

acidos grasos y mayor calidad (Wood, 2017).

Los &cidos grasos en la carne son localizados en tejido adiposo, en los depdsitos
de grasa o marmoleo y en las membranas del musculo. En tejido adiposo se
encuentran como como triglicéridos (tres acidos grasos unidos a una molécula de
glicerol) y en las membranas se encuentran como fosfolipidos (dos &cidos grasos
unidos a una molécula de glicerol y un grupo fosfato). Los tipos de acidos grasos
contenidos son: acidos grasos saturados (AGS) sin dobles enlaces, monoinsaturados
(AGMI) con un doble enlace y poliinsaturados (AGPI) con mas de un doble enlace
(Mapiye et al., 2012; Jaturasitha et al., 2016; Wood, 2017). Los acidos grasos no
saturados son clasificados de acuerdo con el lugar donde sea insertado el primer doble
enlace de la cadena carbonada tomando en cuenta el extremo del grupo metilo (n-3,
n-6, n-9). Cuando los dobles enlaces se encuentran en una misma direccién son de
configuracion cis y cuando se encuentran en diferentes direcciones son de
configuracion trans, este tipo de configuracion se lleva a cabo en rumiantes por el
proceso de biohidrogenacion lo cual también da origen a acidos grasos con dobles
enlaces del tipo cis y trans del tipo conjugado dentro de los cuales se encuentra el
acido linoleico conjugado (CLA). El isobmero C18:2 cis-9, trans 11 representa el 80 %
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del total de los isdmeros de CLA y es producido en el rumen por la descompaosicion
del &cido linoleico y en tejido adiposo se sintetiza el C18:1 trans-11 (acido cis
vaccénico), este tipo de acidos grasos son de importancia por su efecto benéfico sobre

la salud del consumidor (Dilzer y Park, 2012; Scollan et al., 2014; Wood, 2017).

4.3.Tipo y proporciéon de acidos grasos en la carne de cordero

Los &cidos grasos se encuentran involucrados en varios aspectos de calidad de la
carne, su composicion tiene un importante efecto sobre la firmeza, terneza, suavidad

y color (Yousefi et al., 2012; Aali et al., 2016).

Los lipidos de la carne se componen principalmente de triglicéridos y fosfolipidos,
que contienen &cidos grasos saturados, acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y
acidos grasos pilinsaturados (AGPI) (Jaturashita et al.,, 2016). Los lipidos de
almacenamiento (triglicéridos) estan constituidos en su mayoria por acidos grasos
insaturados, mientras que los fosfolipidos estan formados principalmente por AGPI
también considerados lipidos funcionales ademas de formar parte de las membranas

celulares (Mapiye et al., 2012).

Los AGPI principales son el linoleico (C18:2) y linolenico (C18:3) que se consideran
esenciales dado que no se pueden sintetizar en el cuerpo y deben ser suministrados
en la dieta del animal, otro AGPI importante es el &cido ruménico (C20:4 n-6), asi como
también el &cido oleico (C18:1) no considerado esencial, pero si benéfico (Jaturashita

et al., 2016).



El C20:4 n-6 representa el 90 % de los isdbmeros del acido linoleico conjugado
(CLA), la carne de rumiante tiene concentraciones relativamente altas de CLA
originado de los productos intermediarios de la biohidrogenacion de los AGPI los

cuales pueden alcanzar hasta 15 % de los lipidos totales (Schmid et al., 2006).

4.4.Factores que influyen en la cantidad y calidad de acidos grasos en la

carne de cordero

El valor nutricional y el sabor de la carne esta asociado con la cantidad y
composicién del tejido adiposo (Urrutia et al., 20015; Xiangyang, 2015), en bovinos y
ovinos se caracteriza por su alto contenido de acidos grasos insaturados, acidos
grasos saturados como palmitico y miristico. La calidad de la canal puede ser afectada
por diversos factores de tipo nutricional, relacionados a la fisiologia del animal y
ambientales (no nutricionales) (Martinez et al., 2005; Alvarez et al., 2008; Tejeda et al.,

2008: Aali et al., 2016).

4.4.1. No nutricionales

La deposicion de grasa esta relacionada con patrones genéticos ademas de la
relacion existente entre el metabolismo de los triglicéridos (absorcion, sintesis y

degradacion) (Hocquette et al., 2010).

Gecgel et al. (2015) tras evaluar el perfil de acidos grasos en la carne de
corderos de las razas Bandirma (cruzas), Karacabey Merino Multiplier y Karacabey
Merino nucleus no encontraron diferencia, sus resultados concuerdan con el estudio
realizado por Villalobos et al. (2014). El peso al sacrifico influye sobre la composicion
de los acidos grasos (AG) intramuscular, principalmente sobre los AG tridecanoico
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(C13:0), miristico (C14:0), pentadecanoico (C15:0) y linolénico (C18:3, n6) que
reducen su concentracion conforme el peso al sacrificio incrementa mientras que el
C18:3-n6 aumenta cuando el cordero llega a un peso al sacrificio de 35 kg. Bin-liu et
al. (2015) observaron que el cambio en la composicion de los AG no genera

modificaciones en las caracteristicas organolépticas y quimicas de la carne.

4.4.2. Nutricionales

Los componentes de la dieta ademas de tener un efecto en los parametros
productivos, también se ve reflejado sobre caracteristicas y composicion de la carne
(Oliveira et al., 2017). El color, la oxidacion de lipidos, la deposicion de grasa y el perfil
de acidos grasos, son caracteristicas que son influenciadas por la dieta (Luciano et al.,
2012; Tansawat et al., 2013), la suplementacién con fuentes ricas en &cidos grasos n-
3 modifica la deposicioén y el tipo de acidos grasos presentes en la carne (Diaz et al.,
2017). Una elevada concentracion de AGPI en la dieta puede tener un efecto inhibitorio
en el proceso de biohidrogenacion lo que daré origen a una disminucion del flujo de

acido graso estearico que es precursor de AGMI (Bichi et al., 2013).

Burin et al. (2016) evaluaron el efecto del sistema de alimentacion (pastoreo,
pastoreo + suplementacion y en confinamiento con una dieta alta en grano) sobre el
comportamiento productivo, caracteristicas de la canal y calidad de la carne. Con
respecto al comportamiento productivo reportan diferencias entre los sistemas de
alimentacion y sin efecto sobre las caracteristicas de la canal. En relacion con la

deposicion de grasa en musculo hubo menor cantidad de grasa intramuscular en los



animales bajo sistema de pastoreo ademas de una mayor concentracion de acido

linolénico, acido linoleico conjugado (CLA) y acido oleico (n-3).

Becerros alimentados con forraje redujeron la proporcion de acidos grasos de
cadena media comparado con los becerros alimentados con concentrado (Jaturasitha

et al., 2016).

4.4.3. Inclusion de fuentes ricas en AGPI

El consumo de &cidos grasos (n-3 y n-6) ha disminuido por diversos factores
como las practicas de produccién agricola, los diferentes sistemas de produccion y
procesos tecnoldgicos, aunado a la busqueda de un mayor beneficio econémico para
los productores, dejando de lado la calidad y propiedades del producto que se le ofrece
al consumidor (Avilés et al., 2016; Jaborek et al., 2017). Sin embargo, el incremento
en la demanda de productos de origen animal debido al crecimiento poblacional, ha
generado la busqueda de alternativas de alimentacion para abastecer dicha demanda,
ademas de orientar la produccién hacia la generacién de productos con efectos
benéficos sobre la salud del consumidor (Dervishi et al., 2011). En funcion de lo
anterior, se ha integrado en la dieta de rumiantes ingredientes que aporten parte de la
energia requerida por el animal y nutrientes que permitan producir carne con
propiedades funcionales entre ellos se encuentra linaza, chia, aceite de pescado,
microalga, levaduras (Sc) y forrajes (Dervishi et al., 2011; Urrutia et al., 2015;
Alvarenga et al., 2016; Diaz et al., 2017). La carne proveniente de rumiantes
alimentados con fuentes de forraje es considerada con un mayor valor nutricional por
su alto contenido de AGPI, en especial C18:2 - c9t11y C18:1 t11 (Oliveira et al., 2017).

Hopkins et al. (2014) y Ponnampalam et al. (2014) coinciden que para mantener
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niveles constantes de acidos grasos AGPI en la carne es necesario la inclusion de
ingredientes ricos en este tipo de acidos grasos, ambos observaron que al incluir alga
en la dieta de corderos incrementd la proporcibn de los acidos grasos

eicosapentaenoico (EPA) y docosapentaenoico (DHA).

4.5.Metabolismo de acidos grasos en rumiantes

El estudio de factores que interfieren en el metabolismo de los &cidos grasos en
rumen es de suma importancia ya que tiene influencia sobre los &cidos grasos
poliinsaturados presentes en la carne de rumiantes para el consumo humano y su

variacion esta relacionada con la dieta de los animales (Buccioni et al., 2012).

La modificacion del perfil de acidos grasos en rumiantes es de mayor complejidad
que en no rumiantes dado que el 90 % de los acidos grasos insaturados que contiene
la dieta derivan en acidos grasos saturados durante los procesos metabdlicos en el

rumen (Cividini et al., 2014).

Los lipidos presentes en la dieta de los rumiantes pasan por dos procesos de
transformacién en el rumen. El primero consiste en la hidrélisis por medio de lipasas
microbianas. Posterior a la hidrdlisis hay una biohidrogenacion de los acidos grasos
insaturados por las bacterias ruminales. Durante el proceso de lipdlisis se liberan
acidos grasos y glicerol, mientras que durante el proceso de biohidrogenacion se lleva
a cabo la reduccion de enlaces dobles de los acidos grasos insaturados, ya sea los
liberados del proceso de lipolisis 0 los que se encuentran presentes en la dieta,

(Martinez et al., 2010).
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Durante el proceso de fermentacion, los acidos grasos insaturados presentes en la
dieta son neutralizados, con el objetivo de no afectar la microbiota presente en rumen.
Posteriormente, tras el proceso de biohidrogenacion son transformados a acidos
grasos saturados (acido estearico), durante este proceso se pueden transformar en

acidos grasos trans y acidos grasos conjugados (Reinhardt y Faris, 2014).

Se han identificado 32 especies de bacterias capaces de transformar 4cidos grasos
poliinsaturados (AGPI) a &cidos grasos saturados (SFA) por el proceso de
biohidrogenacion; por ejemplo, C18:1 a C18:0, cis-9 C18:1 y trans-11 C18:1 a 10-OH-

C18:0 (Kim et al., 2008; Moon et al., 2008; Mckain et al., 2010).

La biohidrogenacién es un mecanismo de defensa de los microorganismos del
rumen ante los efectos toxicos de los acidos grasos insaturados presentes en la dieta

(linoleico, oleico, linolenico, principalmente) (Buccioni et al., 2012).

Posterior a los dos procesos anteriormente descritos, los acidos grasos sintetizados
o ingeridos tienen dos destinos, su incorporacion a triacilgliceroles como reserva de
energia o la incorporacion en los fosfolipidos de las membranas celulares (Camargo
et al., 2008). Los AG son absorbidos en proporciones diferentes a lo largo del intestino
delgado (yeyuno): del 15 al 25 % son absorbidos en la parte alta y el 55 a 65 % en la
parte baja del yeyuno (Bauchart, 1993). Su transporte a circulacion sanguinea es a
través de la formacion de quilomicrones y lipoproteinas de baja densidad y liberados
a través de la enzima lipoproteinlipasa para incorporarse en tejido subcutaneo y

muscular (Martinez et al., 2010).
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4.6.Enzimas asociadas al metabolismo de acidos grasos

Los cambios en la deposicion de grasa son mediados por enzimas especificas
importantes en la variacion de las células y acidos grasos presentes en tejido adiposo

(Mendizabal et al., 2007).

Dentro de las enzimas de importancia en el metabolismo lipidico se encuentran la
acetil-CoA sintasa que participa en la sintesis de acidos grasos de novo, Acetil-
coenzima A carboxilasa enzima involucrada en la biosintesis de acidos grasos de
cadena larga, ademas de catalizar la reaccion en la cual Acetil-CoA pasa a Malonil
CoA, este ultimo es sustrato para la sintesis de acido palmitico (Smith et al., 2003;
Urrutia et al., 2015), acido graso sintasa enzima que cataliza la sintesis de palmitato
de Acetil-CoA a Malonil-CoA en presencia de NADH (Camargo et al., 2008),
lipoproteinalipasa enzima relacionada con la rapidez con la cual se lleva a cabo la
hidrolisis de los triglicéridos y su proporcién en tejido adiposo y muscular, ademas de
ser importante en la diferenciacion y maduracion de los adipocitos (Dervishi et al.,
2011), Estearoil-CoA desaturasa enzima relacionada con la desaturacion de los acidos
grasos y la enzima encargada de transformar Palmitoil-CoA y estearoil-CoA a
Palmitoleoil y oleoil- CoA, ademas participar en la sintesis de &cido linoleico conjugado
(CLA) (Griinari et al., 2000; Mc Donald et al., 2006). Sin embargo, la actividad de cada
una de las enzimas descritas: Acetil-CoA carboxilasa, éacido gran sintasa,
lipoproteinlipasa y estearoil-CoA se encuentra en funcion del nivel de expresion de los
genes que codifica para estas enzimas clave en el metabolismo lipidico (Carcangiu et

al., 2013; Sanz et al., 2015; Urrutia et al., 2015).
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4.6.1. Estearoil-CoA desaturasa (SCD)

SCD se localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) en el cual los componentes
proteinicos estan en constante renovacion y el periodo de vida media de una proteina
en el RE en promedio es de dos dias. SCD es de rapida degradacion y su vida media
en higado es de 3 a 5 horas. Su degradacion y sintesis es de suma importancia dado
qgue participa en el mantenimiento de la proporcion de acidos grasos saturados a

insaturados (Hodson y Fielding, 2013).

Esta enzima participa en la sintesis de &cidos grasos monoinsaturados (AGMI), se
expresa altamente en tejido adiposo, higado y glandula mamaria (Sadeghi et al., 2015),
ademas es la enzima responsable de la produccion del 80 % de isbmeros de acido

linoleico conjugado (CLA, cis 9, trans 11 C18:2) (Corl et al., 2001).

La enzima estearoil-CoA desaturasa cataliza la desaturacion de los acidos grasos
mediante una reaccion oxidativa donde se introduce el primer enlace doble en la
posicion A9 (entre los carbonos 9 y 10). Para este proceso es necesario el aporte de
electrones, que son dados por NAD (P) H, por medio de NADH-citocromo b5 reductasa

a b5 citocromo y terminar con A9 desaturasa (James, 1995).

4.7.Relacion de la expresion génica con enzimas asociadas al metabolismo

de 4cidos grasos

Se han realizado estudios donde se asocia la expresion de genes importantes para
el metabolismo de &cidos grasos, asociados a la sintesis de enzimas que participan
en su metabolismo (Alvarenga et al., 2016). Algunas de las enzimas consideradas
importantes son: acido graso desaturasa (FADS), acetil-CoA carboxilasa (ACC),
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estearoil-CoA desaturasa (SCD), carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1), entre

algunas otras (Alvarenga et al., 2015).

Dentro de los genes que participan en el metabolismo de los &cidos grasos y
deposicion de estos en el musculo se encuentra el gen, lipoproteinlipasa (LPL), acido
graso saturasa (FANS), Leptina (LEP), acetil-CoA carboxilasa (ACACA), carnitina
palmitoiltransferasa 1 (AMPK-cinasa), SCD y algunos factores de transcripcion
(Bakhtiarizadeh et al., 20013; Carcangiu et al., 2013; Alvarenga et al., 2015; Urrutia et

al., 2015).

En rumiantes la composicion de los acidos grasos puede verse afectada por
diversos factores, raza, sexo, dieta y factores genéticos (Yousefi et al., 2012). En este
las investigaciones en genética molecular se han enfocado en la identificacion de
genes asociados con la deposicion de grasa y la composicion de los acidos grasos
(Aali et al., 2016). La enzima estearoil-CoA-desaturasa (SCD) juega un papel clave en
la regulacibn en dichos procesos, cataliza la biosintesis de acidos grasos
monoinsatutados (AGMI) a partir de los acidos grasos saturados (Aali et al., 2016: Igal,

2016).

Se ha asociado el gen SCD con el incremento de acido linoleico conjugado (CLA)
en leche de animales suplementados con aceite de cartamo y aceite de linaza (Li et

al., 2012).

4.8.Gen SCD y su relacién con la composicion de acidos grasos

En diferentes especies de animales se han encontrado diferentes isoformas del

gen; en la familia de roedores se reportan cuatro isoformas de SCD, SCD1y SCD2 en
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ratas, SCD1, SCD2 y SCD3, en hamsters y en ratones SCD1. En humanos dos SCD
1y SCD 5, el primero altamente expresado en tejido adiposo y el segundo en cerebro
y pancreas (Lengi et al., 2008), la isoforma SCD5 ha sido reportada en bovinos (Lengi

et al., 2007).

En ovinos el gen SCD es un candidato posicional y funcional para rasgos
cuantitativos (QTL) y se detecta en el cromosoma 22 para el CLA (Miari et al., 2007;

Carta et al., 2008).

El gen SCD codifica para la enzima Stearoil-CoA desaturasa; en rumiantes un
cambio en la codificacion o regulacion en su secuencia puede generar alteraciones en
la actividad enzimatica, dando como resultado variacion en el perfil de acidos grasos

contenidos en leche y carne (Garcia et al., 2009).

La proteina-1c (SREBP-1c) es importante en la regulacion de la transcripcion del
gen SCD y es altamente sensible a esteroles los cuales intervienen con la maduracién
de la proteina SREBP-1c. Se encuentra en la membrana de RE de varios tejidos y
participa principalmente en la transcripcidén de genes relacionados con el metabolismo

de &cidos grasos (Hodson y Fieding, 2013).

4.9.Influencia de los nutrientes en la expresién de genes

El Proyecto del Genoma Humano (HGP) concluye que los nutrientes contenidos
en la dieta de los individuos tienen un impacto sobre su salud (Sales et al., 2014). Con
base en dicha conclusion se generan postulados en los cuales se busca conocer si la
expresion de genes esta en funcion del proceso metabdlico, con el genotipo del

individuo, el medio ambiente y el nutriente, o bien, entender el proceso de interaccion
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gen/nutriente (Cozzolino et al., 2013). Para estudiar la interaccion gen / nutriente se
dio origen a la nutrigendmica que se enfoca en el efecto de los nutrientes sobre el

genoma, proteoma y metaboloma (Sales et al., 2014).

La nutrigendmica podria representar una herramienta de gran utilidad para
diferentes areas relacionadas con el cuidado de la salud humana, dado que representa
la posibilidad de prevenir enfermedades relacionadas con nutrientes de la dieta y
generar estrategias nutricionales que permitan obtener alimentos o nutrientes que

tengan un efecto benéfico sobre la salud humana (Pavlidis et al., 2015).

En ese contexto los acidos grasos linoleico y linolénico son esenciales y se
deben suministrar en la dieta de los animales, sin embargo, en rumiantes por el
proceso de biohidrogenacion el 25 % de estos acidos grasos pasan a duodeno como
C18:1 iso trans y se estima que el 59.9 % es transformado a &cido estearico (C18:0)
(Hodson y Fielding, 2013; Bessa et al., 2015). El acido estearico es el sustrato
principal del gen SCD en conjunto con el &cido palmitico (Hodson y Fielding, 2013).
Por tanto, la cantidad y el tipo de lipidos incluidos en la dieta de los animales (aceites
o semillas oleaginosas) podrian afectar la acumulaciéon de C18:1y C18:0 (Bessa et al.,
2015) y representan una alternativa para mejorar la acumulaciéon de cacidos grasos
esenciales en la carne de rumiantes (Dervishi et al., 2011; Gloria et al., 2014; Urrutia

et al., 2015).
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49.1. Linaza

La semilla de linaza es rica en AGPI (C18:3) y se ha demostrado que tiene
influencia en la sintesis de acidos grasos de novo y monoinsaturados (Corrazzin et al.,

2013; Urrutia et al., 2015).

La suplementacion con linaza tiene un efecto en la composicion de &cidos
grasos, se ha observado un incremento en el &cido linoleico y acidos grasos de cadena
larga, ademas de influir en la expresion de algunos genes involucrados en el
metabolismo de acidos grasos (Chen et al., 2010; Herdman et al., 2010). Arana et al.
(2010), Corrazzin et al. (2013) y Urrutia et al. (2015) reportan efecto de la
suplementacion con linaza sobre la expresién del gen SCD y en ambos trabajos de

investigacion se observo un descenso en la expresion del gen.

4.9.2. Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae (Sc) se caracteriza por un perfil lipidico constituido por
75.42 a 80.25 % de acidos grasos insaturados (Palmitoleico y oleico), por lo cual
representa una fuente alterna de acidos grasos insaturados (Tronchoni et al., 2012).
Por otro lado, Sc contiene el gen delta-9 desaturasa (OLE1) y la enzima para la cual
codifica es estructuralmente similar a la de los mamiferos, homologa a citocromo b5,
por lo cual la enzima es funcional en ausencia de este (Scott y Ozols, 2003). Se han
reportado factores que interfieren en la expresion de los genes OLE1l (Sc) y SCD
(corderos), por ejemplo, se reporta que al suplementar corderos con Sc a diferentes
niveles pudiese generar la supresion del gen SCD por la presencia de los acidos

grasos de la levadura (Cortés et al., 2009; Gloria et al., 2014)
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1.Localizacién

El estudio se realizé en las instalaciones de la Unidad Metabdlica de la Granja
Experimental del Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Texcoco, Estado de
México, ubicado a 9° 21’ de Latitud Norte y 98° 53’'de Longitud Oeste, a una altura de
2250 msm El clima es templado subhimedo con lluvias en verano, la precipitacion
promedio anual es de 644.8 mm, y la temperatura media anual es de 15°C (Garcia,

1988).

5.2.Animales y tratamientos

El experimento tuvo una duracion de 74 dias de los cuales 14 dias correspondieron

al periodo de adaptacion.

Se utilizaron 40 corderos machos de la raza Hampshire de 24.816 + 1.286 kg PV
inicial, los cuales fueron desparasitados al inicio del experimento con Ivermectina
(Iverful F®, 1 mL 50 kg PV via subcutanea) y 28 dias después con Sulfoxido de
albendazol (Koptisin®, 1 mL 5 kg™ PV via oral) y vitaminados con ADE MAX® (2 mL
por animal via intramuscular) y Catosal® (3 mL animal® via intramuscular),
inmunizados contra Clostridium sp. y Pasteurella sp. (Barvac 10 ways®, 1 mL animal -

1) y distribuidos aleatoriamente en cuatro tratamientos.

Los tratamientos (T) experimentales evaluados fueron T1: 80 % de alimento
balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y 20 % de alfalfa achicalada, T2: 75 % de alimento
balanceado Cria Ovina 16 (Purina®), 20 % de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3:

T1 + 5 g animal ! d! Saccharomyces cerevisiae (Sc) y T4: T2 + 5 g animal * d* Sc, y
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se asignaron diez animales por tratamiento (Cuadro 1). Los animales fueron alojados
en jaulas individuales (1.7 m x 0.7 m x 1.0 m). Se ofrecio alimento a libre acceso a
razon de 5 % del peso vivo del animal, asignado en dos porciones al dia (8:00 y 15:00
h). De acuerdo con el consumo de materia seca de los corderos se determiné la
proporcion de 5% de linaza la cual se le adiciono y mezclo con el resto de los
ingredientes de la dieta previo a la alimentacién de los corderos. La levadura Sc fue

proporcionada de manera individual previo a la alimentacion.

Cuadro 1. Ingredientes, composicion quimica y perfil de acidos grasos de las

dietas experimentales

%

Ingrediente T1 T2 T3 T4
Alfalfa 20 20 20 20
Concentrado comercial 80 75 80 75
Linaza 0 5 0 5
Saccharomyces cerevisiae * *

Composicién nutricional

Materia seca 90.48 90.71 90.92 91.15
Proteina 17.41 17.4 17.54 17.53
Extracto etéreo 4.31 5.89 4.35 5.92
FDN 30.05 30.95 30.27 31.17
FDA 20.77 20.91 20.89 21.04
Cenizas 11.36 11.05 11.38 11.07
EM (cal/kg) 2980 2955 2980 2955
Composicién lipidica, %

C12:0 0.44 0.41 0.44 0.41
C14:.0 0.22 0.22 0.22 0.22
C16:0 17.79 17.32 17.80 17.32
C18:0 2.57 2.64 2.57 2.64
2C18:1 iso trans 0.42 0.42 0.42 0.42
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Ci18:1 25.26 24.68 25.28 24.69

C18:2 41.37 39.80 41.39 39.83
C18:3 10.79 13.40 10.79 13.40
C20:0 0.61 0.59 0.61 0.59
Cis-11-Eicosenoic 0.26 0.25 0.26 0.25

*Yea sacl% 5 g animal ! d!, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16
(Purina®) y 20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16
(Purina®), 20 % de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3 =T1 + 5 g animal 1d* Scy
T4=T2+5ganimal 1d? Sc.

5.3.Variables evaluadas

5.3.1. Composicion quimica de las dietas

Se recolectaron muestras representativas del alimento ofrecido a los corderos, las
cuales fueron deshidratadas en una estufa de aire forzado a 50°C por 24 horas y
procesadas en un molino Wiley (USA) con criba de 1 mm. En las muestras de alimento
se determino el contenido de materia seca (MS), proteina total (PT) y cenizas (AOAC,
2005), fibra detergente neutro (FDN) y é&cido (FDA) utilizando los protocolos de
ANKOM Technology. La determinacion de extracto etéreo en muestras del alimento se
realizd segun la metodologia descrita por Nielsen (2010). El perfil bromatoldgico y perfil

de acidos grasos realizado en las muestras se presenta en el Cuadro 1.

5.3.2. Comportamiento productivo

El consumo de materia seca del alimento (g d!) se calculé como la diferencia
entre el alimento ofrecido y el rechazado en un periodo de 24 horas por 74 dias. Para
ajustar los datos a materia seca, se recolectaron muestras de alimento y se determiné
el contenido de humedad (AOAC, 2009). El cambio de peso vivo (g d?) se determin6

mediante el pesaje de los animales al inicio del experimento y posteriormente cada 14
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dias durante cuatro periodos, antes de ofrecer el alimento por la mafiana. La ganancia
diaria de peso se estimé mediante la division del peso ganado y el nimero de dias
comprendidos en el periodo (14 dias). La conversion alimenticia se calcul6 como la
relacion entre la cantidad de alimento consumido y la ganancia de peso vivo durante

cada periodo de prueba, con la siguiente ecuacion: CA = CMS/GDP.

5.3.3. Espesor de grasa dorsal y area del masculo Longissimus dorsi

Se utilizé un equipo de ultrasonografia Sonovet 600 (Universal Medical System,
USA) con un transductor de 7.5 Mhz. La medicion se realiz6 entre la 122 y 132 costilla
a los 30 y 60 dias del periodo experimental. Los resultados de las lecturas se
obtuvieron en milimetros de grasa dorsal y milimetros cuadrados para el area del ojo

de la costilla (Delfa et al., 1995).

5.3.4. Colesterol en plasma sanguineo, lipoproteinas de baja densidad

(LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL) y triglicéridos

En el dia 57 del periodo experimental se tom6é una muestra de sangre por
puncion de la vena yugular con el fin de evaluar los niveles de metabolitos lipidicos en
plasma sanguineo. La extraccion de sangre se realizé con agujas y tubos vacutainer y
la muestra se almaceno en un contenedor con hielo, posteriormente se centrifugd a
3200 x g durante 20 min para separar el suero sanguineo, el cual fue congelado a -20

°C para su posterior analisis.
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Para la determinacion de metabolitos lipidicos se utilizaron kits de la casa
comercial SPINREACT® (Colesterol-LQ, HDL Colesterol P, Triglicéridos-LQ, LDL

Colesterol D).

5.3.4.1. Colesterol total (CT). Se tomaron 10 pL de muestra (suero) y 1 mL de solucién
R (PIPES pH 6.9, 90 mM L™, fenol 26 mM L, colesterol esterasa 1000 UL, colesterol
oxidasa 300 U L%, peroxidasa 650 U L; 4-Aminofenazona 0.4 mmol L?). Se mezclo
y se dejdé incubar durante 5 min a 37°C posteriormente se realizé la lectura de la

absorbancia en un espectrofotometro modelo CARY 1E (Varian, USA) a 505 nm.

5.3.4.2. Lipoproteinas de alta densidad (HDL). Se tomé 1 mL de muestra mas 100
UL de reactivo precipitante (acido fosfotiingstico 14 mM L™*: cloruro magnésico 2 mM
L1) se mezcld la muestra y se dejo reposar durante 10 min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugo 2 min a 10464.5 x g, se obtuvo el sobrenadante y se

sigui6 el procedimiento para CT.

5.3.4.3. Lipoproteinas de baja densidad (LDL). Se tomaron 20 uL de muestra'y 750
uL de solucién R1 (tampoén PIPES pH 7.0, 50 mM L, colesterol esterasa 2600 U L?,
colesterol oxidasa 2500 U L, catalasa 2600 KU L%, TOOS 2 mM L) se mezcl6 la
muestra y se incubo a 37°C durante 5 min. Se le adicionaron 250 pLde solucién R2
(tampon PIPES pH 7.0, 50 mM L1, 4- aminoantipirina 4 mM L, peroxidasa = 4 KU L
1), se mezclo la muestra y se incub6 durante 5 min a 37 °C y se leyo la absorbancia a
una longitud de onda de 600 nm en un espectrofotometro modelo CARY 1E (Varian,

USA).
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5.3.4.4. Triglicéridos (TG). Se tomaron 10 puL de muestra y se le adiciono 1 mL de
solucion R (GOOD pH 6.3, 50 mM L™, p-clorofenol 2 mM L™, lipoproteina lipasa 150000
U L7, glicerol quinasa 500 U L, glicerol-3-oxidasa 3500 U L™, peroxidasa 440 U L7,
4- aminofenazona 0.1 mM L%, ATP 0.1 mM L) se mezclé y se incubd durante 5 min a
37 °C y se ley0 la absorbancia a una longitud de onda de 505 nm en un
espectrofotometro modelo CARY 1E (Varian, USA, Trinder, 1969). Para la lectura se

utilizaron cubetas de paso de luz desechables de 1 mL.

5.3.5. Caracteristicas fisicoquimicas de la canal y de la carne

Al final del estudio los corderos fueron sacrificados y se obtuvo el rendimiento en
canal dividiendo el peso de la canal caliente entre el peso vivo vacio del animal,
expresado en porcentaje. La medicion de pH de la canal se realiz6 con un
potenciometro de punta para carne (Hanna, HL99163) tomando lecturas entre la 122y
132 costilla al momento del sacrificio y a las 24 h postmortem. Para determinar el color
de la carne se utilizé el sistema Hunter Lab para medir la luminosidad (L) y tonalidad
(a: rojo a verde y b: azul amarillo) con lecturas a las 24 h. La capacidad de retencién
de agua se realiz6 por medio del método de centrifugacion, para lo cual se cortaron
trozos de carne cruda (5 g) y se colocaron en tubos para centrifuga de 50 mL. A la
muestra se le adicionaron 8 mL de cloruro de sodio (NaCl 0.6 M) y se agité con una
varilla de vidrio por de 1 min. Se dejé reposar durante 30 min en bafio de hielo y en
refrigeracion a 4 °C, posteriormente se retir0 de refrigeracion y se realizé una segunda
agitacion por 1 min. Se centrifugo a 10000 x g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante

se vertié en una bureta para medir su volumen (Pérez y Ponce, 2013).
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5.3.6. Perfil de acidos grasos

El perfil de &cidos grasos en alimento, Saccharomyces cerevisiae, linaza, tejido
muscular, tejido adiposo y heces se determind con base a las técnicas descritas por
Palmquist y Jenkins (2003), Jenkins (2010) y Cesaro et al. (2013). Para determinar el
perfil de 4cidos grasos en musculo (Longissimus dorsi) y tejido adiposo subcutaneo
(102 y 132 vértebra lumbar) se tomd una muestra de ambos tejidos al sacrificio de los
corderos. Se peso 0.5 g (ingredientes de la dieta, tejido muscular y heces) y 2 g (tejido
adiposo) de muestra, se agregaron 2 mL de metdxido de sodio en metanol (0.5 M, Cat.
403067, Sigma) y se agité en vortex (Mixer, USA) y se incubd en bafio Maria a 50°C
por 10 min. La muestra se dejé enfriar por 5 min y se afiadieron 3 mL de &cido
clorhidrico metandlico (5 %, 1.37 M, Sigma, Cat. 33050-U), se agit6 en vortex e incubd
en bafio Maria a 78 °C por 12 min. Se dejo enfriar por 7 min y se afiadieron 3 mL de
hexano (J.T.Baker, Cat. 9309-02) y 5 mL de K2CO3 (6 %, 0.43 M, Merck, Cat. 409449).
La muestra se agit6é en vortex y se centrifug6 a 2500 x g por 5 min, se extrajo la fraccion
de hexano (sobrenadante) y se vacio en un tubo de polipropileno (16 mL) agregando
0.5 g de sulfato de sodio (Sigma, Cat. S-6264) y 0.1 g de carbon activado (J.T.Baker,
Cat. E345-07). La muestra se agité en vortex y se centrifugd a 1500 x g por 5 min. La
fase limpia de hexano se extrajo y se paso a través de microfiltros (17 mm-0.45 pm,

Titan, Cat. 44513-N) a un vial para cromatografia (Thermo Scientific, Cat. C4000-2W).

Las muestras se analizaron en un cromatografo de gases (HP 6890, USA)
provisto con inyector automatico (HP 7683, USA) y charola de muestras con
automuestreador. Se utilizé una columna capilar Supelco SPTM 2560 (USA) de 100 m

X 0.25 mm x 0.2 ym a una presion de 199.94 kPa. Las condiciones del detector fueron:

24



flujo de aire de 330 mL min, flujo de hidrégeno de 33 mL min™ a una temperatura de
260 °C, las condiciones del inyector (250°C) fueron: helio como gas acarreador con un
Make up de 18 mL min™ a una presion de 199.94 kPa y un tiempo de corrida de 62
min. La rampa de temperatura fue: rampa 1: velocidad de 1°C min, temperatura de
140°C, tiempo de 2.95 min, rampa 2: velocidad de 3°C min, temperatura de 210°C,
rampa 3: velocidad de 0.7°C min, temperatura de 235°C. Para la identificacion de los
tiempos de retencion de los esteres metilicos se utilizé el estandar C4 — C24 (Supelco,

18919).

5.3.7. Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD)

Se extrajeron 100 gramos del musculo Longissimus dorsi derecho y tejido adiposo
subcutaneo, las muestras se dividieron en dos porciones: una fue utilizada para
determinar la composicion de acidos grasos y la otra porcion se utilizé para el analisis
de la expresion de la proteina A9-desaturasa. Las muestras de la primera porcién una
vez recolectadas, se transportaron al laboratorio en hielo seco y se conservaron a -
20°C hasta su analisis. Las muestras de la segunda porciéon fueron vertidas en
nitrdgeno liquido por 90 seg, se envolvieron individualmente en papel aluminio y fueron
almacenadas en hielo seco para su traslado al laboratorio, donde fueron almacenadas
a -80 °C en un ultracongelador 88000 (Thermoscientific, USA).

5.3.7.1. Aislamiento de microsomas

Los microsomas se aislaron por centrifugacion diferenciada (Vasta et al., 2009),
a partir de 5 g de tejido del masculo Longissimus dorsi previamente conservado a — 80

°C. El tejido fue homogenizado en 25 mL de buffer de extraccion Tris-sacarosa (Tris-
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HCI 10 mM, sacarosa 250 mM, pH 7.4) y centrifugado a 13,500 g durante 10 min. El
sobrenadante que contenia las fracciones citosdlicas y microsomales fue colectado, y
su volumen se midio para adicionar la cantidad de CaClz (J.T. Baker, Cat. F45337)
necesaria para una concentracion final de 8 mM. El pelet microsomal fue obtenido por
centrifugacion a 17,500 g por 1 h. Se descarto el sobrenadante y el pellet resultante se
resuspendio en un buffer que contenia KCI (150 mM, Merck, Cat. 409449) y Tris-HCI
(10 mM, pH 7.4, Promega, Cat. H5131). La solucién resuspendida se transfirio a un
tubo Eppendorf nuevo de 1.5 mL. La concentracion de la proteina microsomal se midio
en un BioPhotometer (Eppendorf, USA), utilizando albumina sérica de bovino como
estdndar para determinar la curva de calibracién (concentraciones: 0; buffer de
resuspension, 1.5, 3 y 4.5 mg mL™). Las muestras se midieron en una dilucion 1:20,
utilizando celdas desechables y un volumen de 1 mL. Se registr6 el valor de absorcion
A280 corregido por el factor de turbidez A320. Las concentraciones de proteina
microsomal se reportaron en pg pL™.

5.3.7.2. Limpieza de las proteinas microsomales

A 50 pg de muestra se adicionaron 200 yL de acido tricloroacético (ATA, 15 %,
J.T. Baker, Cat. 0414-01). Se incub6 a 4 °C por 1 h y se centrifug6 a 13,000 g por 15
min. Se descartd el sobrenadante y se lavo el precipitado dos veces con 1 mL de
acetona y entre cada lavado, se centrifugd a 13,000 g por 5 min. Se descart6 el
sobrenadante y finalmente se realiz6 otro lavado con 1 mL de solucion acetona: agua
(9:1), se centrifugd a 13,000 g durante 5 min, se desecho el sobrenadante y se dejo
secar durante 1 h en campana de flujo con la tapa del tubo abierta. Las muestras se

almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

26



5.3.7.3. SDS-PAGE

A las muestras de proteina microsomal previamente tratadas con ATA-acetona,
se les adiciond 25 pL de buffer no reductor (Buffer no reductor 1x: amortiguador del
gel superior, Tris-HCI 0.25 M, pH 6.8, 59.5 mM; SDS, 10 %, azul de bromofenol (Sigma,
Cat. B8026), glicerol y agua)]. De esta manera, 4 uL buffer reductor mas la proteina
microsomal fueron separados en un gel de stacking [gel inferior 10 %: 20.25 mL de
agua desionizada; 12.5 mL de amortiguador separador, Tris-HCI 1.5M; 500 uL de SDS
al 10 %; 16.75 mL de acrilamida (Promega, Cat. V3115)/bisacrilamida (Promega, Cat.
V3141) (29.2:0.8); 200 puL de APS y 45 L de Temed; gel superior 4 %: 12 mL de agua
desionizada; 5.04 mL de amortiguador separador; 264 puL de SDS al 10 %; 2.64 mL de
acrilamida/bisacrilamida (29.2:0.8); 167 uL de APS y 23 pL de Temed] y se corrieron
a 70 V durante 10 min, para que la muestra entrara y después a 150 V durante 50 min,
con un buffer de corrida TBE 1x (Tris base, 0.09 M; &cido bérico, 0.09 M; EDTA, 2 mM;
SDS, 0.1 %; pH 8.0-8.3). Se utiliz6 como referencia de peso el marcador HyperPage
Prestained Protein Marker (1.2 pL, Bioline, Cat. 33060). Al término de la corrida, el gel
se fij6 con 200 mL de solucion de etanol al 10 % y acido acético al 0.5 %, por 5 min.
Se desechd la solucion y se enjuagd dos veces con agua destilada, después se tifio
con 250 mL de solucién de nitrato de plata al 0.15 % (Sigma, Cat. 209139) por 8 min.
Se recupero la solucion y el gel se enjuagd con agua destilada; el bandeo se reveld
con una solucion de NaOH (3 %) y formaldehido (0.5 %) hasta que las bandas fueran
visibles, se desechd la solucidon y se enjuago el gel tres veces con agua destilada,

finalmente se le agregaron 200 yL de soluciéon EDTA (3 %, J.T. Baker, Cat. 4040-04).

5.3.7.4. Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa (SCD)
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Una vez revelado el gel se procedié a fotodocumentar (MagorScience, USA), y la
expresion de la proteina SCD se determind por densidad, mediante el programa

SmartView Pro 1100 Imager System.

5.4.Analisis de datos

Se utilizé un disefio completamente al azar con 10 repeticiones por tratamiento.
Las variables de estudio se analizaron mediante un PROC GLM de SAS (2013)
utilizando como covariable el peso vivo inicial para el consumo de materia seca (CMS),
ganancia diaria de peso (GDP) y conversion alimenticia (CA); asi mismo, para las
variables espesor de grasa dorsal (EG) y area del masculo L. dorsi (AML) se utilizé
como covariable EG y AML inicial. La comparacion de medias se realiz6 mediante la
prueba de Tukey (Steel et al., 1997). Se determiné el coeficiente de correlacién entre
la densidad de expresion de la enzima estearoil-CoA desaturasa y el perfil de acidos

grasos de la carne y tejido adiposo mediante el procedimiento CORR de SAS (2013).

El Modelo estadistico fue el siguiente:

Yi=p+ T+ B (Xij— X...) &k

Donde: Yi = observacion j-ésima bajo el tratamiento i-ésimo
M = media general
Ti = efecto del i-ésimo tratamiento
B = Coeficiente de regresidn estandarizado

Eiik = error experimental
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1.Comportamiento productivo

El Cuadro 2 presenta los resultados del comportamiento productivo de corderos
suplementados con S. cerevisiae o linaza y se observa que no hubo diferencias

(P>0.05) entre tratamientos en el consumo de materia seca.

Cuadro 2. Comportamiento productivo de corderos suplementados con

Saccharomyces cerevisiae* y linaza

Variable T1 T2 T3 T4 EEM

Peso inicial, kg 23.570 25.527 24.783 25.387 0.602
Peso final, kg 41.8802 43.8402 41.7202 37.145° 0.850
GDP, g d* 339.102 339.102 313.602 217.60° 0.011
CMS, kg d*? 1.4104 1.3295 1.4273 1.2240 0.030
CA 4.1845° 3.9593° 4.5757° 6.04392 0.1710

*Yea Sacc 192 Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y
20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20
% de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1+5ganimal 1d?ScyT4=T2+5¢g
animal "t d! Sc, GDP = Ganancia diaria de peso, CMS = Consumo de materia seca,
CA = Conversion alimenticia

a.b, ¢ Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica (Tukey,
P<0,05).

Sin embargo, se registro diferencias (P< 0.05; Cuadro 2) para el peso final, GDP
y CA, con un efecto negativo sobre las variables evaluadas al combinar S. cerevisiae

y linaza en el T4.

Los datos del presente estudio son congruentes con los reportados por Urrutia
et al. (2015) quienes no observaron diferencias en el comportamiento animal de

corderos Navarra, al suplementar con linaza o semilla de chia. En el estudio realizado
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por Benitez et al. (2015) evaluaron la inclusion grasa hidrogenada y aceite de girasol
en la dieta para corderos, los tratamientos evaluados se formularon con dietas
isoenergéticas e isopriteinicas por lo cual no se afecté en el consumo de materia seca,
resultando similar a los observado en el presente estudio y son congruentes con los
reportados en otras investigaciones (Dervishi et al., 2011: Urrutia et al., 2015: Ghafari
et al., 2016). La suplementacion con microalga proporciona alto contenido de PUFA
(C18:2) y tiene efecto negativo sobre el comportamiento productivo (GDP vy el peso
final) de los corderos (Diaz et al., 2017), se observd menor peso y GDP en el
tratamiento T4 y en los tratamientos T1 y T3 aun no existiendo diferencia estadistica
con el T2 se observan en los cuales la proporcion de C18:2 es mayor con respecto al

T2.

6.2.Colesterol total, triglicéridos y lipoproteinas (HDL Y LDL)

El uso de S. cerevisiae solo (T3) o en combinacién con linaza (T4) en la dieta
disminuyo (P<0.05; Cuadro 3) los niveles de lipoproteinas HDL en plasma de corderos;
sin embargo, no se encontraron diferencias (P>0.05) entre tratamientos en las

variables colesterol total (CT), triglicéridos (TG) y lipoproteinas de baja densidad (LDL).

Aali et al. (2016) evaluaron el perfil de acidos grasos en dos genotipos de
corderos (Chall y Zel) y su relacion con el polimorfismo del gen SCD y observaron
resultados similares a los obtenidos en el presente estudio en metabolitos lipidicos. La
presencia de AGPI en la dieta puede actuar como supresor de colesterol, también los
n-3 AGPI disminuyen la concentracion de triglicéridos en plasma sanguineo, contrario

a lo que ocurre con n-6 AGPI (Majewska et al., 2016).
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Cuadro 3. Niveles de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas en plasma de

corderos suplementados con Saccharomyces cerevisiae* y linaza

Variable T1 T2 T3 T4 EEM

CT 51.942 49.646 51.426 44.620 2.4091
TG 12.847 15.678 6.075 7.006 1.4322
HDL 43.0122 34.8612 8.435¢ 22.694° 3.0788
LDL 13.767 3.704 4.151 11.055 1.5222

*Yea Sacc 9% Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y
20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20
% de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1+5ganimal 1d1ScyT4=T2+5¢g
animal 1 d! Sc, CT = Colesterol total, TG = Triglicéridos, HDL = Lipoproteinas de alta
densidad, LDL = Lipoproteinas de baja densidad.

En otro estudio se determind el efecto de la inclusion de aceite de ajonjoli sobre
los cambios en metabolitos lipidicos en plasma, reportaron incrementos en HDL, en
los grupos de corderos donde se utilizaron dos niveles de inclusion el aceite de ajonjoli;
asi mismo, se reportaron incrementos en los niveles de colesterol total (Ghafari et al.,
2016). Los resultados de los estudios mencionados y los que se reportan en el
presente estudio son congruentes con lo sustentado por Majewska et al. (2016)

explicandose por las proporciones de C18:2 n-6 aportadas en las dietas evaluadas.

6.3.Caracteristicas fisicoquimicas de la canal y de la carne

Las caracteristicas fisicoquimicas de la canal y de la carne se presentan en el
Cuadro 4 y solo existi6 diferencia (P<0.05) entre tratamientos en el area del musculo
L. dorsi (P<0.05), donde el grupo de animales de los T2 y T3 presentaron el valor mas
alto (P<0.05) con respecto al T4. Para el resto de las caracteristicas evaluadas no se

observaron diferencias entre tratamientos (P>0.05).
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Cuadro 4. Caracteristicas fisicoquimicas de la canal y de la carne de corderos
suplementados con Saccharomyces cerevisiae*y linaza

Variable T1 T2 T3 T4 EEM
AML, mm? 10332° 10522 10552 9463° 0.154
EG, mm 2.900 3.000 2.800 2.800 0
PCC, kg 20.144 21.295 20.630 18.135 0.460
RCC, % 54.383 53.826 54.052 54.058 0.425
pHaOh 6.667 6.402 6.540 6.472 0.041
pH a 24 h 6.145 5.738 5.677 5.738 0.081
Color
L 41.178 41.011 41.360 42.471 0.362
a 20.408 20.679 20.426 20.890 0.146
b 4.087 4.052 3.682 4.311 0.139
CRA,ML100 g* 12.222 12.900 16.200 14.700 0.684

*Yea Sacc 192 Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y
20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20
% de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1+5ganimal 1d?ScyT4=T2+5¢g
animal * d! Sc, AML = Area del musculo Longissimus, EG = Espesor de grasa, PCC
= Peso canal caliente, RCC = Rendimiento en canal caliente, EEM = Error estandar de
la media

a,b.¢. Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica
(Tukey, P<0,05).

Estos resultados son congruentes con los reportados por Aali et al. (2016) donde
no hubo efecto del gen SCD sobre las caracteristicas de la canal de los corderos. En
otro estudio realizado por Parvar et al. (2017) en corderos suplementados con aceite
de pescado, canola y soya, no se encontraron diferencias en el rendimiento canal
caliente y en la capacidad de retencion de agua. En trabajos de investigacion donde
se adicion6 a la dieta suplementos lipidicos, no se reportan diferencias en el

comportamiento productivo y calidad de la canal, ni en el tipo de acidos grasos
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insaturados depositados en la canal (Dervisihi et al., 2011; Urrutia et al., 2015; Realini

et al., 2017).

6.4.Expresion de la proteina estearoil CoA- desaturasa y perfil de acidos

grasos en el musculo Longisimus dorsi y tejido adiposo subcutaneo

Del porcentaje total de esteres metilados en el musculo L. dorsi de cordero sélo
se encontraron diferencias (P<0.05) en los &cidos grasos caprico, miristico,
palmitoleico, linoledaidico y linolénico (Cuadro 5), siendo este ultimo el de mayor
concentracion en los tratamientos T2 y T4 en los cuales se adiciond linaza como

suplemento .

Cuadro 5. Perfil de acidos grasos (% del total de esteres de acidos grasos
metilados) del musculo Longissimus dorsi de corderos complementados con

Saccharomyces cerevisiae* y linaza

Acidos grasos T1 T2 T3 T4 EEM
Céprico 0.1245°  0.1538% 0.1527% 0.21612 0.0097
Miristico 2.2933>  2.5350%° 2.6621%° 2.98362 0.0830
Miristoleico 0.0620 0.0683 0.1305 0.0820 0.0098
Pentadecanoico 0.4542 0.3379 0.4215 0.3598 0.0248
Palmitico 23.8684  24.1270 25.0557 25.6045 0.2720
Palmitoleico 2.0139%°  1.7984° 2.31962 1.8921° 0.0514
Heptadecanoico 1.4452 1.1796 1.3851 1.2335 0.0447
¢-10 . 0.9417  0.7690 0.9674 0.7713 0.0361
Heptadecanoico

Estearico 14.7280  14.5288 13.5318 14.8226 0.2540
>C18:1 iso trans 7.6604 7.4985 6.1367 6.7269 0.3211
Oleico 36.108 36.226 36.957 34.673 0.5000
Linolelaidico 0.3322%  0.3501% 0.2456° 0.46972 0.0248
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Linoleico 6.9423 6.7260 7.2181 6.3094 0.2588

Araquidico 0.0712 0.0787 0.0601 0.0712 0.0033
cl1-Eicosenoico 0.1046 0.1044 0.0994 0.1048 0.0023
Linolénico 0.5728° 1.39612 0.4798° 1.12302 0.0751
c9, t11 CLA 0.5244 0.6083 0.4844 0.7056 0.0373
Araquiddnico 1.8086 1.3867 1.7656 1.7920 0.1387

*Yea Sacc 9% Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y
20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20
% de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1+5ganimal *d'ScyT4=T2+5¢g
animal * d! Sc, EEM = Error estandar de la media

a,b.¢. Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica
(Tukey, P<0,05).

El Cuadro 6 presenta el perfil de &cidos grasos metilados en tejido adiposo y se
observd mayor (P< 0.05) concentracidon de acido linolenico en los tratamientos T2y T4

en los cuales se utilizd linaza como suplemento alimenticio.

Cuadro 6. Perfil de &cidos grasos (% del total de esteres de &cidos grasos
metilados) en tejido adiposo de corderos complementados con

Saccharomyces cerevisiae* y linaza

Acidos grasos T1 T2 T3 T4 EEM

Caprico 0.1843 0.2472 0.2150 0.2641 0.0119
Miristico 2.7649 3.0331 3.0996 3.2598 0.0953
Miristoleico 0.4816 0.1655 0.1482 0.3647 0.0770
Pentadecanoico 1.6070 1.4930 1.7537 1.0183 0.1349
Palmitico 21.8664 21.3759 22.4666 22.7111 0.3333
Palmitoleico 3.0419 2.5953 3.0760 2.1354 0.1436
Heptadecanoico 3.6060 3.2264 3.6905 2.6809 0.2074
giesr-)%;decanoico 2.6633 1.9826 2.3326 1.2578 0.2344
Estearico 13.024 13.407 11.648 15.969 0.6285
>2C18:1 iso trans 12.046 11.132 10.976 10.132 0.4908
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Oleico 32.722 33.252 33.861 31.809 0.4137

Linoleladico 0.4377 0.5908 0.3501 0.6617 0.0450
Linoleico 4.338 4.443 5.243 4130 0.1721
Araquidico 0.0961 0.0930 0.0827 0.1170 0.0055
Cis 112 51306 0.1297 0.1539 0.1308 0.0045
Eicosenoico

Linolénico 05844°  1.5079°  05237°  1.3139°  0.0973
g'LSAg’ rans 11 4 g5 1.0596 0.9052 1.2031 0.0639
Araquidénico 0.4406 0.3571 0.2499 0.2204 0.0567

*Yea Sacc 192 Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y
20 % de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20
% de alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1+5ganimal 1d'ScyT4=T2+5¢g
animal "t d! Sc, EEM = Error estandar de la media.

a,b.¢: Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencia estadistica
(Tukey, P<0,05).

La expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa tanto en L. dorsi y tejido
adiposo subcutaneo no se vio influenciada por efecto de los tratamientos evaluados

(P>0.05, Cuadro 7).

La expresién de la proteina fue mayor en tejido adiposo subcutaneo en
comparacion con lo observado en musculo L. dorsi. La concentracion del acido oleico
(C18:1), c11- eicosenoico y c9, t11 CLA se correlaciono con la expresion de la proteina
en SCD en el L. dorsi y tejido adiposo subcutaneo (r = 0.53, 0.17, 0.22 y 0.20, 0.84,
0.77, respectivamente), asi como también con el incremento en la concentracion de
C18:1 iso trans, linoleico y linolénico (r = 0.81, 0.42, 0.55 y 0.49, 0.90, 0.20,

respectivamente).
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Cuadro 7. Expresion de la proteina estearoil-CoA desaturasa en musculo
Longissimus dorsi y tejido adiposo de corderos complementados con

Saccharomyces cerevisiae*y linaza

Musculo L. dorsi Tejido adiposo

Tratamientos

kDa M T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
190

125

80

50

40

25

20

15

Densidad

media 2870 3972 3865 6474 15860 16965 18961 14334

*Yea Sacc*= Alltech, T1 = 80 % de alimento balanceado Cria Ovina 16 (Purina®) y 20 %
de alfalfa achicalada, T2 = 75 % de alimento balanceado Ovina 16 (Purina®), 20 % de
alfalfa achicalada y 5 % de linaza, T3=T1 + 5g animal 1 d* Scy T4 =T2 + 5 g animal !
d? Sc.

La composicion de los acidos grasos en los diferentes depdsitos de grasa en
rumiantes puede ser modificada mediante la suplementacion con fuentes ricas en
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI) (Diaz et al., 2011).

La adicion de microalga rica en DHA en la dieta de corderos modifico el perfil de acidos
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grasos depositados en muasculo L. dorsi (ML) y en tejido adiposo subcutaneo,
observando una disminucién en la concentracion de AGMI y aumento en AGPI (Diaz
et al., 2017). Urrutia et al. (2015) evaluaron el efecto de adicion de linaza y chia en la
dieta de corderos sobre el perfil de acidos grasos en ML y tejido adiposo, y su relacion
con la expresion del gen SCD en corderos, observandose mayor concentracion de
acido caprico, miristico, palmitoleico, linolelaidico y linolenico con el uso de los
suplementos y fue similar a lo observado en este estudio al incluir S. cerevisiae y
linaza; en contraste, Urrutia et al. (2015) observaron cambios en C18: 1 c9 (oleico)
entre los tratamientos evaluados al adicionar linaza y chia en la dieta de corderos
explicado por la variacion en las proporciones de C18:1 c9, C18:2n-6 y C18:3n-3
contenidas en la dieta, disminuy6 la expresion del gen SCD y aumento en la
concentracion de oleico con el uso de los suplementos (mayor contenido de AGPI). En
contraste, los resultados de esta investigacibn muestran que la suplementacion con S.
cerevisiae y linaza no afecté (P>0.05) la concentracion de C18:1 c9 y la expresion del
gen SCD, posiblemente por la cantidad de C18:1 c9, C18:2n-6 y C18:3n-3 contenida

en la dieta, la cual no diferia entre los tratamientos evaluados.

En rumiantes el mayor is6mero del acido linoleico conjugado (CLA) es el acido
ruménico (c9, t11-CLA) que representa mas del 70 % del total de los isdbmeros de CLA
y se considera de importancia en carne y leche de rumiantes por su efecto
anticancerigeno (McCrorie et al., 2011; Dilzer y Park, 2012). Los isémeros de CLA son
producidos en rumen tras el proceso de biohidrogenacion ruminal; sin embargo,
algunos de estos pueden sintetizarse de manera endogena a partir de los monémeros

de trans (t7 y C18:1 t11) pueden ser desaturados para producir c9-CLA y c9, t11-CLA
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(Bessa et al., 2015). Ademas, se considera que entre 20 y 30 % del C18:1 tl11
(vaccénico) absorbido en los tejidos del rumiante o del humano es transformado a c9,
t11-CLA por la enzima delta-9 desaturasa (SCD) (Turpeinen et al., 2002; Gruffat et al.,
2008). En el presente estudio la proporcion del c9, t11-CLA fue similar entre
tratamientos (P>0.05). Por otro lado, la sumatoria de C18:1 iso trans reportada en este
estudio al igual que c9, t11-CLA no mostraron cambios entre tratamientos (P>0.05).
Alvarenga et al. (2016) evaluaron el efecto de la adicion de alga en la alimentacién de
corderos y reportan mayor expresion del gen SCD en musculo en respuesta a uso del
alga (DHAgold™) con respecto al tratamiento testigo (48.59 vs 7.94) con una
correlacion de 0.10 entre el gen expresado y el acido C18:1n-9; sin embargo, en tejido

adiposo no se observaron diferencias entre tratamientos

El nivel de respuesta de la expresion del gen SCD involucra eventos ocurridos
durante el proceso de transcripcion; sin embargo, es claro si la regulacién en la
expresion del gen es por efecto de algin componente de la dieta, algin metabolito de
la misma o bien a algun cambio hormonal por efecto del cambio nutricional (Bernard
et al., 2013). La expresiéon del gen SCD o su actividad puede ser inhibida por el tipo y
cantidad de AGPI que escapan al metabolismo ruminal o bien a los productos
intermediarios originados de la biohidrogenacién (Toral et al.,, 2015). A nivel de
transcripcion es regulado por un complejo de factores de transcripcion tales como
SREBP1c, C/EBP-a, NF-1, NF-Y, LXR, PPARa, Spl, TR, y PGC1-a, los cuales
responden a factores de la dieta u hormonales (lgal, 2016). El factor de transcripcion
SREBP1c puede ser inhibido por los AGPI y por tanto verse disminuida la expresion

del gen SCD (Mauvoisin y Mounier, 2011). En el presente estudio la expresion de la
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proteina estearoil CoA- desaturasa no presentd cambios entre los tratamientos
evaluados (P>0.05) en los tejidos analizados. Sin embargo, la mayor expresion se
observo en tejido adiposo en comparacion con el ML. Bernard et al. (2013) mencionan
gue los AGPI contenidos en el aceite de linaza y sus intermediarios resultantes de la
biohidrogenacion inhiben la expresion y actividad del gen SCD. Las dietas utilizadas
en el presente estudio contenian un alto porcentaje de AGPI (linoleico y linolenico) y
de acuerdo con lo reportado por Bernard et al. (2013) y Toral et al. (2015) podrian

explicar los resultados obtenidos en el presente estudio.

VIl. CONCLUSIONES

La inclusion de Saccharomyces cerevisiae y linaza como suplementos individuales en
la dieta para corderos, no afecta el comportamiento productivo y caracteristicas de
calidad de canal de corderos alimentados con una dieta concentrada; sin embargo, la
combinacion de estos suplementos tiene un efecto negativo sobre la ganancia diaria

de peso, conversién alimenticia y el peso final.

Los resultados del perfil de acidos grasos en la carne y tejido adiposo subcutaneo de
corderos permiten concluir que incluir linaza como suplemento en la dieta representa
una alternativa para incrementar el nivel de &cido linolénico, considerado benéfico para

el consumidor.
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