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La composicion nutrimental de la dieta afecta las caracteristicas del semen y composicion de
nutrientes del espermatozoide. EI comportamiento sexual en machos no estd completamente
relacionado con las hormonas esteroides producidas en el testiculo. Se realizaron dos
experimentos para evaluar el potencial de la adicién de &cido linoleico conjugado (ALC;
experimento 1) o nucledtidos (experimento 2) a dietas para verracos para mejorar las
caracteristicas seminales y modificar el perfil de acidos grasos del espermatozoide.
Adicionalmente se evalud el comportamiento sexual y concentracion de hormonas especificas
en verracos castrados tratados con PGF,, (experimento 3). En el experimento 1, los
tratamientos evaluados fueron: T1) Dieta testigo y T2) Dieta con 1% de ALC, y en el
experimento 2 fueron: T1) Dieta testigo y T2) Dieta con 0.65% de nucleétidos. En el
experimento 1, el consumo de la dieta adicionada con ALC no afectd las caracteristicas del
semen o el perfil de acidos grasos del espermatozoide. En el experimento 2, el consumo de
nucleotidos afectd negativamente las caracteristicas seminales; ademés modificé el perfil de
acidos grasos del espermatozoide. En el experimento 3, nueve verracos castrados fueron
asignados aleatoriamente a tres tratamientos en un disefio de cuadro latino de 3x3 (con tres
repeticiones). Los tratamientos fueron 3 dosis de PGF,, (0, 10 y 20 mg) y tres periodos de
tratamiento, con 5 d entre periodos. La concentracion de testosterona, estradiol, LH, prolactina
y cortisol en suero sanguineo no fue afectada (P>0.05) por el tratamiento con PGF,,. Las
variables del comportamiento sexual en los verracos tratados con PGF,, fueron diferentes
(P<0.05) con respecto al tratamiento testigo. En conclusion, los resultados obtenidos indican
que la composicion nutrimental de la dieta afecta de forma diferente las caracteristicas
seminales y el perfil de acidos grasos del espermatozoide. Ademas, aunque el tratamiento con

PGF,, no afecta la concentracion hormonal, pero restablece temporalmente el deseo sexual.

Palabras clave: ALC, calidad seminal, comportamiento reproductivo, nucledtidos, verracos.



SEMINAL CHARACTERISTICS OF BOARS FED CONJUGATED LINOLEIC ACID OR
NUCLEOTIDES SUPPLEMENTED DIETS, AND SEXUAL BEHAVIOR OF
CASTRATED BOARS TREATED WITH PGF,,

Vicente Zamora Zamora, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2010

The nutritional composition of the diet affects semen characteristics and nutrient composition
of the spermatozoa. The sexual behavior of boars is not completely related to steroid
hormones produced in the testis. Two experiments were conducted to evaluate the potential of
conjugated linoleic acid (CLA; experiment 1) or nucleotides (experiment 2) addition to boar
diet to improve semen characteristics and to modify the spermatozoa fatty acid profile.
Additionally, to evaluate the sexual behavior and concentration of specific hormones in
castrated boars treated with PGF,, (experiment 3). In experiment 1, the treatments were as
follows: T1) Control diet, and T2) Diet with 1% CLA,; and in the experiment 2: T1) Control
diet, and T2) Diet with 0.65% of nucleotides. In experiment 1, feed intake of diets
supplemented with CLA did not affect semen characteristics or spermatozoa fatty acid profile.
In experiment 2, the intake of nucleotides negatively affected semen characteristic, and
modified spermatozoa fatty acid profile. In experiment 3, nine adult castrated boars were
randomly assigned to three treatments in a 3x3 latin square design (with three replicates).
Treatments were three doses of PGF,, (0, 10 and 20 mg) and three periods of treatment, with
5 d between each period. Serum concentration of estradiol, LH, prolactin and cortisol in blood
serum were not affected (P > 0.05) by PGF,, treatment. Sexual behavior variables in boars
treated with PGF,,, were different (P < 0.05) from that of control treatment. In conclusion, data
from these trials point out that nutritional composition of the diet affects differently the
seminal characteristics and spermatozoa fatty acid profile. Furthermore, although PGF,,

treatment does not affect hormones concentration, but it temporarily restores the sexual drive.

Keywords: boars, CLA, nucleotides, semen quality, sexual behavior.
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INTRODUCCION GENERAL

La eficiencia reproductiva de las explotaciones porcinas tiene un importante impacto en
la rentabilidad de la industria porcina, es por ello que durante la Ultima década se ha
observado un cambio en el manejo reproductivo del pie de cria. Dicha eficiencia comunmente
se evalla a través de la productividad de la cerda, de la cual, el porcentaje de gestacion y la
prolificidad son dos parametros que la afectan significativamente. Estos aspectos estan
influenciados por numerosos factores que se pueden mejorar al adoptar tecnologias
reproductivas como la inseminacion artificial (1A). En los ultimos afios el uso de la IA en las
explotaciones porcinas ha ido en aumento, debido a que los resultados obtenidos con el uso de
esta tecnologia son similares o superiores a los obtenidos con la monta natural (Am-in et al.,
2009); ademas, ayuda a mantener un elevado estatus sanitario de las piaras, hace mas eficiente
el uso de los recursos genéticos y optimiza el manejo reproductivo (Thibier y Guerin, 2000;
Robinson y Buhr, 2005; Roca et al., 2006) con lo que se reducen los costos de operacion de
las unidades de produccién. Pero el éxito de la IA depente de varios factores entre los que se
encuentra la disponibilidad de semen de alta calidad (Thibier y Guerin, 2000; Waberski et al.,
2008). Sin embargo, son muchos los aspectos que afectan la produccién y calidad del semen,
y su impacto es poco conocido. Entre estos factores se ha visto que la nutricion juega un papel
importante en las caracteristicas seminales del eyaculado del cerdo. En algunos estudios se ha
visto que el nivel de proteina y energia de la dieta afectan la produccion de semen (Louis et
al., 1994a,b). También se ha reportado que la adicion de &cidos grasos esenciales (Rooke et
al., 2001), vitaminas (Audet et al., 2004) o minerales y vitaminas (Marin-Guzman et al.,

1997) a la dieta mejoran algunas caracteristicas del semen porcino.

Los acidos grasos son nutrientes importantes en la nutricion de los cerdos, debido a que
no sélo son una fuente concentrada de energia, sino porque tienen funciones metabdlicas,
fisioldgicas y estructurales importantes. Algunos acidos grasos como los de la serie n—-3 y n—6
son considerados esenciales debido a que el organismo no los puede sintetizar, por lo que su
inclusion en la dieta es indispensable. Ademas, éste tipo de &cidos grasos, junto con los
derivados de su metabolismo, participan en la regulacion metabolica, fisioldgica y genética

(Kliewer et al., 1997; Simopoulos, 2002; Pégorier et al., 2004). Aunque también hay otros



acidos grasos que se caracterizan por tener efectos detrimentales para la salud, como es el caso

de los acidos grasos saturados y acidos grasos trans (Sanders, 1988; Gebauer et al., 2007).

Estudios realizados en semen porcino han determinado que la membrana plasmaética del
espermatozoide del cerdo estd compuesta por una elevada cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (Poulos et al., 1973; Poulos et al., 1986). Esta caracteristica indica que la
fluidez de la membrana espermatica puede ser afectada (Stubbs y Smith, 1984; Aitken, 1995),
lo cual repercutiria en la fertilidad de los gametos (Cerolini et al., 2000; Rooke et al., 2001;
Blesbois et al., 2004). Adicionalmente se ha visto que, en la mayoria de las especies animales,
el perfil de acidos grasos en el espermatozoide y semen refleja el consumo de &cidos grasos
(Lands, 2005; Wathes et al., 2007). Sin embargo, los resultados de los estudios realizados en
los cuales se han evaluado los efectos de la adicion de acidos grasos n—3 a la dieta sobre la
calidad del semen porcino han sido inconsistentes (Paulenz et al., 1995; Rooke et al., 2001;
Mitre et al., 2004; Strzezek et al., 2004; Estienne et al., 2008).

El desarrollo de estrategias nutricionales que incrementen la produccién y calidad del
semen porcino puede ayudar aumentar la distribucion de recursos genéticos de alta calidad
para mejorar los parametros reproductivos y productivos de las explotaciones porcinas. Una
estrategia puede ser la adicién de acido linoleico conjugado (ALC) a las dietas para verracos.
Aunque el ALC es un grupo de acidos grasos trans, éstos &cidos grasos son de los pocos
compuestos a los cuales se les han atribuido varios efectos beneficos para la salud, como son
sus propiedades anticarcinogénicas, antiaterogénicas, antidiabetogénicas, sobre la
composicion corporal, el metabolismo energético y la respuesta inmune (Park, 2009). Sin
embargo, hasta el momento no se conoce el efecto de su consumo sobre la produccion y

calidad del semen en ninguna especie doméstica.

Otra estrategia para mejorar las caracteristicas seminales de los cerdos puede ser la
adicion de nucle6tidos a la dieta. Aunque estos compuestos no se consideran esenciales, se ha
reportado que su incorporacién en el alimento promueve el crecimiento y la maduracion
intestinal (Vauy et al., 1994), mantiene la integridad del epitelio intestinal, reduce la
incidencia de enfermedades entéricas (Gongalves et al., 2005), modifica el tipo y crecimiento

de la microflora intestinal (NUfiez et al., 1990; Uauy et al., 1994) e incrementa la respuesta



inmune celular y humoral (Carver, 1999; Maldonado et al., 2001; Navarro et al., 2008);
ademas, modifica el metabolismo de los lipidos (DeLucchi et al., 1987; Jiménez et al., 1992;
Sanchez-Pozo et al., 1994; Siahanidou et al., 2004). Aungue todos estos efectos sdlo se han
reportado en individuos lactantes. Al igual que en el caso del ALC, hasta el momento no se
conoce el efecto de su consumo en animales adultos, y sobre todo en aspectos reproductivos.
Debido a su capacidad para mejorar la salud intestinal y modificar el metabolismo de los

lipidos, su adicion a las dietas para verracos podria mejorar las caracteristicas seminales.

Otro aspecto reproductivo importante dentro de las explotaciones porcinas o centros de
produccién semen es la falta o disminucion de la libido, el cual causa incovenientes al
momento de colectar el semen y es una de las principales causas de desecho de sementales de
alto valor genético. Se ha reportado que esta caracteristica esta positivamente correlacionada
con la concentracion de testoterona en plasma sanguineo (Ren et al., 2009); aunque se ha visto
mayor correlacion con la concentracion de estradiol que con la de testosterona, ya que una
baja concentracion de estradiol en plasma aumenta el tiempo para lograr una monta exitosa
(Louis et al., 1994a,b). Ademas de los efectos de estas dos hormonas esteroides sobre el deseo
sexual en cerdos, se ha encontrado que otras hormonas como la prostaglandina F,, (PGF,,)
elevan la libido en verracos jovenes, maduros y cerdos con baja libido (Szurop et al., 1985;
Kozink et al., 2002; Estienne y Harper, 2004; Estienne et al., 2007).

Los mecanismos de cémo la PGF,, afectan la libido no son claros, pero se ha propuesto
que la PGF,, estimula la secrecién de hormonas esteroides (Kozink et al., 2002); sin embargo,
se han encontrado resultados controversiales, ya que, mientras algunos autores reportan que la
secrecion de testosterona y estradiol no cambia (Fonda et al., 1981), otros han encontrado que
después de la aplicacién de PGF,, la concentracion de testosterona y estradiol en sangre
aumenta (Estienne et al., 2004). Adicionalmente se ha observado que después de la aplicacion
de PGF,, se incrementa la concentracion de prolactina y cortisol (Fonda et al., 1981); aunque
hasta el momento no se sabe nada sobre la funcion que pueden ejercer estas dos Ultimas
hormonas sobre el deseo sexual, ni tampoco se sabe si la PGF,, puede afectar el deseo sexual

a traves de otras vias.



1. Planteamiento del problema

La necesidad de incrementar la eficiencia reproductiva y productiva en la industria
porcina, con el objetivo de reducir costos de produccion y elevar el margen de ganancias ha
propiciado un importante cambio en el manejo reproductivo de las unidades de produccion.
Uno de los cambios es el uso de la IA; sin embargo, para que la implementacion de esta
tecnologia se ha exitosa, se requiere contar con semen con altos estandares de calidad. La
nutricion de los cerdos es uno de los factores que afectan la calidad del semen, y por medio de
la manipulacién de las dietas se puede mejorar esta caracteristica (Louis et al., 1994a,b;
Marin-Guzman et al., 1997; Rooke et al., 2001; Audet et al., 2004). La adicion de &cidos
grasos esenciales (n—3) a la dieta para verracos ha mostrado que estos nutrientes tienen una
alta tasa de transferencia de la dieta a la membrana espermatica (Maldjian et al., 2003;
Strzezek et al., 2004), con lo que se mejora el perfil de acidos grasos de la membrana celular
(Strzezek et al., 2004) y con ello la capacidad fecundante del espermatozoide (Cerolini et al.,
2000; Rooke et al., 2001; Blesbois et al., 2004). Sin embargo, los resultados obtenidos sobre
la calidad del semen al adicionar acidos grasos n-3 a las dietas para verracos son
inconsistentes. Por ello, el uso del ALC (un grupo de acidos grasos con diversas funciones
bioldgicas benéficas) en dietas para verracos, representa una alternativa con potencial para

mejorar las caracteristicas seminales.

Debido a la capacidad de modificar el metabolismo de los lipidos y tener efectos
benéficos sobre la salud intestinal y el sistema inmune, la adicion de nucleétidos a las dietas
para verracos representa otra alternativa con potencial para mejorar las caracteristicas del

semen y el perfil de acidos grasos de la célula espermatica.

Por otro lado, el comportamiento sexual de los verracos, al ser una caracteristica
importante para lograr una reproduccion exitosa, hace necesario que se clarifiquen los
mecanismos de como algunas hormonas, como la PGF,,, incrementan el deseo sexual y con
esto, el éxito de la reproduccion. Por ello, un modelo en el cual se utilicen verracos castrados

es ideal para dilucidar los mecanismos de cOmo es que esta hormona aumenta el deseo sexual.



2. Objetivos

2.1. General

Evaluar el potencial del &acido linoleico conjugado y nucleétidos para mejorar las
caracteristicas macro y microscopicas seminales, y modificar el perfil de acidos grasos del

expermatozoide porcino.

Evaluar el comportamiento sexual y concentracion de hormonas especificas en verracos

castrados tratados con PGF,,,.

2.2. Especificos

- Evaluar los efectos de la adicién de acido linoleico conjugado a dietas estandar para
verracos sobre las caracteristicas del semen, el perfil de acidos grasos del espermatozoide,
y las caracteristicas de la canal y del testiculo.

- Evaluar los efectos de la adicion de nucleotidos a dietas estandar para verracos sobre las
caracteristicas del semen, el perfil de acidos grasos del espermatozoide, las caracteristicas
de la canal y del testiculo, y la concentracién de urea en plasma.

- Determinar el efecto de la aplicacion de PGF,, a verracos castrados sobre la libido.

- Evaluar el efecto de la aplicacion de PGF,, sobre la concentracién de testosterona,

estradiol, LH, prolactina y cortisol en suero sanguineo de verracos castrados.



3. Hipotesis
Las caracteristicas macro y microscopicas del semen son mejores en verracos

alimentados con dietas adicionadas con acido linoleico conjugado o nucle6tidos.

La concentracion de &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga en el espermatozoide
es mayor en verracos alimentados con dietas adicionas con acido linoleico conjugado o

nucledtidos.

La adicion de acido linoleico conjugado o nucleétidos a dietas estandar para verracos

disminuye el engrasamiento de la canal y afecta el volumen testicular.

La alimentacién de verracos con dietas adicionadas con nucle6tidos no incrementa la

concentracion de urea en plasma.

La aplicacion exdgena de PGF,, puede restablecer temporalmente la libido en verracos

castrados.

La concentracion de prolactina y cortisol incrementa en verracos castrados tratados con
PGF,,.



4. Revision de literatura

4.1. Acido linoleico conjugado

El término “acido linoleico conjugado” (ALC) se refiere a una mezcla de acidos grasos
poliinsaturados, isdmeros posicionales (C6, C8; C7, C9; C8, C10; C9, C11; C10, C12; C11,
C13; y C12, C14) y geométricos (cis, trans; trans, cis; cis, cis; y trans, trans) del acido
linoleico (C18:2; cis9, cisl2) los cuales tienen un sistema de dobles enlaces conjugados, sin
estar separados por un grupo metileno (Eulitz et al., 1999). El término ALC incluye un total
de 28 isdbmeros geométricos y posiciones (Collomb et al., 2006), de los cuales 21 han sido
identificados en los alimentos (Cuadro 1; Fritsche y Fritsche, 1998; Sehat et al., 1998b;
Rickert et al., 1999; Fritsche et al., 2000; Collomb et al., 2001; Dhiman et al., 2005).

Cuadro 1. Isémeros del ALC encontrados en la grasa de leche, quesos y carne de res.

cis/trans-18:2 cis/cis-18:2 trans/trans-18:2
trans6, cis8 cis7, cis9 trans7, trans9
cis7, trans9 cis8, cis10 trans8, trans10
trans7, cis9 cis9, cisll trans9, transl11
cis8, trans10 cis10, cisl2 trans10, trans12
trans8, cis10 cisll, cisl3 transll, trans13
cis9, trans1l cisl2, cisl4 trans12, trans14

trans9, cisll

cis10, trans12
trans10, cis12
cisll, transl3
cisl2, transl4

En la practica, el ALC es una mezcla de todos estos isomeros posicionales y
geométricos. Se ha encontrado que el contenido de ALC es mayor en los productos de origen

animal; dentro de los productos animales, los productos carnicos y lacteos provenientes de los
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rumiantes son las principales fuentes de estos compuestos (Chin et al., 1992; Schmid et al.,
2006). De todos los isébmeros, se ha encontrado que el isomero bioldégicamente mas activo y
abundante es el cis9, trans11 (Pariza et al., 2000), el cual representa un poco mas del 80% del
ALC total presente en los alimentos (Churruca et al., 2009). Este isomero en la leche y
productos lacteos de rumiantes representa del 80 al 90% (Ha et al., 1989; Parodi, 1977; Chin
et al., 1992; Parodi, 1999; Sehat et al., 1998a; Sehat et al., 1999; Collomb et al., 2001; Kraft
et al., 2003), mientras que en la carne representa alrededor del 73% (Sehat et al., 1999;
Fritsche et al., 2000; Adamczak et al., 2008) de los isdmeros totales del ALC. También se ha
reportado que el isdbmero trans10, cis12 tiene una actividad bioldgica importante (Kramer et
al., 1998; Park et al., 1999a; Park et al., 1999b; Figura 1).

H

Hj/"\/\/\/\/COOH
H:llj
H
8 Acido linoleico
(

C18:12; cis9, cis12)

H
H COOH

I

Acido linoleico conjugado, isémero cis9, trans11
(18:2; cis9, trans11)

H
COOH
H

H H

Acido linoleico conjugado, isémero trans10, cis12
(C18:2; trans10, cis12)

Figura 1. Estructura del &cido linoleico, y de los dos principales isomeros bioactivos del acido
linoleico conjugado. Fuente: Ip et al. (2003).
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4.1.1. Sintesis de acido linoleico conjugado

De forma natural el ALC es sintetizado en el rumen como un producto intermedio de la
biohidrogenacién de los &cidos grasos poliinsaturados (&cido oleico, acido linoleico, acido a-
linolénico y acido y-linolénico) para producir acido vaccénico y finalmente acido estearico
(Figura 2; Harfoot y Hazlewood, 1988; Griinari y Bauman, 1999; Collomb et al., 2006;
Aydin, 2005; Adamczak et al., 2008); dicho proceso de biohidrogenacion involucra la
isomerizacién de los acidos grasos poliinsaturados, la cual esta catalizada por una isomerasa
producida principalmente por las bacterias ruminales Butyrivibrio fibrisolvens y Megasphaera
elsdenii. B. fibrisolvens isomeriza el acido linoleico (AL) para producir el isomero cis9,
transll (Kepler et al., 1966; Kim et al., 2000); mientras que Megasphaera elsdenii lo
isomeriza para producir el isomero transl10, cis12 del ALC (Kim et al., 2002). El isomero
cis9, trans11 del ALC (&cido ruménico), puede ser absorbido e integrado a los tejidos o puede
ser biohidrogenado en el rumen para formar &cido vaccénico (C18:1, transll); este Gltimo
después de ser absorbido puede ser almacenado o convertido a cis9, transll por la
incorporacién de una doble ligadura cis en la posicién 9, por accién de la enzima A°

desaturasa (Bauman et al., 1999; Figura 3).

Debido a que los mamiferos no tienen la enzima A desaturasa, el 4cido vaccénico
absorbido no puede ser transformado a trans10, cis12, por lo que la presencia de este isémero
en los tejidos esta determinado por su sintesis en el rumen (Churruca et al., 2009). La cantidad
y proporcion de los diferentes isomeros de ALC presentes en los productos lacteos y tejidos de
los rumiantes depende principalmente del tipo o composicién de la dieta que consumen
(Stanton et al., 1997; Kelly et al., 1998a; Kelly et al., 1998b; Dhiman et al., 1999a; Dhiman et
al., 1999b; Dhiman et al., 2000; Chilliard et al., 2000; Collomb et al., 2001; Luna et al., 2005;
Nuernberg et al., 2005; Bell et al., 2006; Collomb et al., 2006; Floris et al., 2006; Schmid et
al., 2006), de la composicién de la poblacion microbiana presente en el rumen (Bauman et al.,
1999; Adamczak et al., 2008; Churruca et al., 2009), la raza (Lawless et al., 1999; Kelsey et
al., 2003), del numero de parto o edad del animal (Stanton et al., 1997; Kelsey et al., 2003) y

de los aditivos adicionados a la dieta (Bessa et al., 2000).
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Figura 2. Rutas de biohidrogenacion de los acidos oleico, linoleico y, o y y linolénico en el
rumen. Adaptado de: Harfoot y Hazlewood (1988); Griinari y Bauman (1999);
Collomb et al. (2006).
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AS9-desaturasa

Figura 3. Produccion ruminal del isémero cis9, transll (ALC) y su sintesis en tejidos
mediante la enzima A9-desaturasa. Fuente: Bauman et al. (1999); Griinari y
Bauman (1999).

En cuanto a los no rumiantes, se ha propuesto que estos pueden sintetizar ALC en el
higado (Santora et al., 2000) y tejido adiposo (Palmquist y Santora, 1999; Loor et al., 2002) a

partir del &cido trans-vaccénico dietario.

Industrialmente el ALC puede ser producido a gran escala utilizando métodos quimicos.
Los dos métodos quimicos mas utilizados en la produccién de ALC son la isomerizacion de
aceites ricos en acido linoleico o linoleato por medio de catalisis alcalina (Mounts et al., 1970;
Chin et al., 1992; Berdeaux et al., 1998; Ma et al., 1999; Nagao et al., 2003a; Rocha-Uribe y
Hernandez, 2004), y por deshidratacion de aceites ricos en &cido ricinoleico o sus ésteres
utilizando catélisis acida (Berdeaux et al., 1997; Villeneuve et al., 2005); los productos
obtenidos por estos métodos varian en su composicion y propiedades fisicas, debido a que son

una mezcla de los diferentes isomeros (Ma et al., 1999; Yu et al., 2003). Las mezclas
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sintéticas de ALC comunmente tienen entre 29 y 41% de los isomeros cis9, trans11/trans9,
cisll; 29-42% del isobmero translO, cisl2; 1.3-4.8% del isomero trans9, transll/translO,
trans12; y el resto de otros isdbmeros (Chin et al., 1992; Yurawecz et al., 1995; Christie et al.,
1997; Sehat et al., 1998a; Ma et al., 1999; Rocha-Uribe y Hernandez, 2004; Uehara et al.,
2006). Sin embargo, se ha encontrado que algunas mezclas sintéticas pueden tener hasta
84.31% de los isdbmeros cis9, transll y 13.38% de los isomeros trans10, cis12 y una cantidad
menor de otros isémeros (Villeneuve et al., 2005). Esta gran variacion ha llevado a buscar y
establecer métodos de obtencion de productos con una mayor concentracién y menor
variacion de los isémeros cis9, transll y transl0, cisl2. Los métodos propuestos para
incrementar la concentracién y pureza de los principales isdmeros de ALC son la utilizacion
de preparados enzimaticos procedentes de bacterias u hongos en mezclas comerciales de ALC
(McNeill et al., 1999; Warwel y Borgdorf, 2000; Lin et al., 2003; Wang et al., 2007; Goli et
al., 2008); el uso de microorganismos como bacterias lacticas para producir selectivamente los
isdbmeros cis9, transll o trans9, transll a partir del acido linoleico (Kishino et al., 2002; Oh
et al., 2003; Xu et al., 2008) o &cido ricinoleico (Ogawa et al., 2005); y la produccion
selectiva de los isdmeros cis9, trans1l o transl10, cis12 a partir de acido vaccénico (Ando et
al., 2009) mediante hongos o levaduras. Ademas de la purificacion de los isomeros cis9,
transl11 o transl0, cis12, producto de la isomerizacion alcalina del acido linoleico conjugado
por medio de cristalizacion a bajas temperaturas en acetona (Berdeaux et al., 1998; Uehara et
al., 2006). Una forma rapida y econdmica de obtener aceites ricos en ALC es con el uso de la
fotoirradiacion con rayos UV de los aceites vegetales (Jain y Proctor, 2006; Jain y Proctor,
2007; Jain et al., 2008).

4.1.2. Propiedades bioldgicas del acido linoleico conjugado

Entre las propiedades que se le han atribuido al ALC se ha reportado que tiene actividad
anticarcinogénica (Ha et al., 1989; Ip et al., 1996; Devery et al., 2001; Pariza et al., 2001),
antiaterogenica (Lee et al., 1994; Nicolosi et al., 1997), antidiabetogénica (Houseknecht et al.,
1998; Moloney et al., 2007), ademéas de tener la propiedad de modificar la composicion
corporal (Chin et al., 1992; Park et al., 1997; Ostrowska et al., 1999), regular la respuesta
inmune (Cook et al., 1993; Sugano et al., 1998; Hayek et al., 1999; Yamasaki et al., 2000b;
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Kelley et al., 2002; Kelley y Erickson, 2003), y poseer propiedades antioxidantes (Ha et al.,
1990; Du et al., 2000; Hur et al., 2007; Joo et al., 2002). Sin embargo, esta ultima propiedad
esta en controversia debido a que se ha observado que el ALC también tiene una funcién pro-
oxidante en condiciones especificas (Chen et al., 1997; Flintoff-Dye y Omaye, 2005; Martin
et al., 2008a; Martin et al., 2008c). Los mecanismos de como actia no estan determinados,
pero se cree que probablemente los efectos del ALC estén relacionados con el metabolismo de
los eicosanoides, produccion de citoquinas y expresion genética (Hargrave et al., 2004; Azain,
2003; Gottsche y Straarup, 2006; Kelly et al., 2006).

4.1.2.1. Actividad anticarcinogénica

El interés por el ALC creci6 desde que Pariza et al. (1979) observaron que la carne asada
de bovino contenia un componente que inhibia la mutagénesis; dicho componente
posteriormente mostré poseer propiedades anticarcinogénicas (Pariza, 1997). Este
anticarcinogénico fue purificado y se encontr6 que eran cuatro isémeros (cis9, transll;
trans10, cisl2; trans9, transll; transl10, trans12) del AL con un sistema de dobles enlaces en
diferentes posiciones (Ha et al., 1989). Posteriormente fue sintetizado por isomerizacién
alcalina del AL para realizar diversos estudios. Los estudios realizados en animales han
mostrado que los isémeros del ALC previenen o suprimen el desarrollo de céncer en el
estomago (Ha et al., 1990), glandula mamaria (Ip et al., 1991; Ip et al., 1994; Ip et al., 1996;
Thompson et al., 1997; Banni et al., 1999), colon (Liew et al., 1995; Park et al., 2001), piel
(Belury et al., 1996), prdstata y pulmon (Cesano et al., 1998), ademas de inhibir la metastasis
de células cancerosas (Park et al., 2001; Kuniyasu et al., 2006). Por otro lado, en estudios
realizados in vitro se ha observado que el ALC a concentraciones fisiol6gicas inhibe la
proliferacion del cancer en la glandula mamaria (Durgam y Fernandes, 1997; O’sea et al.,
1999; Majumder et al., 2002; Wang et al., 2006a), pulmon (Shgnberg y Krokan, 1995),
melanoma (Shultz et al., 1992), colon (Shultz et al., 1992; O’sea et al., 1999; Igarashi y
Miyazawa, 2000; Beppu et al., 2006; Kuniyasu et al., 2006), higado (Igarashi y Miyazawa,
2001), células leucémicas (Agatha et al., 2004) y estdbmago (Kuniyasu et al., 2006).

Los mecanismos de accion de como el ALC reduce o previene el desarrollo de cancer no

son claros, pero con base en los resultados de los diversos estudios realizados, se han
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propuesto diferentes mecanismos de su accion anticarcinogénica. Algunos estudios muestran
que el efecto inhibitorio del ALC en el crecimiento de células cancerosas (Figura 4) puede ser
debido a que actia como un antioxidante (Ha et al., 1990; Ip et al., 1991; Ip et al., 2000;
Figura 5); sin embargo, también se ha observado que el ALC incrementa la peroxidacion de
los fosfolipidos en las células (Schegnberg y Krokan, 1995), por lo que se ha sugerido que el
ALC puede estar regulando el crecimiento celular por medio de citotoxicidad o apoptosis de
las células cancerosas (lgarashi y Miyazawa, 2000; Ip et al., 2000; Park et al., 2001; Beppu et
al., 2006; Figura 6). Otro posible mecanismo de la actividad anticarcinogénica del ALC es la
alteracion de la composicion de los acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana celular

(Figuras 7 y 8).

30 -
25 -

==4==Testigo
20 1 i AL

Namero de células (x10-4)

0 20 40 60 72 80 96 100

Horas de cultivo

Figura 4. Inhibicién del crecimiento de celulas cancerigenas de la glandula mamaria de ratas,
cultivadas por 96 h con 32 uM de ALC o AL. Modificado de: Ip et al. (2000).
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Figura 5. Comparacion del ALC con otros antioxidantes. El acido linoleico (375 pumol) fue
incubado solo o con 0.375 pumol de acido ascorbico, a-tocoferol, ALC o BTH

durante 15 dias para comparar su actividad antioxidante. Adaptado de: Ha et al.
(1989).
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Figura 6. Incremento del indice apoptético inducido por el ALC en la mucosa del colon de
ratas con cancer inducido. Letras diferentes sobre las columnas indican diferencias
significativas (p<0.05). Adaptado de: Park et al. (2001).
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Figura 7. Concentracion de ALC en tejidos en funcion de la concentracion del ALC en la
dieta. El incremento de la concentracion de ALC en tejido de acuerdo a la
concentracion de ALC en la dieta es estadisticamente significativo (P<0.005). No
se muestra la concentracién de ALC en los diferentes tejidos en el tratamiento sin
adicion de ALC debido a que la concentracion del ALC fue indetectable. Adaptado
de: Banni et al. (1999).
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Figura 8. Efecto del ALC en el perfil de acidos grasos de los fosfolipidos de la mucosa del
colon de ratas con cancer inducido. Literales diferentes dentro de cada uno de los
acidos grasos indican diferencias significativas (P<0.05). Adaptado de: Park et al.
(2001).
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Hay evidencia de que el ALC inhibe la desaturacion del AL y la formacion de &cido
araquidénico (AA; Figura 9), asi como la formacién de eicosanoides como la prostaglandina
E, (Figura 10) a partir del AA, la cual se sabe estimula la proliferacion de células cancerosas
(Liu y Belury, 1998; Banni et al., 1999; Miller et al., 2001; Park et al., 2001; Agatha et al.,
2004); estos cambios causan dafios a la célula produciendo su muerte (Park et al., 2001).
Adicionalmente, se ha propuesto que el cambio en la composicion de los acidos grasos de la
membrana celular afecta negativamente la cantidad y afinidad de los receptores de hormonas
que propician la mitogénesis, retardando con ésto el paso de la fase GO a la G1 (Durgam y
Fernandes, 1997) y de la fase G1 a la S del ciclo celular (Kim et al., 2006).
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Figura 9. Cambio de los metabolitos del AL en tejido mamario de ratas por efecto del
consumo de ALC. Las diferencias (P<0.05) entre grupos estan denotadas con
diferentes literales por encima de las barras. Adaptado de: Banni et al. (1999).

Por otro lado, el grado de inhibicion en el crecimiento e incidencia de tumores depende
de la concentracion del ALC utilizado (Ip et al., 1994; Schgnberg y Krokan, 1995; Banni et
al., 1999; Park et al., 2001; Agatha et al., 2004; Kuniyasu et al., 2006) y del tiempo de
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exposicion (lgarashi y Miyazawa, 2000; Agatha et al., 2004; Beppu et al., 2006),
observandose que una adicion mayor al 1% de ALC en la dieta no proporciona mayores
beneficios (Ip et al., 1996; Banni et al.. 1999; Park et al., 2001), independientemente del
contenido total de grasa en la dieta (Ip et al., 1996).
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Figura 10. Efecto del ALC en la concentracién de prostaglandina E, (PGE;) y tromboxano B,
(TXB,) de la mucosa del colon de ratas con cancer inducido. Literales diferentes
dentro de cada uno de los derivados de los eicosanoides indican diferencias
significativas (P<0.05). Adaptado de: Park et al. (2001).

También se ha reportado que el ALC puede regular la expresion de algunos genes
(Hockenbery et al., 1990; Durgam y Fernandes, 1997), por lo que se ha propuesto que el ALC
puede regular la sintesis de algunas proteinas (Shultz et al., 1992; Ip et al., 2001; Kemp et al.,
2003). Se ha observado que el ALC dietario reduce la produccion de la proteina Bcl-2, la cual
es una proteina supresora de la apoptosis; dicha reduccion propicia que la proteina Bax
(proapoptoética) incremente su actividad y con esto aumenta la apoptosis de las células
cancerosas (Figura 11; Belury, 2002; Beppu et al., 2006). Por otro lado, también se ha
reportado que la mezcla de ALC (cis9, transll y trans10, cis12) o el isomero trans10, cis12
incrementan la produccion de la proteina p53 en mayor medida que sélo el isomero cis9,
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transll (Kemp et al., 2003). EI aumento en la concentracion y estabilidad de la proteina
supresora de tumores p53 detiene el ciclo celular de las células con ADN dafiado e induce su

apoptosis de manera mas eficiente (Kemp et al., 2003; Figuras 11y 12).

Figura 11. Apoptosis y disminucion de la proteina bcl-2 inducida por el ALC en células
cancerigenas. Fuente: Ip et al. (2000). Reproducido con permiso del editor.

Adicionalmente, el ALC, también reduce los niveles de las ciclinas A y D (proteinas que
regulan el paso de la fase G1 a la S del ciclo celular) e incrementa ligeramente los niveles de
las proteinas p16, p27 (efecto del isomero cis9, trans11 o mezcla de los isdbmeros cis9, trans11
y transl0, cis12; Ip et al., 2000; Ip et al 2001; Belury, 2002; Liu et al., 2002) y p21 (efecto del
isébmero trans10, cis12; Kim et al., 2006) inhibiendo con esto la proliferacion e incrementando

la apoptosis de las células cancerigenas (Figura 12), ademas de inhibir la activacion
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carcinogenica (Ha et al., 1987; Liew et al., 1995; Scimeca, 1999) al mantener la proteina c-
myc (proteina que regula el crecimiento celular, apoptosis, diferenciacion y renovacion

celular) en niveles normales (Durgam y Fernandes, 1997).
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Figura 12. Posible mecanismo de como el ALC puede regular el ciclo celular y la apoptosis.
El ALC induce apoptosis en las células cancerosas al reducir los niveles de las
ciclinas A, B y D. Esta disminucion reduce la fosforilacion de la pRB, con lo que se
mantiene una alta concentracion del complejo pRB+E2F, propiciando que la célula
se mantenga en arresto en la fase G1. Por otro lado, el incremento en la
concentracion de las proteinas p21¢"PYWAFL h27KIPL v 516K qumenta la union de
estas proteinas con las CDKs, con lo que se inhibe la actividad de las CDKs,
evitando el paso de la fase GO a la fase G1 y de la fase G1 a fase S del ciclo celular.
Ademas, el ALC disminuye la expresion de la proteina Bcl-2 con lo cual se
propicia el incremento de la actividad de la proteina Bax y con esto la apoptosis. El
aumento de la proteina p53, también induce supresion de la proteina Bcl-2. Lo
anterior junto con el incremento de la proteina Bax aumentan la potencia de la
proteina p53 para inducir apoptosis y modular el ciclo celular con mayor eficiencia.
Las lineas sélidas (—) indican in efecto significativo (P<0.5), las lineas punteadas
(e*+) indican un modesto efecto (P<0.5). Modificado de: Belury (2002).
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De los isomeros presentes en las mezclas sintéticas de ALC, los isomeros cis9, trans1ly
trans10, cis12 son los mas abundantes y se sabe que estos dos isomeros tienen diversa
actividad biolégica. Anteriormente se pensaba que el cis9, transll tenia principalmente
actividad anticancerigena, mientras que el isomero trans10, cis12 se creia que tenia una mayor
actividad sobre la composicion corporal (Park et al., 1999a). En la uUltima década sea
observado que el isdmero transl0, cisl2 tiene un mayor efecto anticarcinogénico que el
isomero cis9, trans1l (Yamasaki et al., 2002; Dauchy et al., 2004; Beppu et al., 2006). Sin
embargo, se ha observado que otros isdmeros como el trans9, trans11 han mostrado tener una
mayor actividad anticarcinogénica que los dos isdbmeros antes mencionados (Beppu et al.,
2006; Figuras 13 y 14).

H trans9, tras1l

M@ cis9, trans1l

% 1 b M transi0, cis12
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Figura 13. Viabilidad de células cancerigenas de colon incubadas con tres isomeros de ALC
(200 uM) durante 72 horas. La informacion de esta grafica representa la viabilidad
celular expresada como un porcentaje del tratamiento testigo, el cual tenia 100% de
viabilidad. Barras con diferente literal en el mismo tiempo de incubacion indica
diferencia estadistica (P<0.01). Adaptado de: Beppu et al. (2006).
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Figura 14. Fragmentacién de ADN (apoptosis) en células cancerosas de colon tratadas con tres
isdmeros de ALC (200 uM). La fragmentacién relativa fue asignada al tratamiento
testigo con un valor de 1. Literales diferentes sobre las columnas en el mismo
tiempo de incubacion indican diferencia estadistica (P<0.01). Adaptado de: Beppu
et al. (2006).

4.1.2.2. Actividad antiaterogénica

Los cambios que induce el consumo de ALC en los factores de riesgo cardiovascular,
tolerancia a la glucosa, niveles sanguineos de acidos grasos libres, triglicéridos, lipoproteinas
(de alta, HDL; baja, LDL; y muy baja densidad, VLDL), y metabolismo del higado son
controversiales. EI consumo de ALC puede afectar el metabolismo del higado y producir
efectos negativos en la homeostasis de la glucosa en roedores (Belury y Kempa-Steczko,
1997). Se ha observado que en ratones, hamsters y pollos, la adicién del isomero transl0,
cis12 en la dieta incrementa el tamafio del higado; dicho incremento es resultado de la
acumulacion de triglicéridos en éste 6rgano (Belury y Kempa-Steczko, 1997; DeLany et al.,
1999; Ohnuki et al., 2001b; Clément et al., 2002; Degrace et al., 2003; Cherian y Goeger,
2004; Poirier et al., 2005a; Arbonés-Mainar et al., 2006b; Kelly et al., 2006; Wilson et al.,
2006; Churruca et al., 2007; Liu et al., 2007; Park et al., 2007; Wendel et al., 2008; Halade et
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al., 2010; Figuras 15 y 16). Sin embargo, el consumo del isdbmero cis9, transll, no produce
cambios en el peso del higado, masa del tejido adiposo (Park et al., 1999a; Degrace et al.,
2003), o metabolismo de la glucosa (Riserus et al., 2002a; Wilson et al., 2006).

Figura 15. Incidencia de esteatosis hepatica en ratones libres de ApoE que fueron alimentados
con una dieta testigo (A y B), y dietas adicionadas con el isobmero cis9, transll (Cy
D) e isémero transl0, cisl2 (E y F). Fuente: Arbonés-Mainar et al. (2006b).
Reproducido con permiso del editor.
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Figura 16. Cambio del peso del higado y concentracion de triglicéridos en higado de ratones
C57BI/6j alimentados durante cuatro semanas con dos de los principales isémeros
del ALC. Los asteriscos indican una diferencia altamente (P<0.001) significativa.
Adaptado de: Degrace et al. (2003).

La hepatomegalia inducida por el isomero transl0, cisl2, est4 caracterizada por una
superexpresion de genes involucrados en el almacenamiento del lipidos (PPARYy, acido graso
sintasa, FAT/CD36, aP2; Clément et al., 2002; Degrace et al., 2003; Poirier et al., 2005a), y
de las enzimas que sintetizan los triglicéridos (diacilglicerol aciltransferasa; Degrace et al.,
2003; Figura 17), lo cual se traduce en un incremento en la sintesis de &cidos grasos y

capacidad de esterificacion (Degrace et al., 2004).

A pesar de los afectos negativos que produce el consumo del isémero trans10, cis12, se
ha encontrado que otros isomeros o mezcla de isomeros del ALC tienen efectos positivos en la
salud, lo cual ha despertado el interés por utilizarlos. Al alimentar conejos arterosclerdticos
(por induccién artificial) con dietas adicionadas con ALC (mezcla de isémeros cis9,
transl11:transl10, cis12= 1:1) se ha logrado reducir las lesiones arteroscleréticas (Kritchevsky
et al., 2000; Kritchevsky et al., 2002; Toomey et al., 2006), a pesar de observar un incremento
en el colesterol y una disminucién en las lipoproteinas de alta de densidad (Kritchevsky et al.,
2000) y lipoproteinas de baja densidad (Park et al., 1999a; Storkson et al., 2005).
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Figura 17. Expresion de genes que codifican la transcripcion del PPARY y acido graso sintasa
en ratones C57BI/j6 alimentados durante cuatro semanas con dietas que contenian
2% de aceite de girasol (testigo), 2% de aceite de girasol méas 0.4% de &cido
linoleico, 0.4% del isdbmero cis9, trans1l 6 0.4% del isdbmero transl10, cis12. Los
asteriscos indica diferencia altamente significativa (P<0.001) con respecto al testigo
en cada caso. Modificado de: Clément et al. (2002).

En ratones alimentados con dietas aterogénicas, la adicion de ALC (2.5 0 5 g kg™ PV)
reduce la concentracion de colesterol total y triglicéridos, e incrementa la concentracion de
HDL en plasma. Pero, a pesar de propiciar un perfil de lipoproteinas séricas menos
aterogénicas, en algunos estudios se ha encontrado que se incrementa la placa aterosclerdtica
arterial (Munday et al., 1999); mientras que en otros se ha visto que se disminuyen las
lesiones aterosclerdticas (Lee et al., 2005; Tommey et al., 2006; Figura 18). Al igual que en
conejos, en ratones también se ha reportado que el efecto del ALC depende de la
concentracion adicionada a la dieta, pues solo los ratones que consumieron una mayor
concentracion de ALC en la dieta (5 g kg™ de PV) no desarrollaron placa aterosclerética
(Munday et al., 1999). Por otro lado, en cerdos y humanos se ha observado una disminucion
del colesterol total y de las HDL, y una tendencia a incrementar los acidos grasos libres
(Mougios et al., 2001; Risérus et al., 2002a; Lauridsen et al., 2005).
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Figura 18. Lesiones aterosclerdticas en aorta de ratones ApoE”. Los ratones fueron
alimentados por 8 semanas con dietas aterogénicas (1% de colesterol), sin adicion
de acidos grasos (A), con adicion de 1% de grasa saturada (B) 6 1% de &cido
linoleico conjugado (cis9, transll y transl0, cis12; 0.80:0.20; C). Fuente: Toomey
et al. (2006). Reproducido con permiso del editor.

Tanto en conejos como en hamsters, la suplementacién de ALC (mezcla de los isdbmeros
cis9, transll y transl0, cis12) a la dieta reduce el colesterol total, las LDL y los triglicéridos,
y la formacion de la placa aterosclerdtica en la aorta (Lee et al., 1994; Lee et al., 1998;
Gavino et al., 2000; Wilson et al., 2000; Corino et al., 2002; Valeille et al., 2005; Navarro et
al., 2006). En ratas, se ha encontrado que el consumo de ALC disminuye el colesterol total
(Rahman et al., 2001b; Wang et al., 2006b), la concentracion de las HDL (Rahman et al.,
2001b), VLDL (Rahman et al., 2001a) y triglicéridos (Wang et al., 2006b). En pollos de
engorda, el consumo de dietas adicionadas con ALC disminuye la concentracion total del
colesterol y de las LDL (Simon et al., 2000). En humanos se han encontrado resultados
inconsistentes, algunos reportes indican que el consumo de ALC (mezcla de los isdmeros cis9,
transl12 y transl0, cis12) no afecta considerablemente la concentracion de colesterol total,
LDL, HDL vy trigliceridos (Berven et al., 2000; Benito et al., 2001; Risérus et al., 2001;
Smedman y Vessby, 2001; Petridou et al., 2003; Taylor et al., 2006); mientras que otros
reportan que el ALC puede reducir la concentracion del colesterol total, LDL, HDL,
triglicéridos y la relacion LDL:HDL (Blankson et al., 2000; Mougios et al., 2001; Noone et
al., 2002; Moloney et al., 2004).
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Los mecanismos de como el ALC disminuye la aterosclerosis no estan determinados,
pero se cree que es debido en parte a un cambio en el metabolismo de las lipoproteinas (Lee et
al., 1994), pues se ha visto que el consumo de ALC disminuye la concentracion de las
lipoproteinas de baja densidad por medio de la inhibicion en la secrecion de la apolipoproteina
B (Yotsumoto et al., 1999; Benito et al., 2001; Degrace et al., 2003; Figura 19) o por el
incremento en la tasa circulatoria de las LDL debido a un aumento en la actividad del receptor
para LDL (Grundy y Denke, 1990). También se ha propuesto que la disminucion del
colesterol sérico se debe parcialmente a que el ALC disminuye la absorcion intestinal del
colesterol (Yeung et al., 2000).

0.12 1
0.1 -
0.08 A
0.06 -

0.04 A

Apolipoproteina B (g L1)

0.02 A

Testigo cis9, trans11 trans10, cis12

Tratamiento

Figura 19. Concentracion plasmaética de la apolipoproteina B en ratones C57BI/6j alimentados
durante cuatro semanas con alguno de los isomeros del ALC. Diferente literal sobre
las columnas indican una diferencia altamente significativa (P<0.001). Adaptado
de: Degrace et al. (2003).

Otro posible mecanismo es que el ALC actia como un agente antiinflamatorio el cual
incrementa la expresion del PPARa y PPARY en la aorta, lo cual coincide con una reduccion
en la acumulacion de macrofagos y de la expresion de CD36, y de las citoquinas MMP-9 y
PECAM-1, y un incremento en la apoptosis, probablemente de macrofagos (Toomey et al.,
2006).
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Al analizar el efecto individual de los isdmeros cis9, transll y transl0, cisl2, se ha
encontrado que el isdbmero cis9, transll es el responsable de disminuir el desarrollo de la
aterosclerosis en ratones (Degrace et al., 2003; Arbonés-Mainar et al., 2006a) y hamsters
(Valeille et al., 2005). En ratones, ademas de disminuir el colesterol y los &cidos grasos no
esterificados (de Roos et al., 2005a; Arbonés-Mainar et al., 2006a), y los triglicéridos (Roche
et al., 2002; de Roos et al., 2005a), también incrementa la concentracion de la apolipoproteina
A-1y disminuye la estabilidad de la placa aterosclerética (Arbonés-Mainar et al., 2006a). Sin
embargo, al alimentar ratones diabéticos con ALC (0.9% en la dieta del isomero cis9, trans11)
solo se ha observado una disminucion en la concentracion de triglicéridos plasmaticos, sin
disminuir la aterosclerosis (Nestel et al., 2006); mientras que el isdmero transl0, cisl2
incrementa el colesterol total, las HDL, triglicéridos, acidos grasos no esterificados (Akahoshi
et al., 2003; de Roos et al., 2005a; Arbonés-Mainar et al., 2006a) y reduce la apolipoproteina
A-1, ademas de que incrementa la lesiones ateroscleréticas en la aorta (de Roos et al., 2005a;
Arbonés-Mainar et al., 2006a). Aunque se ha observado un aumento en la concentracién de
HDL en los animales que consumieron el isomero trans10, cis12, éstas tienen modificada su
composicion, ya que en su estructura, en lugar de contener apolipoproteina A-I, contienen la
apolipoproteina A-Il la cual se ha visto que esta positivamente correlacionada (r=0.68;
p<0.001) con la formacion de la placa aterosclerotica (Arbonés-Mainar et al., 2006b). Por otro
lado, en hamsters se ha encontrado que la adicién del isomero cis9, trans11 a la dieta no afecta
la concentracion de colesterol total, y ninguna de las lipoproteinas en sangre (VLDL, LDL,
HDL), pero al adicionar el isomero transl0, cis12 o una mezcla de ALC (isébmeros cis9,
transl12 y transl0, cis12) se disminuye la concentracion de LDL, HDL (de Deckere et al.,
1999; Wilson et al., 2006), colesterol total y triglicéridos (Gavino et al., 2000; Wilson et al.,
2006). Sin embargo, al alimentar a hamsters con dietas aterogénicas adicionadas con el
isébmero cis9, transl1l, la relacion entre las lipoproteinas se ve mejorada (Valeille et al., 2005).
En humanos, se ha reportado que el isébmero trans10, cis12, incrementa la concentracion de
triglicéridos, la relacion colesterol total:HDL y LDL:HDL (Tricon et al., 2004a; Thijssen et
al., 2005). Los resultados obtenidos en humanos y animales indican que los efectos del ALC
sobre los marcadores aterosclerdticos dependen de la especie, estado fisioldgico del individuo,

concentracion y tipo de isomero del ALC usado, y del tiempo de consumo.
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4.1.2.3. Actividad antidiabetogénica

La diabetes puede ser causada por insuficiencia en la produccion de insulina (tipo 1), por
resistencia a la insulina (tipo 2) o por ambas. La diabetes tipo 2, estd asociada con la
inactividad fisica, pobre nutricion, y obesidad; esta caracterizada por tener alterada la accion
de la insulina (resistencia a la insulina), o por tener alterada la funcién o secrecion de insulina
de las células B del pancreas. La resistencia a la insulina se desarrolla cuando los tejidos no
responden a la concentracion normal de insulina presente en la circulacion sanguinea. La baja
sensibilidad de los tejidos a la accion de la insulina limita la disponibilidad de glucosa para el
masculo o tejido graso, por lo que, para mantener la homeostasis de la glucosa, las células f3
del pancreas responden secretando mas insulina, lo cual finalmente resulta en agotamiento,

descompensacién y falla (Aminot-Gilchrist y Anderson, 2004).

La resistencia a la insulina es una de las principales anormalidades de los individuos con
Diabetes mellitus tipo 2, y es considerada como el enlace entre la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares (Wilson et al., 2005). La resistencia a la insulina es uno de los mejores
predictores para diagnosticar el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, aterosclerosis,
disfuncion endotelial e incremento en el riesgo de trombosis (Fontbonne y Eschwege, 1991).
Lo anterior es debido a que los individuos con resistencia a insulina comdnmente presentan
concentraciones elevadas de triglicéridos, colesterol, LDL y baja concentracién de HDL
(Reusch, 2002).

Algunos de los estudios realizados en ratas han reportado que el ALC tiene efectos
antidiabéticos (Houseknecht et al., 1998; Ryder et al., 2001; Evans et al., 2002; Akahoshi et
al., 2003; Noto et al., 2007), por lo cual se ha especulado que el consumo de ALC pudiera
ayudar a prevenir o tratar la diabetes tipo 2 en humanos. Houseknecht et al. (1998)
encontraron que el ALC (mezcla) normaliza la tolerancia a la glucosa, mejora la
hiperinsulinemia y disminuye la circulacién de acidos grasos libres en ratas Zucker
prediabéticas. Por otro lado, Ryder et al. (2001), usando la misma linea genética de ratas,
encontraron que el ALC (mezcla) ademas de disminuir la grasa corporal, mejoraba la
tolerancia a la glucosa; y que esta mejora se debia principalmente a la accion del isomero

trans10, cis12. Ademas de mejorar la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina, el
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ALC mantiene el tamafio del pancreas y de los islotes sin cambio e incrementa la expresion
del transportador de glucosa 4 (GLUT4; Noto et al., 2007). Por otro lado, se ha reportado que
el isdbmero cis9, transll es el responsable de disminuir la concentracion de glucosa e
incrementar la sensibilidad a la insulina (Akahoshi et al., 2003; Wilson et al., 2006; Choi et
al., 2007; Moloney et al., 2007; Figura 20).
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Figura 20. Concentracion de glucosa e insulina en suero de ratas Sprague-Dawley alimentadas
con dietas adicionadas con ALC. Las dietas fueron adicionadas con 1% de aceite de
canola alto en &cido linoleico, ALC ajustado para que proporcionara 0.4% del
isdbmero cis9, trans11 o trans10, cis12, y para que la mezcla de ALC proporcionara
0.35% de cada uno de los isomeros. Literales diferentes en las concentraciones de
glucosa o insulina indican diferencias significativas (P<0.05). Adaptado de:
Akahoshi et al. (2003).

Sin embargo, en estudios realizados con ratones se han encontrado resultados
controversiales. Por un lado, se reporta que el ALC (mezcla o el isébmero transl0, cis12)
disminuye la tolerancia a la glucosa y provoca hiperinsulinemia en ratones C57BL/6j
(Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Clément et al., 2002; Halade et al., 2010) y ratones
deficientes de leptina (ob/ob; Wargent et al., 2005); por otro lado, se ha observado que el ALC
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(mezcla o el isdbmero cis9, trans11l) mejora la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la
insulina en ratones diabéticos (db/db; Hamura et al., 2001) y ratones deficientes de leptina
(ob/ob; Wargent et al., 2005; Moloney et al., 2007). Esta mejora en la tolerancia a la glucosa
al parecer es debido a que el isomero cis9, trans1l incrementa la expresion del transportador
GLUT4 (Moloney et al., 2007; Figura 21).
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Figura 21. Efecto del isdbmero cis9, transll en la expresion del transportador de glucosa
GLUT4 en adipocitos 3T3-L1. El asterisco indica diferencias significativas entre
tratamientos. Modificado de: Moloney et al. (2007).

Asi como en ratas, en ratones se ha observado que el isdmero cis9, transll es el
responsable de disminuir la concentracion de glucosa e incrementar la sensibilidad a la
insulina; mientras que el isdmero trans10, cis12 incrementa la concentracion de glucosa, pero
no altera la sensibilidad a la insulina (de Roos et al., 2005b; Cuadro 2). Sin embargo, aunque
se ha reportado que el isdbmero transl0, cisl2 aumenta la resistencia a la insulina, se ha
observado que este incremento solo se da en las primeras semanas de suplementacion y

mejora después de 10 semanas de consumo (Wargent et al., 2005).
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Cuadro 2. Concentracion de glucosa e insulina en ratones Knockout alimentados con una dieta
alta en grasa y colesterol, adicionada con 1% de acido linoleico (testigo), 1% del

isdbmero cis9, trans12, 6 1% del isémero trans10, cis12.

Testigo cis9, trans1l trans10, cis12
Glucosa, mmol L™ 17.3 14.4* 22.6*
Insulina, pmol L™ 295.7 217.8* 304.5

* indica diferencia estadistica (P<0.05) con respecto al testigo. Fuente: de Roos et al. (2005b).

Aunque en animales el ALC mejora la sensibilidad a la insulina, en humanos su efecto es
controversial. Lo anterior es debido a que en algunos estudios no se ha observado que el
consumo de ALC (mezcla) mejore la sensibilidad a la insulina o la concentracion de glucosa
en sujetos sanos u obesos (Noone et al., 2002; Risérus et al., 2002a; Moloney et al., 2004); sin
embargo, se ha encontrado que el isémero transl0, cis12 disminuye la sensibilidad a la
insulina, lo cual resulta en elevadas concentraciones de insulina (Risérus et al., 2002a,b) y
glucosa en plasma (Risérus et al., 2002b; Tricon et al., 2004a; Cuadro 3). Por otro lado, se ha
encontrado una mejora en la sensibilidad a la insulina en sujetos sedentarios (Eyjolfson et al.,
2004).

Cuadro 3. Cambios en la sensibilidad a la insulina, concentracion de insulina y glucosa a partir

de las concentraciones basales hasta las 12 semanas de suplementacion.

Testigo cis9, trans1l trans10, cis12
Sensibilidad a la insulina, mg kg™ min™ 0.44 -0.05 -0.55*
Insulina, pmol L™ 5.52 4.8 14.4%
Glucosa, mmol L™ -0.14 0.01 0.21%

* indica diferencia estadistica (P<0.05) con respecto al testigo; 1 indica diferencia estadistica (P<0.05) entre
todos los tratamientos; } indica diferencia estadistica (P<0.001) con respecto al testigo. Adaptado de: Risérus et
al. (2002b).

Se cree que uno de los mecanismos por el cual el ALC incrementa la sensibilidad a la
insulina es por su capacidad para activar los receptores activados por proliferadores de

peroxisomas gamma (PPARy) y alfa (PPARa), los cuales se ha reportado que contribuyen a
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aumentar la sensibilidad a la insulina al igual que los sensibilizadores usados clinicamente
(Thiazolidinedionas o rosiglitazona; Wargent et al., 2005; Moloney et al., 2007). Pero este
efecto también puede ser explicado por otros mecanismos, como la disminucién en la
infiltracion de macréfagos y eliminacién del perfil inflamatorio (TNFa, IL6, NF kB, IkBa,
MCP-1, MIF) en el tejido graso y hepatico (de Roos et al., 2005b; Moloney et al., 2007;
Halade et al., 2010), los cuales pudieran tener un efecto indirecto, debido a que una
proporcion de sus efectos antidiabéticos pueden ser atribuidos a su efecto sobre el
metabolismo de los lipidos y carbohidratos en el higado (Evans et al., 2002; Xu et al., 2003;
Wargent et al., 2005; Jourdan et al., 2009), incluyendo su efecto sobre la oxidacion de los
acidos grasos, lipolisis, lipogénesis de novo, y de la expresion de enzimas involucradas en el
metabolismo de los lipidos (Evans et al., 2002; Akahoshi et al., 2003).

El mecanismo de cdmo el ALC induce resistencia a la insulina puede ser explicado por el
incremento en la B-oxidacion de los &cidos grasos, el tiempo de consumo, y también puede
estar ligado a los efectos que ejerce sobre la produccién de adiponectinas y citoguinas. El
aumento de la B-oxidacién de los &cidos grasos mejora moderadamente la tolerancia a la
glucosa (Dumke et al., 2000; de Roos et al., 2005b; Halade et al., 2010). Se ha observado que
el ALC incrementa la resistencia a la insulina en sujetos normales, pero la mejora en sujetos
obesos. Lo anterior puede ser debido a que al consumir ALC primero se genera resistencia a la
insulina seguido por una mejoria en la sensibilidad a esta hormona (O’Hagan y Menzel, 2003;

Wargent et al., 2005).

Adicionalmente, se ha observado que el ALC reduce la actividad y expresion del
transportador de glucosa 4 (GLUT4), especialmente por el isomero transl0, cisl2, pero es
corregido por el isomero cis9, transll (Takahashi et al., 2002a; Pariza et al., 2003). La
disminucion del GLUT4 esté regulada en parte por el factor nuclear-kB (NF kB), y por la
proteina cinasa que activa la mitogénesis, o por un mecanismo extracelular que es estimulado
por cinasas (Chung et al., 2005). También se ha propuesto que el incremento en la
concentracion de la insulina en sangre puede deberse a que el ALC induce hiperplasia de las
células beta del pancreas (Poirier et al., 2005b).
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Por otro lado, se ha propuesto que la leptina puede explicar la diabetes inducida por el
ALC (Yamasaki et al., 2000a; Takahashi et al., 2002a; Yamasaki et al., 2003a; Wendel et al.,
2008). Lo anterior es debido a que la leptina tiene una funcién importante en la homeostasis
de la glucosa, y su disminucion podria modificar la sensibilidad a la insulina (Kamohara et al.,
1997; Burcelin et al., 1999; Poirier et al., 2005b; Pérez-Matute et al., 2007), pues se ha visto
que los niveles de glucosa disminuyen inmediatamente después tratar con leptina a ratones
ob/ob por 4 semanas (Wendel et al., 2008). También se ha reportado que al alimentar ratones
con dietas adicionadas con ALC, los niveles de adiponectina y leptina disminuyen
drasticamente, incrementandose la reaccion inflamatoria, seguida por un aumento en la
resistencia a la insulina (Poirier et al., 2005b; Poirier et al 2006). Sin embargo, los resultados
son inconsistentes, ya que mientras en estudios realizados en ratones (Tsuboyama-Kasaoka et
al., 2000; Clément et al., 2002; Roche et al., 2002; Poirier et al., 2005b) y humanos (Risérus
et al., 2002a,b; Risérus et al., 2003; Risérus, 2006) han encontrado que el ALC induce
hiperinsulinemia o resistencia a la insulina, en ratas diabéticas el ALC restablece la tolerancia
a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en musculo (Houseknecht et al., 1998; Ryder et al.,
2001; Henriksen et al.,, 2003). Probablemente, en estos ultimos casos el efecto
antidiabetogénico del isobmero transl10, cis12 primero esté asociado a la disminucion de las
reservas grasas en el musculo, y posteriormente en mejorar la utilizacién de la glucosa. En
ratas, se ha reportado que el consumo de ALC (mezcla) incrementa la adiponectina y una
adipoquina (Nagao et al., 2003b). Pero el isomero cis9, trans11 es el responsable de aumentar
la sensibilidad de los receptores 1 (AdipoR-1) y 2 (AdipoR-2) para adiponectina, lo cual
resulta en una mayor activacion del ligando PPARa y en la oxidacion de los acidos grasos
(Choi et al., 2007). El efecto sobre la sensibilidad a la insulina que tiene la adiponectina esta
mediado por el incremento en la oxidacion de los &cidos grasos, el cual mejora la sensibilidad
a la insulina (Nagao et al., 2003b). Por otro lado, en ratones se ha reportado que el consumo
del isdmero trans10, cis12 disminuye rapidamente los niveles de adiponectina plasmatica lo
cual coincide con el desarrollo temprano de la diabetes lipoatrofica (Poirier et al., 2005b; Liu
et al., 2007). De acuerdo a lo anterior, se puede decir que el isomero trans10, cis12, puede
tener diferentes efectos en la homeostasis de la glucosa dependiendo de la especie o el estado

metabolico de los animales (Quignar-Boulangé et al., 2007).

34



4.1.2.4. Actividad sobre la composicion corporal

A finales de los afios 90’s, Park et al. (1997), Park et al. (1999b), DeLany y West (2000)
y Stangl (2000) observaron que el ALC afecta la acumulacion de tejido graso y magro en
roedores. Este efecto fue atribuido al isdmero trans10, cis12 del ALC (Park et al., 1999a;
Gavino et al., 2000; Evans et al., 2001; Brandebourg y Hu, 2005; Halade et al., 2010);
posteriormente, se encontrd que la reduccion en la acumulacion de tejido graso se debia
principalmente a la disminucién en el tamafio de los adipocitos (Azain et al., 2000; Evans et
al., 2000; Brown et al., 2004; Sun et al., 2004; Corino et al., 2005; Figura 22), y que ese
efecto es mayor en hembras que en machos (Azain y Chi, 2001), debido a que disminuye en

mayor medida el tamafio de los adipocitos (Corino et al., 2005; Figura 23).
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Figura 22. Distribucién del tamafio de los adipocitos en la grasa retroperitoneal de ratas
alimentadas durante 5 semanas con dietas adicionadas con 0, 0.25 6 0.50% de ALC.
Literales diferentes dentro del mismo rango de tamafio celular indica diferencia
significativa (P<0.05). Adaptado de: Azain et al. (2000).

Al igual que en roedores, los primeros reportes de las investigaciones sobre el efecto del

ALC en cerdos se publicaron al final de los afios 90’s; el objetivo de estos trabajos fue
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verificar los resultados obtenidos en roedores, y determinar si el ALC podia de ser usado
como un aditivo para disminuir el contenido de grasa e incrementar la cantidad de tejido
magro en la canal de los cerdos sin afectar el comportamiento productivo (Dugan et al., 1997;
Eggert et al., 1999; Ostrowska et al., 1999; O’Quinn et al., 2000; Eggert et al., 2001).
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Figura 23. Disminucion en el tamafio y nimero de adipocitos en cerdos alimentados con una
dieta con base maiz-cebada-pasta de soya suplementada con 0.75% de ALC. Area
promedio = 360,522 um. Adaptado de: Corino et al. (2005).

Los experimentos realizados para determinar el efecto del ALC sobre la composicién
corporal de los animales han mostrado que el ALC tiene diferente efecto antiadipogénico entre
especies y lineas genéticas. Los ratones responden mejor al ALC, ya que con sélo 0.5% de
ALC en la dieta se puede reducir entre 40 y 80% el tejido adiposo (Wang y Jones, 2004). Por
otro lado, en ratas también se ha observado una disminucion en el tejido graso, pero con
mayor cantidad de ALC en la dieta y con un menor efecto; pero este efecto sélo se ha

observado en ratas en crecimiento (Poulos et al., 2001; Rahman et al., 2001a; Mirand et al.,

36



2004). Ademas, en ratas genéticamente obesas (Zuker) se ha observado que la suplementacion
con 0.5% de ALC por cinco semanas incrementa el tejido graso (Sisk et al., 2001). En cerdos,
se ha observado que efecto del ALC sobre la grasa corporal es menor al observado en
roedores; ademas de obtenerse resultados inconsistentes (Cuadro 4).

Las causas aparentes por las cuales se ha observado variacion en el efecto del ALC sobre
la grasa de la canal son: 1) La fuente de ALC, 2) Contenido de grasa en la dieta, 3) Sexo, 4)
Geneética (potencial magro), y 5) Duracion y cantidad consumida del ALC (Azain, 2003). Sin
embargo, el contenido de grasa en la dieta y la cantidad de grasa de la canal de los cerdos
pueden explicar la variacién del efecto del consumo de ALC sobre el contenido de grasa en la
canal. EI ALC disminuye el grosor de la grasa subcutanea cuando a la dieta se le adiciona sélo
una pequefia cantidad o nada de grasa, y cuando los cerdos tienen més de 23 mm de espesor
de grasa subcutanea (Azain, 2004). Con respecto a las dos afirmaciones anteriores, hay
evidencia que muestra que cuando los cerdos son alimentados con dietas adicionadas con
ALC y que contienen 2% de grasa total, el grosor de grasa subcutanea disminuye en 11%,
mientras que cuando son alimentados con dietas con 5% de grasa total, el efecto del ALC
sobre el grosor de la grasa subcutanea no es significativo (Dugan et al., 2001). Con respecto al
grosor de la grasa y el sexo de los cerdos, se ha encontrado que en cerdos machos castrados el
ALC disminuye en 10.8% el grosor de la grasa dorsal cuando éstos tienen un mayor grosor de
grasa (26 mm); mientras que en cerdas (20 mm) el ALC no disminuye la grasa dorsal
(Tischendrof et al., 2002a). El efecto del grosor de la grasa dorsal de los cerdos puede
confundirse por el efecto del sexo, debido a que generalmente la canal de los machos
castrados contiene mas grasa que la de las hembras (Azain, 2004). Sin embargo, cuando el
grosor de la grasa dorsal es menor en la canal de machos castrados con respecto al de las
hembras, el efecto del ALC sobre el grosor de la grasa dorsal es mas evidente en las hembras
(Corino et al., 2008); es decir, el efecto anti-adipogénico del ALC es mayor en cerdos con mas

depdsitos grasos que en cerdos magros (Azain, 2003) sin importar el sexo (Bee, 2001).
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Cuadro 4. Efecto del consumo del acido linoleico conjugado en la composicion de la canal de cerdos y respuesta productiva.

Referencia Sexo Peso, kg Fuente del ALC  Base de la dieta Cantidad de ALC kg'* Respuesta

Dugan et al. (1997) Hembras y 61-106 CLAS50 Trigo-cebada-Pasta de soya — 20 g de ALC kg 7% menos grasa subcutanea, 2%
machos castrados canola, sin adicion de grasa mas carne magra, mejor

eficiencia alimenticia.

Eggert et al. (1999) Hembras de dos 23 - 46, CLA 60 Maiz-pasta de soya 10gde ALCvs. 10gde  Disminucion de la grasa dorsal e
lineas genéticas 68, 91, aceite de girasol kg™ incremento de contenido magro
diferentes 114, 136 en la canal por efecto del

genotipo.

Ostrowska et al. (1999) Hembras 57 - 107 CLA55 Trigo-pasta de soya-chicharo- ~ 0a 10 g de ALC kg™ 20% menos grasa subcutanea, 8%
harina de sangre, con 20% de mas carne magra, 6% mejor
aceite de soya eficiencia alimenticia.

Sparks et al. (1999) 287-115 CLA60 - 1259 de ALC kg™ Disminucion linear de la grasa
dorsal, Incremento cuadratico de
la eficiencia alimenticia

O’Quinn et al. (2000)

Exp.1 Machos 38-106  Aceite de madera Maiz-pasta de soya, sin 0vs.5gde ALC kg* Sin cambio en el contenido de
castrados modificado vs. adicion de grasa grasa.
CLA 60
Exp.2 Machos 33-119 Aceite de madera  Maiz-pasta de soya, sin 0 a 10 g de aceite de 5% menos grasa subcutanea, 1%
castrados modificado adicion de grasa madera modificado kg mas tejido magro en la canal.

Bee (2001) Hembras y 70-98 SELIN™-CLA Trigo-cebada-avena, sin 20 g de manteca de Sin cambio en la cantidad total de

machos castrados (60%) adicion de grasa cerdovs. 20 g ALC kg grasa de la canal, 21% menos

grasa subcutanea a nivel del

musculo Longissimus dorsi.
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Continuacion...

Referencia Sexo Peso, kg Fuente del ALC  Base de la dieta Cantidad de ALC kg™ Respuesta
Dungan et al. (2001) Machos 35-115 CLA(650gkg?) Trigo-cebada-pasta de soya 6 dietas [tres niveles de 6.6% menos grasa subcutanea,
castrados ALC (0,25y5gkgh)y mayor incremento de tejido
dos de grasa total en la magro en cerdos alimentados con
dieta (20 y 50 g1)] la dieta baja en grasa.
Eggert et al. (2001) Hembras 75-120 CLAG60 Maiz-pasta de soya 10 g aceite de girasol vs.  Sin cambio en la cantidad de
10 g ALC kg™* grasa subcuténea.
Ramsay et al. (2001) Hembras y 20-55 CLA (670 gkg') Maiz-pasta de soya-leche 0,25,5,10y20gde Incremento de la grasa
machos castrados descremada ALC kg* subcutanea con 2.5y 5 g de ALC
kg.
Thiel-Cooper Machos 26 - 114 CLA 60 Maiz-pasta de soya; sin Cinco dietas (0—-10g Incremento linear en GDP y
et al. (2001) castrados adicion de grasa ALC kg™t eficiencia alimenticia,
Disminucion cuadratica de la
grasa subcutanea.
Tischendorf Hembras y 24-120 CLA (550 g kg™') Cebada-pasta de soya 20 g aceite de colza vs. Incremento del 2% en el
et al. (2002a) machos castrados 20 g ALC kg™ porcentaje de carne magra en la
canal; disminucién en 11% la
grasa dorsal en machos castrados.
Wiegand et al. (2001) Machos 40-106 CLAG60 Maiz-pasta de soya 12.5g ALC kg* Disminucion de 17% de la grasa
castrados dorsal.
Waylan et al. (2002) Machos 45-115  Aceite de madera  Maiz-pasta de soya; sin 0 vs. 5 g de aceite de Disminucion en 6% de la grasa
castrados modificado adicion de grasa madera modificado kg™ subcuténea.
Wiegand et al. (2002) Machos 20-115 CLA®60 Maiz-pasta de soya; sin 0vs.7.5gALC kg™ 14% de disminucidn en la grasa
castrados adicion de grasa subcutanea en los dias 29 y 56 d y

20% al dia 87.
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Continuacion...

Referencia Sexo Peso, kg Fuente del ALC  Base de la dieta Cantidad de ALC kg™ Respuesta
Averette-Gatlin Hembras 49-113 CLAG60 Maiz-pasta de soya; 0 vs 40 g 0vs. 10 g ALC kg de Sin cambio en la grasa
et al. (2002) de grasa adicional kg™ aceite de maiz subcutanea, pero mejoro el
marmoleo.
Sun et al. (2004) Machos 64— 99 CLA (680 gkg?) Maiz-pasta de soya-trigo 40 g aceite de soya, Disminucion del consumo de
castrados 20/20 g aceite de alimento, mejoramiento de la
soya/ALC y 40 g ALC eficiencia alimenticia, 10%
kg™ menos grasa dorsal.
Lauridsen et al. (2005) Machos 40 - CLA 60 Cebada-trigo-pasta de soya 5 g aceite de girasol vs. Sin efecto sobre la grasa dorsal o
castrados 100,130 5gde ALC kg™ calidad de la canal.
Corino et al. (2008) Hembras y 105-153 CLAS0 Maiz-cebada-trigo-pasta de 0y75gkg™ Efecto de sexo en el contenido de
machos castrados soya tejido magro. Mayor disminucién
de la grasa dorsal en hembras,
debido a su mayor adiposidad
comparado con los machos.
Martin et al. (2008b) Hembras 70 - 107 CLA 60 Cebada-trigo-pasta de soya, 0,10y 20 gde ALC kg™  Sin efecto sobre la grasa dorsal,
con bajo o alto contenido de pero incremento de la grasa
acidos grasos monoinsaturados intramuscular.
Intarapichet et al. (2008) Hembrasy 60 - CLA 30 Arroz-pasta de soya-harinade 5y 20 gde ALC kg™ 37% menos grasa en lomo, sin
machos castrados sangre; con 2% de aceite de cambio en el jamon.
palma
Larsen et al. (2009) Machos 55- 113 CLA 60 Maiz-pasta de soya 0vs.12.5gde ALC kg  Sin cambio en la grasa
castrados subcutanea, mejora de la firmeza

del tocino.
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Ademas de reducir la acumulacién de tejido graso, el ALC también afecta el perfil de
acidos grasos en los diferentes tejidos (Simon et al., 2000; Ramsay et al., 2001; Ostrowska et
al., 2003; Cherian y Goeger, 2004; King et al., 2004; Gottsche y Straarup, 2006; Kelly et al.,
2006; Larsen et al., 2009). El consumo de ALC incrementa la cantidad de acido palmitico,
estearico y palmitoleico, y disminuye la concentracion de acido araquidonico, acido linoleico
y acido oleico en la grasa (Sugano et al., 1997; Du et al., 2000; Wiegand et al., 2002;
Ostrowska et al., 2003; King et al., 2004; Kelly et al., 2006; Intarapichet et al., 2008; Larsen
et al., 2009), cambiando con esto la composicién del perfil de &cidos grados hacia un perfil de
acidos grasos més saturados (Kramer et al., 1998; O’Quinn et al., 2000; Simon et al., 2000;
Eggert et al., 2001; Ramsay et al., 2001; Thiel-Cooper et al., 2001; Szymczyk et al., 2001;
Cherain et al., 2002; Smith et al., 2002; Tischendorf et al., 2002b; Mir et al., 2003; Ostrowska
et al., 2003; Cherian y Goeger, 2004; Sun et al., 2004; Dunshea et al., 2005; Lauridsen et al.,
2005; Kelly et al., 2006; Larsen et al., 2009). Generalmente la incorporacion de ALC es
mayor en tejidos con alto contenido de lipidos neutros (triglicéridos) que en fosfolipidos
(Kramer et al., 1998; Santora et al., 2000; Gottsche y Straarup, 2006; Kelly et al., 2006; Lund
et al., 2006); es decir; es més dificil que el ALC se incorpore en 6rganos con alta proporcion
de fosfolipidos como el bazo 6 higado (Kelly et al., 2006).

Los mecanismos por los cuales el ALC regula la composicion corporal no estan bien
determinados, pero se ha visto que el ALC (mezcla de isdémeros de ALC (cis-9, transll y
trans10, cis12) y el isbmero trans10, cis12) puede regular el metabolismo del tejido adiposo al
inhibir su formacion por el blogueo de las enzimas responsables de la acumulacion de lipidos,
como son: la glicerol-3-fostafo deshidrogenasa (Brodie et al., 1999; Brandebourg y Hu, 2005),
la &cido graso sintasa, la acetil-CoA carboxilasa (Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Corino et
al., 2003; Wang et al., 2006b; Liu et al., 2007; Corl et al., 2008), la estearoil-CoA desaturasa
1 (Lee et al., 1998; Choi et al., 2000; Smith et al., 2002), la lipoproteina lipasa (Park et al.,
1997; McNeel y Mersmann, 2003; Xu et al., 2003; Liu et al., 2007; Corl et al., 2008), y la
fosfatidato fosfohidrolasa (Rahman et al., 2001b), ademas de incrementar la lipolisis; este
aumento puede ser explicado por una mayor actividad de la enzima carnitina-
palmitoiltransferasa en el tejido graso y masculo esquelético (Park et al., 1997; Park et al.,
1999b; Martin et al., 2000; Whigham et al., 2000; Rahman et al., 2001a; Rahman et al.,
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2001b; Wang et al., 2006b), haciendo que haya mayor disponibilidad de energia (West et al.,
1998; Martin et al., 2000; West et al., 2000; Ohniki et al., 2001a,b; Trepstra et al., 2002;
Wahle et al., 2004; Choi et al., 2007; Park y Pariza, 2007). También se ha propuesto que el
isomero transl10, cisl2, al disminuir la expresion de la lipoproteina lipasa disminuye el
ingreso Yy utilizacion de los &cidos grasos exogenos y glucosa en los preadipocitos, limitando
con esto el sustrato para sintetizar y acumular triglicéridos (Park et al., 1997; Park et al.,
1999a; Evans et al., 2000; Evans et al., 2001; Lin et al., 2001; Brown y Mclintosh, 2003;
Figura 24).

Por otro lado, se ha visto que el isdmero trans10, cis12 inhibe en forma dependiente a su
concentracion, la proliferacion y diferenciacion de los preadipocitos mediante un mecanismo
que disminuye la expresion del PPARY (Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Evans et al., 2001;
Brandebourg y Hu, 2005) de la proteina de union al elemento regulador de esteroles 1c
(SREBP-1c; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Roche et al., 2002; Brandebourg y Hu, 2005),
de la proteina alfa unida a incrementadores CCAAT (C/EBPa) y de la proteina de union de los
acidos grasos (a2P; Brodie et al., 1999; Evans et al., 2001; Clément et al., 2002; McNeel y
Mersmann, 2003), los cuales también son necesarios en la adipogénesis (Brodie et al., 1999;
Brandebourg y Hu, 2005). Ademas, se ha reportado que el ALC (mezcla de cis9, transll y
trans10, cis12 o solo el isomero y transl0, cis12) induce apoptosis en el tejido adiposo, con
lo cual se reduce la masa y numero de los preadipocitos y adipocitos (Brodie et al., 1999;
Evans et al., 2000; Miner et al., 2001; Corino et al., 2005; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000;
Liu et al., 2007; Figura 25). Dicha apoptosis puede ser explicada por el incremento en la
fragmentacion del ADN (Hargrave et al., 2004), probablemente debida al aumento en la
expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la proteina desacopladora 2 (UCP2;
Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Ryder et al., 2001; Takahashi et al., 2002a; Wang et al.,
2006b).
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Figura 24. Posibles mecanismos por los cuales el isdmero trans10, cis12 puede disminuir la
acumulacién de triglicéridos en los (pre)adipocitos diferenciados. EI ALC ingresa a
la célula por un mecanismo de transporte desconocido. Mecanismo 1: el ALC
puede ser esterificado en las gotas de lipidos ricos en triglicéridos, en donde
probablemente tiene una pequefia funcién regulatoria y pudiera potencialmente
incrementar la acumulacion de triglicéridos. Mecanismo 2: el ALC puede
esterificarse en la doble membrana de fosfolipidos en donde pudieran afectar la
fluidez de la membrana y las cascadas de sefiales de transduccion asociadas a la
membrana. Mecanismo 3: el ALC puede alterar la abundancia o actividad de un
factor de transcripcion no identificado (TFX), lo cual resulta en una represion
transcripcional del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas
(PPARY) y regulacion a la baja de la lipasa lipoproteica (LPL), proteina unidora del
acil-CoA (ACBP), proteina unidora de los acidos grasos del adipocito (aP2), el
transportador de glucosa 4 (GLUT4) estimulado por insulina y leptina. Ademas de
la alteracion de la actividad o abundancia del TFX, el ALC disminuye la expresion
de la estearoil-CoA desaturasa (SCD-1), y la acetil-CoA carboxilasa (ACC), lo cual
posiblemente es independiente de la habilidad del ALC para disminuir las sefiales
del PPARy. Por la regulacion a la baja del GLUT4, ACC y SCD-1, el ALC
disminuye la captacion de glucosa por estimulacion de la insulina, sintesis de la
malonil-CoA, y la sintesis de oleato, respectivamente, disminuyendo
colectivamente la sintesis de novo de acidos grasos. La disminucién del malonil-
CoA podria perjudicar la elongacion de los acidos grasos (AG) a &acidos grasos
insaturados de cadena larga, limitando su disponibilidad para la produccion de
eicosanoides y la sefializacion celular, incluyendo la activacion del PPARy. La
regulacion a la baja de LPL, ACBP, y aP2 disminuye la captacion de AG y altera
su circulacion intracelular para disminuir su esterificacion a triglicéridos.
Alternativamente, el ALC provoca alteraciones en el metabolismo de los AG
pudiendo disminuir la sintesis de ligandos enddgenos (eicosanoides) por el TFX o
el PPARYy. Fuente: Brown y McIntosh (2003). Reproducido con permiso del editor.
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Figura 25. Apoptosis inducida por el consumo de ALC en tejido adiposo. Los nucleos estan
teflidos de rojo, los nucleos apoptéticos estan teflidos de verde. Estas
microfotografias son representaciones de tejido adiposo blanco y tejido adiposo
café. Fuente: Tsuboyama-Kasaoka et al. (2000). Reproducido con permiso del
editor.

Adicionalmente, se ha visto que el isdbmero trans10, cis12 induce parcialmente lipélisis
por la supresion en la expresion de la perilipina (proteina presente en las gotas lipidicas que
ayuda a movilizar y acumular lipidos) disminuyendo con esto el almacenamiento de
triglicéridos. La eliminacion de la perilipina reduce la masa grasa, incrementa la lipdlisis
basal, y altera la morfologia de las gotas lipidicas (Figura 26), lo que termina en una
disminucion del tamafio de los adipocitos (Chung et al., 2005; Figura 27).
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Figura 26. Cambios morfoldgicos inducidos por el isémero transl10, cis12 en los adipocitos,
por medio de la regulacion a nivel transcripcional, traslacional y postranscripcional
de las proteinas asociadas a las gotas lipidicas. En condiciones normales (no
lipoliticas) la perilipina se expresa exclusivamente en los adipocitos maduros, y
sirve como barrera para proteger a las gotas lipidicas de la hidrélisis producida por
la lipasa sensible a hormonas (HSL). La suplementacién prolongada con el isbmero
trans10, cis12 cambia la morfologia del adipocito al promover el desarrollo de
numerosas gotas lipidicas pequefias cubiertas con la proteina relacionada con la
diferenciacion del adipocito (ADRP). El isémero translO, cisl2 induce la
fosforilacion de la perilipina, lo cual provoca el movimiento de la perilipina de la
superficie de las gotas lipidicas al citosol y asi se incrementa la susceptibilidad a la
hidroélisis por la lipasa(s), resultando en un incremento en la lipdlisis basal. El
remplazo de la perilipina por la ADRP como proteina que cubre a las gotas lipidicas
por efecto del ALC, es resultado de la accion combinada de la represion a nivel
transcripcional de la perilipina 'y de la HSL, y la activacion traslacional de la ADRP
en una forma dependiente del blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR).
Fuente: Chung et al. (2005). Reproducido con permiso del editor.
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Figura 27. Alteracion de la morfologia de las gotas lipidicas por el isémero transl10, cis12.
Adipocitos del estroma vascular recién diferenciados tratados por 7 dias con BSA,
30 UM del isémero cis9, transll o 30 uM del isébmero transl0, cisl2. Fuente:
Chung et al. (2005). Reproducido con permiso del editor.

También se ha propuesto que el ALC, por medio de las adipoquinas y citoquinas regula
la reduccion de la grasa corporal (Park y Pariza, 2007), pues se ha observado que el ALC
reduce la secrecion de leptina en tejido adiposo (Yamasaki et al., 2000a; Kang y Pariza, 2001;
Takahashi et al., 2002a; Figura 28), y su concentracién en suero o plasma sanguineo
(Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Yamasaki et al., 2000a; Rahman et al., 2001a; Ryder et al.,
2001; Yamasaki et al., 2003a; Wang et al., 2006b; Liu et al., 2007; Botelho et al., 2008;
Halade et al., 2010; Figura 29).
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Figura 28. Reduccién en la concentracion de la leptina por efecto del consumo de ALC
(mezcla de isémeros cis9, transll y transl0, cis12) en tejido adiposo perirenal de
ratas. La concentracion de leptina entre el testigo y el ALC fueron diferentes en
todas las semanas de alimentacion (P<0.05). Adaptado de: Yamasaki et al. (2000a).
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Figura 29. Concentracion de leptina en plasma sanguineo de ratones C57B/6j que
consumieron ALC durante 6 meses. Los asteriscos indican diferencias significativas
(P<0.05) con respecto al tratamiento testigo y al tratamiento cis9, transll.
Adaptado de: Halade et al. (2010).
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Aunque la reduccién de la leptina inducida por el ALC puede explicar la disminucion
total del tejido adiposo, la pérdida de los efectos de la leptina por su baja concentracion es
cuestionable. También se ha observado que el consumo de ALC incrementa la secrecion de
adiponectina y reduce el TNFa (Pariza et al., 2000; Roche et al., 2002; Nagao et al., 2003b;
Yang y Cook, 2003; Yamasaki et al., 2003a; Inoue et al., 2004; Moloney et al., 2007; Halade
et al., 2010; Figuras 30 y 31); estos efectos pueden ayudar a mejorar la sensibilidad a la

insulina y reducir muchas patologias cronicas.
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Figura 30. Concentracion plasmatica de adiponectina en ratas Zucker diabéticas obesas (fa/fa)
y ratas con hipertension espontanea (SHRs). Las ratas fa/fa fueron alimentadas
durante 8 semanas con una dieta testigo o ALC. Las ratas SHRs fueron alimentadas
por 4 semanas con una dieta testigo o ALC. Diferentes literales en cada uno de los
grupos de ratas son estadisticamente diferentes (P<0.05). Adaptado de: Nagao et al.
(2003Db) y Inoue et al. (2004).
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Figura 31. Efecto del ALC en la concentracion plasméatica de TNF-o en ratones C57Bl/6j y
ratas Sprague-Dawley. Los ratones fueron alimentados durante seis meses con
algunos de los isomeros del ALC. Las ratas fueron alimentadas durante tres
semanas con dietas con diferentes niveles de grasa con o sin la adicion de ALC
(mezcla de los isomeros cis9, trans1l y transl0, cis12). En el caso de los ratones
los asteriscos indican diferencias estadisticas (P<0.05) comparadas con el
tratamiento testigo y el tratamiento con cis9, transll. En las ratas sélo se
encontraron diferencias debidas a la adicion de ALC (P<0.05). Adaptado de:
Halade et al. (2010) y Yamasaki et al. (2003a).

4.1.2.5. Regulacion del sistema inmune

Los efectos del ALC sobre el sistema inmune es el &rea de investigacion relativamente
mas reciente, y se ha enfocado principalmente en el efecto que tiene el ALC sobre la sintesis
de inmunoglobulinas (Sugano et al., 1998; Yamasaki et al., 2003b) y PGE,, pues se ha
propuesto que este acido graso podria tener efectos favorables en la prevencion y tratamiento
de ciertas alergias alimentarias o respuestas inflamatorias (Sugano et al., 1998; O’Shea et al.,
2004).

En cerdos, se ha visto que el consumo de ALC afecta el desarrollo de células inmunes. El
ALC afecta la diferenciacion de los timocitos inmaduros (incrementando la proporcion de
linfocitos CD8"), modula la maduracién de los linfocitos T y aumenta la actividad de la
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granzima de los linfocitos activados (Bassaganya-Riera et al., 2001a,b), y reduce la cantidad
de eosinofilos, lo cual indica que ejerce un efecto antiinflamatorio (Ostrowska et al., 2004).
También se ha visto que disminuye la produccion de IL-1pB, IL-6, y TNFa (Changhua et al.,
2005) y la sintesis de PGE; (Cheng et al., 2004) de los macrofagos. Ademas, incrementa la
concentracion de IgA, IgG e IgM en el calostro de cerdas alimentadas con dietas adicionadas

con ALC, y aumenta la concentracion de IgG en el plasma de los lechones (Rossi et al., 2004).

En ratones, se ha visto que el consumo de ALC (43:46; cis9, transll: trans10, cisl2)
incrementa la proliferacion de los linfocitos del bazo; siendo esta proliferacion mayor en
ratones jovenes (Hayek et al., 1999). Al alimentar ratones con los isomeros cis9, transll o
trans10, cis12 purificados, se ha observado que el isémero cis9, transll incrementa la
proporcion de células T del tipo CD8" sin afectar la produccion de inmunoglobulinas;
mientras que el isomero trans10, cis12 aumenta la proporcion de linfocitos B y los niveles de
IgA e IgM. Lo anterior indica que los isdmeros cis9, transll y trans10, cis12 inducen una
respuesta inmune diferente (Yamasaki et al., 2003b). En ratas, se ha reportado que el consumo
de dietas adicionadas con 0.5 0 1% de ALC disminuye la secrecion de IgE en 6 y 30%
respectivamente, en el ndédulo mesentérico linfatico (Sugano et al., 1998); pero incrementa la
secrecion de la IgA, IgG e IgM en plasma (Sugano et al., 1998; Ramirez-Santana et al., 2009)
y de IgA e IgG en leche (Ramirez-Santana et al., 2009). Aunque la secrecion de
inmunoglobulinas por los linfocitos, asi como su concentracion en suero es mucho menor que
en el nédulo mesentérico linfatico, el ALC estimula su produccién (Sugano et al., 1998); pero
se ha observado una dependencia entre la concentracién de ALC en la dieta y la produccién de
inmunoglobulinas (Yamasaki et al., 2000b). También se ha visto que el ALC disminuye la
produccion de IL-6 de los macrofagos peritoneales, asi como la produccion de TNFo y PGE;
del higado (Tarek et al., 1998).

En aves se ha reportado que el consumo de ALC incrementa la concentracion plasmatica
de la IgG (Takahashi et al., 2003), la actividad de la lisozima en suero y bazo, ademas de
aumentar la proliferacion de células sanguineas mononucleares y disminuir la sintesis de

PGE; por los linfocitos sanguineos (Zhang et al., 2005a,b). Al igual que en ratas (Sugano et
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al., 1998), en pollos de engorda el ALC disminuye los efectos negativos del sistema inmune
(pérdida de tejido corporal; Miller et al., 1994; Takahashi et al., 2002b).

En humanos se ha encontrado que el consumo de ALC (mezcla de isbmeros o los
isdbmeros cis9, transll o transl0, cis12 purificados), ayuda a aumentar la proliferacion de
anticuerpos (Albers et al., 2003; Tricon et al., 2004b). En sujetos sanos el consumo de ALC
disminuye la produccion de TNFa, IFNy e incrementa la produccion de la IL-10 en
macrofagos; pero ademas incrementa la produccion de IgA e IgM, y disminuye la de IgE
(O’Shea et al., 2004; Song et al., 2005). En células Jurkat (linea celular inmortalizada de
linfocitos T, obtenida de un nifio con leucemia linfoide aguda) la adicion de ALC [(50:40;
cis9, trans1l: trans10, cisl2), 50 a 200 uM], ademas de inhibir su proliferacion aumenta la
produccion de las citoquinas: IL-2 e IFNy (Luongo et al., 2003). Sin embargo, en otros
estudios, al suplementar con mezclas de ALC (50:50 o 80:20; cis9, trans11: transl0, cisl2), a
personas sanas, no se observé un efecto importante en el mejoramiento de los indicadores de
la funcion inmune (moléculas solubles de adhesion intracelular tipo 1, produccion de IL-4,
PGEy,, leucotrieno B4; Nugent et al., 2005).

En cuanto a la funcion celular de los monocitos y macréfagos, se ha reportado que los
macrofagos de humanos que consumieron ALC presentaron entre 61 y 73% mayor actividad
fagocitaria (Stachowska et al., 2007); mientras que en ratas, cerdos y perros, su actividad
incrementa a méas del doble (Cook et al., 1993; Kang et al., 2007; Kang et al., 2009). Dicha
mejora en la actividad fagocitaria parece estar ligada a una disminucion en la produccion de la
ciclooxigenasa 2 (Cox-2), y por lo tanto, a la disminucion en la sintesis de PGE, por los

macrofagos (Stachowska et al., 2007).

El mecanismo de como el ALC modula el sistema inmune no estid determinado; sin
embargo, se han propuesto algunos mecanismos de como puede regularlo. Uno de los
mecanismos por el cual se puede explicar el efecto del ALC sobre la respuesta inmune es la
propuesta por Pariza et al. (2000), los cuales proponen que el ALC puede tener un efecto
sobre la produccion de TNFa al alterar las sefiales de los eicosanoides. Lo anterior es debido a
que el consumo de ALC puede modificar el perfil de acidos grasos de la membrana celular,

con lo cual se afecta la produccion de metabolitos de los eicosanoides como la PGE; (Li y
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Watkins, 1998) y por lo tanto las sefiales de las células. Lo anterior es de suma importancia
debido a que el contacto entre células es importante durante el desarrollo de las funciones de
los linfocitos B y T (O’Shea et al., 2004).

Otro mecanismo propuesto es que el ALC interactia con los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas (PPARs). Los PPARs, al unirse a elementos de respuesta,
inducen o reprimen la transcripcion de genes blanco (Yu et al., 2002). Por un lado, tenemos
que los isdmeros del ALC son unos potentes moduladores de los PPARs (Houseknecht et al.,
1998; Moya-Camarena et al., 1999), y hay evidencia de que el ALC puede suprimir la sintesis
de citoquininas proinflamatorias y de ciertas proteinas (Changhua et al., 2005). Por otro lado,
tenemos que los receptores de estos acidos grasos estan ampliamente distribuidos en el
sistema inmune, ademas de estar involucrados en la regulacion de varios genes que controlan
la proliferacion de linfocitos y monocitos o macréfagos, apoptosis y reacciones de
inflamacion; ademas de afectar la diferenciacion de los monocitos y macrofagos (Tontonoz et
al., 1998; Yu et al., 2002), y la cantidad de antigenos que presentan este tipo de células, lo
cual puede afectar la subsecuente respuesta celular y humoral al desafio de antigenos,
afectando con esto la respuesta adaptativa e innata (Tontonoz et al., 1998; Zhang et al.,
2005b).

4.1.2.6. Actividad antioxidante y prooxidante

La informacion sobre el efecto antioxidante atribuido al ALC es menor, menos clara y
mas controversial que las acciones bioldgicas antes descritas. Algunos estudios iniciales han
demostrado que el ALC actia como antioxidante (Ha et al., 1990; Ip et al., 1991); mientras
que otros sugieren que actla como un prooxidante (van den Berg et al., 1995; Chen et al.,
1997; Igarashi y Mizayawa, 2001).

Con respecto al efecto antioxidante que se propone que tiene el ALC, se ha observado
que este depende del modelo usado en los estudios. Asi, tenemos que en modelos in vitro se
ha reportado que el ALC disminuye significativamente la concentracion de peroxidos y que es
mas potente que el acido ascorbico y a-tocoferol, y que al menos es igual de potente que el
butilhidroxitolueno (BHT; Ha et al., 1990; Figura 32).
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Figura 32. Comparacion del ALC con otros antioxidantes. El &cido linoleico (375 pmol) fue
incubado so6lo o con 0.375 umol de acido ascorbico, a-tocoferol, ALC o BTH
durante 15 dias para comparar su actividad antioxidante. Adaptado de: Ha et al.
(1990).

En otros estudios en los cuales se han utilizado células fibroblasticas, se ha reportado que
el ALC incrementa la respuesta antioxidativa al aumentar la sintesis celular de glutation
(GSH) durante las primeras 48 horas, manteniéndose esta respuesta por mas de siete dias
(Figura 33), ademas de no inducir lipoperoxidacion (Arab et al.,, 2006; Figura 34).
Adicionalmente, se ha visto que en células hepaticas de rata el ALC es mas efectivo para
proteger a los microsomas de la peroxidacion que la vitamina A (Palacios et al., 2003). Sin
embargo, en otros estudios en los cuales se han utilizado el mismo tipo de células se ha
reportado que el ALC disminuye la actividad de algunas enzimas con actividad antioxidante
(Cantwell et al., 1999; Figura 35).

También se ha observado que al medir la concentracién de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico en la glandula mamaria de ratas alimentadas con ALC se reduce la actividad
oxidativa (Ip et al., 1991; Figura 36).
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Figura 33. Concentracion de glutation (GSH) en células suplementadas con acido y-linolénico
(GLA), acido araquidonico (AA), acido a-linolénico (ALA), acido eicopentanoico
(EPA) o acido linoleico conjugado (ALC). Los asteriscos indican diferencia
(*P<0.05; **P<0.001) entre la respuesta a los diferentes acidos grasos Yy el testigo.
Fuente: Arab et al. (2006).
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Figura 34. Lipoperoxidacion medida como contenido celular de malondialdehido (MDA)
después de dos periodos de suplementacion con acido y-linolénico (GLA), acido
araquidonico (AA), acido a-linolénico (ALA), &cido eicopentanoico (EPA) o &cido
linoleico conjugado (ALC). Los asteriscos indican diferencia (**P<0.001) entre la
respuesta a los diferentes acidos grasos y el testigo. Adaptado de: Arab et al.
(2006).

54



mSOD

B Catalasa
(x0.01)

Actividad enzimatica
(unidades mg! de proteina)
© o o B B P
N ()] (o] o N N

o
[\

o
o

0 5 10 20
ALC (ppm)

Figura 35. Efecto del ALC sobre la actividad especifica de las enzimas superéxido dismutasa
(SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GPx) en hepatocitos de rata. Los asteriscos
indican cambios relativos con respecto al testigo. Adaptado de: Cantwell et al.
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tiobarbitarico en la glandula mamaria de ratas Sprague-Dawley. Literales diferentes
sobre las barras indican diferencias (P<0.05). Fuente: Ip et al. (1991).
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Lo anterior se puede deber a que la suplementacion de la dieta con ALC incrementa la
acumulaciéon de ALC y sus metabolitos en los tejidos (&cidos grasos con dobles ligaduras
conjugadas; Sébédio et al., 1997; Kramer et al., 1998; Banni et al., 1999), disminuyendo la
concentracion de los metabolitos del acido linoleico (principalmente acido araquidonico; los
cuales son mas susceptibles a ser oxidados y formar malondialdehido; Banni et al., 1999),
evitando con esto la peroxidacion de los tejidos ricos en lipidos neutros. A este respecto, se ha
observado que el ALC puede disminuir la formacion de malondialdehido en musculo
esquelético y microsomas hepaticos debido a que disminuye la concentracion de &cido
araquidénico (Livisay et al., 2000). Adicionalmente, se ha observado que el ALC inhibe
significativamente la oxidacién de triglicéridos ricos en 4&cidos grasos n-3 (&cido
eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico; Fagali y Catala, 2008), y ademas tiene la
capacidad de reaccionar e inhibir los radicales libres (Leung y Liu, 2000; Kim et al., 2004;

Fagali y Catala, 2008), principalmente por el isomero trans10, cis12 (Leung y Liu, 2000).

Otros estudios realizados en ratas han encontrado que el ALC (80%, cis9, transll),
disminuye la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) por un incremento en la
capacidad antioxidativa, al aumentar los niveles de produccién de glutation reducido (GSH) y
de enzimas con capacidad antioxidante en higado (manganeso-superéxido dismutasa,
MnSOD; glutatién peroxidasa, GPx; glutation reductasa, GR; Choi et al., 2007). Lo anterior,
puede explicar la reduccion en la oxidacion de los lipidos y oximioglobina en embutidos de
res (Hur et al., 2004) y pollo (Du et al., 2000) en los cuales el ALC al parecer mejora su
estabilidad. En cerdos alimentados con dietas adicionadas con ALC (1:1; cis9, transll:
trans10, cis12) se ha observado que se reduce la susceptibilidad a la oxidacién de los lipidos.
Para explicar esta respuesta se ha propuesto que el ALC puede actuar mediante un mecanismo
directo, en el cual el isdmero cis9, transll se integra en elevadas concentraciones en los
fosfolipidos del higado, disminuyendo con esto la susceptibilidad a la oxidacion de los
fosfolipidos de este tejido. Por otro lado, el ALC puede actuar como antioxidante mediante un
mecanismo indirecto derivado de su habilidad para modificar el perfil de acidos grasos de los
tejidos hacia un perfil de &cidos grasos mas saturados (Du et al., 2000; Eggert et al., 2001; Joo
et al., 2002; Martin et al., 2008a) y de disminuir la cantidad de grasa total en las canales
(Zanini et al., 2006).
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En cuanto a sus propiedades prooxidantes, aunque se ha dicho que el ALC es un
compuesto estable (Shantha et al., 1995) y que su estructura lo hace menos susceptible al
ataque de los radicales libres (Du et al., 2000), en estudios in vitro se ha observado que
cuando el ALC es adicionado a aceite de canola en una concentracion que vade 0.1a 1.0 %y
es calentado a 90 °C, el ALC actlia como un prooxidante de forma dependiente al nivel de
adicion (Chen et al., 1997; Figura 37). Ademas, se ha observado que es mas susceptible a la
oxidacion y es menos estable que los &cidos docosahexaenoico, araquiddnico, linolénico o
linoleico (van den Berg et al., 1995; Zhang y Chen, 1997; Luna et al., 2007; Fagali y Catald,
2008). Sin embargo, cuando se mezcla con acido linoleico la tasa de oxidacion del acido

linoleico incrementa mientras que la del ALC disminuye (van den Berg et al., 1995).
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Figura 37. Efecto de la adicion de acido linoleico conjugado (ALC) en la oxidacion de aceite
de canola a 90 °C. Literales diferentes en el mismo punto en el tiempo indican
diferencia estadistica (P<0.05). Adaptado de: Chen et al. (1997).

Por otro lado, al comparar el potencial antioxidativo del ALC, vitamina E, e

butilhidroxitolueno (BHT) usando fosfolipidos insaturados (1-pamitoil-2-linoleil fosfatidil
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colina) de membranas que fueron expuestas a oxiradicales, se observo que, mientras la
vitamina E y el BHT disminuyen significativamente la oxidacion, el ALC sélo disminuye
marginalmente la oxidacién en comparacién con el tratamiento testigo (van den Berg et al.,
1995). Pero al comparar el potencial antioxidativo del acido linoleico, a-tocoferol, &cido
ascorbico y de los isomeros cis9, transll, y transl10, cis12, para inhibir la oxidacion inducida
por el a-keto-y-acido metilbutirico, se encontrd que el isomero cis9, trans11 induce oxidacion
cuando es adicionado a una concentracion de 200 pM, pero presenta actividad antioxidativa a
concentraciones de 2 y 20 pM, mientras que el isomero trans10, cis12 mantiene su actividad
antioxidativa a 2, 20 y 200 uM (Leung y Liu, 2000; Figura 38).

En otros estudios in vitro se ha observado que al enriquecer lipoproteinas de baja
densidad (LDL) con 2 pmol L™ de ALC se acelera la tasa de oxidacion; sin embargo, en estos
modelos se ha observado que el ALC presenta el fendmeno de hormesis; es decir, a bajas
concentraciones el ALC presenta actividad antioxidante, mientras que a altas concentraciones

actia como un prooxidante (Flintoff-Dye y Omaye, 2005).
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Figura 38. Valor total de la capacidad de eliminacién de oxiradicales de los isomeros del ALC
(cis9, transll y transl0, cisl2), acido linoleico, a-tocoferol, L-acido ascorbico.
Fuente: Leung y Liu (2000).
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También, se ha reportado que el ALC estabiliza y protege contra la inactivacion
oxidativa a la proteina paraoxonasa 1 (PONL; proteina antioxidante asociada a las HDL;
Figura 39). El isdbmero cis9, transll es el que tiene mayor actividad protectora de la PON1;
mientras que el AL antagoniza con el ALC en esta funcion protectora. EI mecanismo
propuesto para explicar esta accion protectora es que el ALC se une a un sitio especifico,

probablemente con un residuo de cisteina de la PON1 (Su et al., 2003).
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Figura 39. Accion protectora de los isomeros de ALC contra la inactivacion de la paraoxonasa
1 (PON1) por el ascorbato/Cu?. La proteccién es expresada como el porcentaje de
actividad pérdida bajo condiciones de inactivacion y restablecimiento por el acido
graso. Modificado de: Su et al. (2003).

Por otro lado, en estudios in vivo se ha encontrado que el consumo de ALC incrementa la
concentracion de los marcadores del estrés oxidativo en la orina (8-iso-PGF,, y 15-keto-
dihidro-PGF,,; Basu et al., 2000; Risérius et al., 2002).

Como se puede observar, existe mucha controversia sobre el efecto antioxidativo del
ALC, por lo que esta es otra area de investigacion que requiere de mucha mas informacion y

exactitud en el desarrollo de los modelos de estudio y en la interpretacion de los resultados.
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4.2. Nucleotidos

Los nucleotidos son compuestos formados por una base nitrogenada unida a una pentosa
y con al menos un grupo fosfato. La base nitrogenada puede ser una purina o pirimidina. La
pentosa puede ser una ribosa para formar el &cido ribonucleico (ARN), o una 2-deoxiribosa
para formar el acido desoxirribonucleico (ADN; Rudolph, 1994; Carver y Walker, 1995;
Carver, 1999; Nelson et al., 2001).

Los nucle6tidos participan en el proceso de division celular, crecimiento celular y
modulacion del sistema inmune; ademas de participar como precursores de los &cidos
nucleicos (ADN y ARN), también originan fuentes de energia (ATP y GTP), y son
componentes de los cofactores FAD, NAD, S-adenosilmetionina y coenzima A, asi como de
la UDP-glucosa y CDP-diacilglicerol. Ademas, algunos nucleétidos, como el cAMP y el
cGMP, acttan como segundos mensajeros (Carver y Walker, 1995; Carver, 1999; Nelson et
al., 2001). Aungue estos compuestos no se consideran esenciales, en algunas situaciones
especiales pueden considerarse como semiesenciales o esenciales, particularmente cuando el
organismo necesita una mayor cantidad de nucleétidos de la que puede sintetizar, como ocurre
en periodos de répido crecimiento, enfermedad o cuando hay un consumo limitado de
nutrientes (Uauy et al., 1994; Carver y Walker, 1995; Yu, 1998; Carver, 1999).

4.2.1. Sintesis de los nucleétidos

La sintesis de los nucle6tidos se realiza por dos vias principales: de novo y recuperacion
(Figura 40). La sintesis de novo comienza a partir de aminoécidos precursores (glutamato,
aspartato, glicina), ribosa-5-fosfato, CO, y NHs. Las vias de recuperacion reciclan las bases
libres y los nucledsidos liberados a partir de la degradacién de los &cidos nucleicos
intracelulares y los provenientes de la dieta. La sintesis de novo de las purinas y pirimidinas es
idéntica en casi todos los seres vivos. La estructura del anillo de purina se forma al unir la
glicina, aspartato, glutamina, derivados del tetrahidrofolato y CO, a la ribosa. El anillo de
pirimidina se sintetiza como orato, unido a ribosa fosfato, y se convierte en los nucleétidos de
pirimidina que son utilizados en la sintesis de los acidos nucleicos (Figura 41; Carver y
Walker, 1995; Grimble y Westwood, 2001; Nelson et al., 2001).
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Figura 40. Regulacion metabolica de los nucle6tidos en el enterocito en presencia y ausencia
de nucledtidos en la dieta. A, muestra la sintesis de nucle6tidos por la via de novo,
la cual es mayor en animales que consumen dietas sin nucledtidos; B, muestra
como los nucleétidos dietarios activan la sintesis de nucle6tidos por la via de
recuperacion. Fuente: Quan et al. (1990).

En los mamiferos, la sintesis de los nucle6tidos se da por las vias de novo. Este proceso
se lleva a cabo principalmente en el citosol del hepatocito, lugar donde se encuentran
disponibles todas las enzimas para que se lleve a cabo la sintesis de purinas y pirimidinas.
Aunque en el intestino delgado también se pueden sintetizar nucleotidos, la capacidad de
sintesis en este drgano es limitada (Schlimme et al., 2000). Los precursores que dan origen a
las pirimidinas son el CO; y la glutamina, en donde, por accion de la carbamoil fosfato sintasa
Il se produce el fosfato de carbamoilo. Este ultimo compuesto, junto con el aspartato, son los
que se podria decir que dan origen a los nucledtidos pirimidicos. EI monofosfato de uridina
(UMP) se forma en un proceso de 6 reacciones a partir de los precursores iniciales; mientras
que el trifosfato de citidina (CTP) y el monofosfato de timidina (TMP) se sintetizan en tres y
cuatro reacciones adicionales, respectivamente, en forma ramificada a partir del UMP (Carver

y Walker, 1995; Rodwell, 2004).
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La sintesis de los nucledtidos (purinas y pirimidinas) por las vias de novo es un proceso
energéticamente muy costoso, mientras que su sintesis por las vias de recuperacion es
energéticamente méas econdémica (Cosgrove, 1998), debido a que por éstas vias la sintesis de
los nucledtidos se lleva a cabo a partir del uso de bases nitrogenadas o nucle6sidos
provenientes de la dieta, higado o de los acidos nucleicos intracelulares liberados por
degradacion celular (Sanderson y He, 1994; Carver y Walker, 1995; Rodwell, 2004). A
diferencia de la sintesis de novo, que es practicamente idéntica en todas las células, las vias de
recuperacion son diversas. En los mamiferos, las purinas son recuperadas principalmente por
medio de dos enzimas: la adenina fosforibosiltransferasa (APRT), la cual forma AMP a través
de la transferencia de adenina al fosforribosil pirofosfato con la liberacion de Pi; y la
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HGPRT), que cataliza una reaccién analoga tanto
para hipoxantina como para guanina (Carver y Walker, 1995). En cuanto a la recuperacion de
las bases pirimidicas, estas tienen menor importancia que las purinas, debido a la alta
solubilidad de los productos de su catabolismo. Sin embargo, la recuperacién de timidina para
la sintesis de nucledtidos es importante en la preparacion de la célula para su division
(Rodwell, 2004).

4.2.2. Absorcion de los nucleétidos

De los nucledtidos ingeridos en la dieta, una pequefia fraccidn corresponde a nucleoétidos
libres y el resto a nucleoproteinas y acidos nucleicos. Las nucleoproteinas son metabolizadas a
acidos nucleicos en el tubo digestivo por accion de enzimas proteoliticas. Los &cidos nucleicos
son degradados a di, tri y poli-nucleétidos por nucleasas pancreaticas, y con la accién
adicional de polinucleotidasas y fosfoesterasas intestinales se producen los mononucleétidos;
los nucleotidos liberados son hidrolizados a nucledsidos por accién de la fosfatasa alcalina y
nucleotidasas, y probablemente sean desdoblados a purinas y pirimidinas por accion de
nucleosidasas (Quan et al., 1990; Figura 42). En los animales, los nucledsidos son la principal
forma de absorcion, y méas del 90% de los nucledsidos y bases nitrogenadas son absorbidas al
interior del enterocito (Salati et al., 1984; Rudolph, 1994; Calver y Walker, 1995).
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Figura 42. Digestion y absorcion de los acidos nucleicos y sus productos. Fuente: Quan et al.
(1990).

El transporte de los nucledsidos en el enterocito se lleva a cabo por difusion facilitada y
por transporte dependiente de Na* (Bronk y Hastewell, 1987). Una vez que los nucleésidos y
bases nitrogenadas son absorbidos, inmediatamente son metabolizados en el enterocito, y los
productos de su catabolismo son excretados en la orina y heces (Sonada y Tatibana, 1978; Ho
et al., 1979). En los humanos, los nucle6tidos, nucledsidos y bases nitrogenadas paricas son
metabolizadas a &cido Urico, mientras que las pirimidinas son degradadas a S-alanina y acido
S-aminoisobutirico (Carver y Walker, 1995; Mateo et al., 2004). A pesar de la elevada tasa de
degradacion que sufren los nucledtidos dietarios, se ha visto que del 2 al 5% de los
nucledtidos del alimento son incorporados a los tejidos, principalmente en el intestino
delgado, higado y mdsculo esquelético (Carver y Walker, 1995; Ho et al., 1979)
incrementando la tasa de incorporacién al aumentar la concentracion de nucleétidos de la

dieta, debido a que se estimula la recuperacién de estos compuestos en el intestino delgado,
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principalmente en periodos de rapido crecimiento o consumo limitado de nutrientes (Carver,
1999).

4.2.3. Funciones biologicas de los nucledtidos

Los nucledtidos y sus metabolitos son importantes en muchos procesos bioldgicos, pero,
debido a que pueden ser sintetizados enddgenamente, estos no son considerados esenciales.
Sin embargo, se ha reportado que la adicion de nucleotidos a la dieta promueve el crecimiento
y la maduracién intestinal (Uauy et al., 1994; Yu, 1998), mantiene la integridad intestinal,
reduce la incidencia de enfermedades entéricas en animales débiles o estresados por cambios
ambientales o nutricionales (Gongalves et al., 2005), modifica el tipo y crecimiento de la
microflora intestinal (NUfiez et al., 1990; Uauy et al., 1994) e incrementa la respuesta inmune
celular y humoral (Kulkarni et al., 1994; Carver, 1999; Maldonado et al., 2001; Navarro et al.,
2008); ademas, se ha visto que pueden modificar el metabolismo de los lipidos (DeLucchi et
al., 1987; Jiménez et al., 1992; S&nchez-Pozo et al., 1994; Siahanidou et al., 2004) y la
funcién hepatica (Carver y Walker, 1995; Carver, 1999).

4.2.3.1. Efectos en el tubo digestivo

El epitelio intestinal es un tejido de rapido crecimiento y elevada tasa de renovacion.
Para sostener esta elevada tasa metabolica, los nucledtidos enddgenos provenientes del higado
y de la renovacion celular se hacen disponibles a la mucosa del tubo digestivo (Carver, 1999).
Sin embargo, se ha reportado que los nucledtidos dietarios ayudan de forma importante en el
crecimiento y diferenciacion del tubo digestivo. En estudios en roedores recién destetados se
ha visto que la adicion de 1% de nucleétidos a la dieta incrementa la sintesis de proteina
intestinal (Uauy et al., 1990; Lépez-Navarro et al., 1996a), la altura de las vellosidades, la
profundidad de las criptas (Uauy et al., 1990; Adjei et al., 1996), el grosor de la pared
intestinal (Adjei et al., 1996), y el peso del intestino delgado (Carver, 1994). Adicionalmente,
se ha observado que los nucle6tidos dietarios aumentan el contenido de ADN y la actividad de
las disacaridasas (Nufiez et al., 1990; Uauy et al., 1990), ademas de mejorar la histologia y
ultraestructura intestinal (Bueno et al., 1994) en ratas con diarrea cronica. También

promueven la curacion de las Ulceras en el intestino delgado (Sukumar et al., 1997) e inhiben
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la translocacion de bacterias patogenas (Adjei y Yamamoto, 1995; Adjei et al., 1996) en

roedores.

En cerdos recién destetados se ha reportado que el consumo de dietas adicionadas con
nucledtidos (1000 6 2000 ppm) incrementa el tamafio de las vellosidades intestinales, ademas

de reducir la incidencia de diarreas (750 ¢ 1000 ppm; Martinez-Puig et al., 2007).

En infantes se ha observado que la suplementacion de las formulas lacteas con
nucleétidos (72 mg L™) disminuye la incidencia de diarreas (Pickering et al., 1998; Tsou Yau
et al.,, 2003), modifica la composicion microbiana, incrementando el porcentaje de
bifidobacterias y lactobacilos en haces, y disminuye la poblacion de enterobacterias gram
negativas (Gil et al., 1986). EI aumento de la poblacion de bacterias lacticas tiene grandes
beneficios para los infantes debido a que estas bacterias, al poder metabolizar los azlcares a
acido lactico, pueden disminuir el pH del colon, con lo que inhiben la proliferacion de
bacterias patdgenas intolerantes a ambientes acidos; ademas de inhibir el crecimiento de

enterobacterias que causan diarrea (Uauy et al., 1994).

4.2.3.2. Efectos sobre el sistema inmune

Se ha reportado que los nucledtidos juegan un importante papel en el mantenimiento de
la respuesta inmune celular y humoral (Carver, 1999; Maldonado et al., 2001; Navarro et al.,
2008). Aungue los mecanismos de como los nucleétidos modulan el sistema inmune se
desconocen, algunas investigaciones indican que la adicion de nucleédtidos a la dieta
incrementa la disponibilidad de nucleétidos para estimular la proliferacion de leucocitos, los
cuales se renuevan rapidamente, con lo que se aumentan los requerimientos de estos

compuestos (Carver y Walker, 1995).

Los linfocitos tienen la capacidad de sintetizar nucledtidos por las vias de novo soélo en la
fase S de la division celular, y por las vias de recuperacién en la fase G1, por lo que la reserva
de purinas sélo se puede mantener por las vias de recuperacion; sin embargo, la sintesis de
nucledtidos pirimidicos por ésta ultima via tiene una capacidad limitada (Perignon et al.,
1987), por lo que este mecanismo no proporciona las cantidades suficientes de nucle6tidos

para que los linfocitos proliferen (Marijnen et al., 1989), lo cual siguiere que, para que haya
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una adecuada proliferacion y funcién de los linfocitos, es necesario un aporte exdgeno de

nucleotidos.

En roedores se ha visto que la adicion de nucle6tidos a la dieta incrementa la resistencia
al desafio microbiano, la capacidad fagocitaria de los macrdéfagos, la produccion de
interleucina 2 (IL-2) del bazo, la hipersensibilidad cutanea tardia, el rechazo de injertos
alogénicos, ademas de revertir la inmunosupresion inducida por la malnutricion o ayuno
(Kulkarni et al., 1992; Kulkarni et al., 1994; Yamauchi et al., 1996). Ademas, el consumo de
dietas adicionadas con nucleétidos promueven la expresion de antigenos en los linfocitos
(Manzano et al., 2003). En cerdos recién destetados el consumo de nucleétidos incrementa la

concentracion de IgM en plasma (Lee et al., 2007).

En infantes nacidos a término, la adicién de nucleétidos (33 6 72 mg L™) a las férmulas
lacteas incrementa la concentracion de anticuerpos contra difteria y Haemophilus influenzae
(Pickering et al., 1998; Hawkes et al., 2006), tétanos (Hawkes et al., 2006) y hepatitis B (Tsou
Yau et al., 2003), ademas de aumentar la actividad de las células asesinas naturales y la
produccion de IL-2 (Carver et al., 1991). Por otro lado, en infantes nacidos prematuramente,
el consumo de férmulas lacteas adicionadas con nucledtidos aumenta la concentracion
plasmatica de IgA e IgM, IgG y B-lactoglobulina (Martinez-Augustin et al., 1997a,b;
Maldonado et al., 2001; Navarro et al., 2008).

Aunqgue no se conocen los mecanismos de cémo los nucle6tidos estimulan el sistema
inmune, se ha propuesto que estos compuestos ejercen un efecto sobre la respuesta inmune al
actuar como inductores o facilitadores en el incremento de la poblacion de linfocitos T, con un
efecto predominante en la fase inicial del procesamiento del antigeno y proliferacion de los
linfocitos (Van Buren et al., 1985). También se ha propuesto que los nucle6tidos dietarios
pueden regular la produccion de linfocitos en el bazo (Kulkarni et al., 1992).

4.2.3.3. Efectos sobre el metabolismo de los lipidos

En estudios en animales se ha encontrado que la suplementacion con nucle6tidos a dietas
para ratas recién destetadas incrementa la concentracion plasmatica del &cido
docosahexaenoico, y de los acidos docosahexaenoico y araquidénico en los microsomas
hepaticos, lo cual indica que los nucledtidos dietarios pueden alterar la elongacion de los
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acidos grasos esenciales (linoleico y a-linolénico) a &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (Boza et al., 1992; Jiménez et al., 1992; Nufiez et al., 1993).

En infantes nacidos precozmente, la alimentacion con formulas lacteas adicionadas con
nucledtidos (37.6 mg L™) incrementa la concentracién de triglicéridos en plasma, y la
concentracion de acido linolénico en la membrana del enterocito (Axelsson et al., 1997). Sin
embargo, no aumenta la concentracion de acidos grasos de cadena larga en la membrana del
enterocito (Henderson et al., 1994; Woltil et al., 1995). Por otro lado, en infantes nacidos a
término, el consumo de formulas lacteas adicionadas con nucledtidos incrementa la
concentracion del acido araquidonico (C20:4; n-6) y del acido adrénico (C22:4; n-6) en la
membrana plasmatica del eritrocito (DeLucchi et al., 1987). Adicionalmente, se ha observado
que el consumo de nucleétidos puede modificar la proporcion de lipoproteinas en sangre
(Sanchez-Pozo et al., 1994; Siahanidou et al., 2004).

Para explicar el efecto de los nucle6tidos sobre el metabolismo de los lipidos se han
propuesto dos mecanismos. Primero, los nucleétidos, al producir cambios en la composicion
microbiana intestinal, pueden afectar la concentracién de los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, debido a que las bacterias tienen las enzimas necesarias para introducir dobles
enlaces en la cadena carbonada y elongar los acidos grasos. Segundo, los nucleétidos pueden
modular la elongacion y desaturacion de la cadena carbonada en el enterocito o higado
(Cosgrove, 1998).

4.2.3.4. Efectos sobre la funcién hepética

En algunos experimentos en roedores se ha observado que el consumo de dietas libres de
nucleotidos afecta el tamafio, funcién y composicion del higado, ademas de afectar la sintesis
de proteinas en este o6rgano (Novak et al., 1994; Lopez-Navarro et al., 1996a,b); pero la
adicion de nucledtidos a las dietas mejora la funcién y regeneracion hepatica después de sufrir
dafo por cirrosis (Torres-Lopez et al., 1996; Torres et al., 1997; Fontana et al., 1998; Pérez et
al., 2004) o hepatectomia parcial de este 6rgano (Ogoshi et al., 1985; Jackson et al., 1997).
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4.3. Prostaglandinas

Las prostaglandinas (PG’s) fueron descubiertas por primera vez en el plasma seminal de
mamiferos, y se creia que estos compuestos s6lo se producian en la prostata, por esto fueron
llamadas “prostaglandinas” (Nelson et al., 2001). Sin embargo, hoy se sabe que las
prostaglandinas se producen practicamente en todos los tejidos del cuerpo (Frandson y
Spurgeon, 1995). Los acidos araquidonico, dihomo-y-linolénico y eicosapentaenoico son los
precursores de las prostaglandinas. Aungue originalmente se definieron s6lo dos grupos de
prostaglandinas (E y F), hoy se sabe que hay al menos ocho tipos de prostaglandinas (A, B, C,
D, E, F, G, H), las cuales tienen diversas funciones fisioldgicas (Frandson y Spurgeon, 1995).
Entre las funciones fisioldgicas que tienen las prostaglandinas se encuentran la agregacion de
plaquetas, homeostasis vascular (Samuelsson et al., 1975), funcién renal (Smith, 1989; Adam
y Wolfram, 1984), respuesta inflamatoria e inmune (Plescia et al., 1975; Kuehl y Egan, 1980;
Goodwin y Ceuppens, 1983), secrecion hormonal (Metz, 1988; Olofsson y Leung, 1994), y
sefialamiento celular (Smith, 1989; Jones y Persaud, 1993; de Jonge et al., 1996). Ademas, se
ha reportado que juegan un papel importante en la etiologia de varias enfermedades como la

hipertensién (lacono y Dougherty, 1993) y el desarrollo de tumores (Rao et al., 1996).

Adicionalmente, se ha reportado que las prostaglandinas tienen varias funciones
reproductivas. En hembras se ha observado que la prostaglandina F,, (PGF,,) juega un papel
importante en la ovulacién, pues se ha visto que este compuesto la estimula, alterando su
inicio y duracion (Ainsworth et al., 1975; Armstrong y Zamecnik, 1975; Wallach et al., 1975;
Espey et al., 1982; Srikandakumar y Downey, 1989; Weiler y Claus, 1991). También se ha
visto que, mientras la PGF,, induce lutedlisis (Inskeep y Murdoch, 1980; Rothchild, 1981;
Richardson, 1986; Auletta y Flint, 1988; Niswender y Nett, 1988; Michael et al., 1994;
Olofsson y Leung, 1994; Poyser, 1995; Arosh et al., 2004), las prostaglandinas PGE; y PGl,
tienen una funcion luteotrofica (Wiesak et al., 1992; Michael et al., 1993; Michael et al.,
1994; Arosh et al., 2004). También se ha reportado que la PGF,, modifica el comportamiento
maternal e induce el parto (Widowski et al., 1990; Tsuboi et al., 2000; Kaeoket, 2006). En
machos se ha reportado las prostaglandinas PGE; y PGE; estimulan la sintesis de esteroides
(aldosterona, corticosterona y cortisol) en la glandula adrenal (Saruta y Kaplan, 1972);
mientras que la PGF,, en machos estimula el deseo sexual o libido (Szurop et al., 1985;
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Narasimha Rao et al., 1986; Estienne et al., 2001; Kozink et al., 2002; Estienne et al., 2004;
Masoumi et al., 2008).

4.3.1. Sintesis de la prostaglandina F,,

La PGF,, se sintetiza a partir del acido araquidonico. Este Acido graso proviene
principalmente de dos fuentes: el que es sintetizado a partir del acido linoleico proveniente de
la dieta, y el que es liberado de los fosfolipidos de las membranas celulares. A partir de la
dieta, el acido linoleico es metabolizado por la enzima A6-desaturasa para producir acido y-
linolénico, el cual a su vez es elongado para generar &cido dihomo-y-linolénico, y este a su vez
es metabolizado a &cido araquidénico (AA) por la accién de la enzima A5-desaturasa (Figura
43; Abayasekara y Wathes, 1999).
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Figura 43. Sintesis del acido araquidénico a partir del acido linoleico dietario. Adaptado de:
Abayasekara y Wathes (1999).

Una vez que se ha sintetizado el AA, las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2; también
conocidas como PGHS-1 y PGHS-2) metabolizan el AA a PGG;, y este a su vez es
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metabolizado por las mismas enzimas a PGH,. Por accién de la PGF sintetasa, la PGH; es

metabolizada para producir PGF,, (Figura 44; Simmons et al., 2004).

11, 12-0 15-HETE

$ LTB4
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COX-1 0 COX-2
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TXA;
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Figura 44. Ruta metabolica para sintetizar PGF,, a partir de &cido araquidonico. El acido
araquidonico en las células es metabolizado por lipoxigenasas a &cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) y é&cidos hidroperoxieicosatetraenoicos
(HPETES) o por ciclooxigenasas a prostaglandina H, (PGH,), derivada de la
prostaglandina G, (PGG,). Las drogas anti-inflamatorias no esteroidales (NSAIDs)
bloguean la sintesis de la PGG,. La PGH, espontaneamente se reacomoda 0 es
enzimaticamente isomerizada, oxidada o reducida para producir los isémeros
bioactivos de las prostaglandinas. Adaptado de: Simmons et al. (2004).

Las prostaglandinas biolégicamente mas activas son las prostaglandinas de la serie 2, las

cuales son derivadas del AA vy este a su vez es derivado del acido linoleico. Sin embargo, el
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AA que forma parte de los fosfolipidos de las células se encuentra en forma esterificada. La
generacion de AA libre para sintetizar eicosanoides a partir de los fosfolipidos de la
membrana celular es limitada, pero puede ser liberado directamente de los fosfolipidos por la
accion de la enzima acil hidrolasa fosfolipasa A, (PLA;) o de forma indirecta por la enzima
fosfolipasa C (PLC) y diacilglicérido lipasa. EI AA liberado por estas dos rutas es
inmediatamente re-esterificado 0 metabolizado a: prostaglandinas y tromboxanos por accion
de la prostaglandina sintetasa  (ciclooxigenasa); a leucotrienos y  4&cidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETEs) por la enzima lipoxigenasa; O a acidos
epoxieicosatrienoicos (EETS) por las enzimas epoxigenasas dependientes de citocromo P450
(Abayasekara y Wathes, 1999; Zarco, 2006; Figura 45). Para que se sintetice PGF,, a partir

del AA participan las mismas enzimas mencionadas anteriormente (Figura 44).

4.3.2. PGF,,y comportamiento sexual en cerdos

En el cerdo, como en todos los mamiferos, la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) es liberada desde el hipotdlamo. La GnRH viaja a la pituitaria para estimular la
liberacion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH). En los verracos, la
LH y FSH estimulan la espermatogénesis y la secrecion de testosterona y estradiol (E>); estas
ultimas hormonas mantienen la libido en los verracos (Louis et al., 1994a; Estienne et al.,
2000; Hemsworth y Tilbrook, 2007). Lo anterior ha sido confirmado al restablecer el deseo
sexual en cerdos castrados tratados con terapia de remplazo de testosterona y estradiol (Levis
y Ford, 1989). Ademas, se ha determinado que la concentracion de E;, en sangre incrementa
con la edad de los verracos (Estienne et al., 2000); y que la concentracién de esta hormona en
sangre esta inversamente relacionada con el tiempo requerido para montar y comenzar la

eyaculacion (Louis et al., 1994a).
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Figura 45. Ruta metabdlica de la sintesis de prostaglandinas a partir de acido araquidénico
liberado de los fosfolipidos de la membrana celular. Fuente: Abayasekara y Wathes
(1999).

El mecanismo por el cual la aplicacién exdgena de la PGF,, incrementa la libido no es
claro, pero se ha planteado la hipdtesis de que la PGF,, estimula la liberacion de hormonas
esteroides. Sin embargo, experimentalmente no se ha encontrado que la aplicacion
intramuscular de esta hormona a verracos estimule la liberacion de testosterona o estrégenos
(Fonda et al., 1981; Estienne et al., 2004); pero se ha encontrado que la secrecion de
prolactina y cortisol se incrementa en 452 y 262%, respectivamente, en los primeros 30

minutos después de la aplicacion de la PGF,, (Fonda et al., 1981).

Los resultados de experimentos en los cuales se ha aplicado PGF,, a verracos jovenes sin
experiencia sexual son controversiales. Algunos reportes indican que la aplicacion exdgena de
PGF,, incrementa la libido (Szurop et al., 1985; Estienne et al., 2001; Kozink et al., 2002) y
el nimero de cerdos que montan exitosamente el maniqui de coleccion de semen (Szurup et

al., 1985; Estienne et al., 2001); mientras que otros no han encontrado que la aplicacion de la
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PGF,, incremente el deseo sexual (Wettemann et al., 1992). Sin embargo, las diferencias en
los resultados obtenidos pueden ser debidas a la raza, edad o peso de los cerdos utilizados,
protocolo de aplicacion de la PGF,,, productos (prostaglandinas naturales o analogos) y dosis

utilizadas en las diferentes investigaciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Raza, edad o peso, producto y dosis utilizadas en las diferentes evaluaciones del

efecto de la aplicacién de PGF,, exdgena sobre el comportamiento sexual de

Verracos jovenes.
Razas Edad Peso Producto Dosis  Autores
(meses) (kg) utilizado (mg)
Holandés, 75 110 Cloprostenol 25 Szurop et al., 1985
Landrace Belga, sédico*

Large White y Duroc

Hampshire 6.0 Dinoprost 10y 25 Wettemann et al., 1992
trometamina**

LandracexYorkshire 9.6 192 Dinoprost 10 Estienne et al., 2001
trometamina**

Lineas terminales magras 5.9 113 Dinoprost 5 10 y Kozink et al., 2002
trometamina** 20

* Enzaprost-F; **Lutalyse.

Por otro lado, se ha observado que la aplicacion de 10 mg de PGF,, (Lutalyse®) a
verracos con experiencia sexual (monta natural) para ensefiarlos a montar el maniqui de
coleccion de semen, incrementa el porcentaje de cerdos que montan el maniqui y eyaculan en
su primera exposicion (PGF,, vs. control; 86 vs. 29%; Figura 46), con lo que se reduce el
tiempo requerido para entrenarlos; ademas, se reduce el tiempo de reaccion (intervalo de
tiempo entre la aplicacion del tratamiento y el comienzo de la eyaculacion; 267 vs. 440 s) y el
numero de montas falsas (monta del maniqui sin eyaculacion; 0.6 vs. 3.9). Adicionalmente, se
ha observado que la aplicacién de PGF,, aumenta la concentracion espermatica por mL (436.0
vs. 338.5x106 células espermaticas mL™) y total (6.3 vs. 5.0x10% células espermaticas;
Estienne y Harper, 2000).
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Figura 46. Porcentaje acumulativo de verracos que fueron tratados con PGF,, 0 agua
desionizada y que fueron entrenados para montar una cerda artificial para la
coleccidn de semen en cada sesion. Adaptado de: Estienne y Harper (2000).

En otros estudios realizados con verracos maduros con experiencia sexual y bajo libido
(natural o inducido), se ha reportado que la aplicacion de PGF,, restablece la libido, normaliza
el tiempo de reaccion (Szurop et al., 1985) y reduce el nimero de montas falsas (Esteinne et
al., 2004; Cuadro 6). Lo anterior al parecer se debe a que la PGF,, incrementa los niveles de

testosterona y estradiol en cerdos con bajos niveles de estas hormonas (Estienne et al., 2004).
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Cuadro 6. Concentracion de hormonas y comportamiento sexual de verracos con implante
simulado maés aplicacion de solucion salina, implante con un agonista de GnRH

(GnRHa) mas aplicacion de solucion salina e implante de GnRHa tratados con

PGF,,.
Simulacion GnRHa GnRHa
+ + +

Sol. Salina Sol. Salina PGF,,
Testosterona, ng mL™ 2.122 -0.18° 1.60°
Estradiol, pg mL™ 309.22 22.0° 272.8°
Tiempo de reaccion, s 398.0 499.4 292.1
De la inyeccidn a la eyaculacién, s 454.9 519.6 395.3
Duracion de la eyaculacion, s 276.3 265.9 498.0
Montas falsas 1.6 4.2° -0.4°

2PC\/alores con superindice diferentes indican diferencias estadisticas (P<0.05). Fuente: Estienne et al. (2004).

Adicionalmente se ha observado que la aplicacién de PGF,, provoca en los cerdos desde
una leve reaccion de tipo alérgico al usar bajas concentraciones de esta hormona (5 o0 10 mg;
Lutalyse®) caracterizada por comezén en cara y cuello, hasta vomito con dosis elevadas (20
mg; Lutalyse®; Kozink et al., 2002).
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CAPITULO |. POTENCIAL DEL ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (ALC) PARA
MEJORAR LAS CARACTERISTICAS DEL SEMEN Y MODIFICAR EL PERFIL DE
ACIDOS GRASOS DEL ESPERMATOZOIDE DEL CERDO

Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar el potencial de la adicion del acido linoleico
conjugado (ALC) a la dieta de verracos para mejorar las caracteristicas seminales, modificar
el perfil de &cidos grasos del espermatozoide, y afectar las caracteristicas de la canal y
testiculares. Diez verracos de linea terminal (YorkshirexLandracexPietrain) fueron
distribuidos al azar a uno de dos tratamientos en un disefio completamente al azar; cada
verraco fue una unidad experimental. Los tratamientos (T) fueron los siguientes: T1) Dieta
testigo (sin adicion de ALC; n=5), y T2) Dieta con 1% de ALC (n=5). Los verracos fueron
eyaculados dos veces por semana durante el periodo experimental. Para determinar el perfil de
acidos grasos en los espermatozoides se utilizd el semen de las semanas 0 (inicio del
experimento), 4, 8 y 12. Para determinar la cantidad y calidad del eyaculado se realizaron
mediciones rutinarias. No se observaron cambios en el perfil de &cidos grasos de la célula
espermatica por el consumo de ALC durante 12 semanas. Tampoco, se observé efecto del
consumo del ALC sobre la produccion de semen (volumen), concentracion, viabilidad,
motilidad, y morfologia anormal espermatica. Sin embargo, el pH seminal fue ligeramente
mas elevado en el semen de los verracos que consumieron el ALC (efecto lineal, P<0.05). Con
respecto a las caracteristicas de la canal y testiculares, solo la grasa dorsal (GD) fue afectada
por el tratamiento, observandose un incremento (efecto lineal, P<0.05) en la GD de los cerdos
qgue consumieron la dieta adicionada con ALC. Los resultados obtenidos en el presente
experimento indican que la adicion de 1% de ALC a la dieta no mejora la produccion ni la

calidad del semen de cerdo; tampoco modifica el perfil de acidos grasos del espermatozoide.

Palabras clave: ALC, calidad seminal, comportamiento reproductivo, espermatozoide,

Vverracos.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the potential of conjugated linoleic acid (CLA)
addition to boar diet on semen production, semen characteristics, fatty acids profile of
spermatozoa, and its effects on carcass and testis characteristics. Ten lean-type
(YorkshirexLandracexPietrain) adult boars were randomly assigned to two treatments in a
completely randomized design (each boar was a replicate). Treatments (T) were as follows:
T1) Control diet (without CLA addition; n=5), and T2) Diet with 1% of CLA (n=5). All boars
were ejaculated twice per week during the experimental period. Semen was collected at O (at
beginning of the experiment), 4, 8, and 12 weeks for spermatozoa fatty acids profile analysis.
Classical measurements of sperm quantity and quality were performed. The results showed no
effect from the dietary CLA on the spermatozoa fatty acid profile, up to 12 weeks of feeding.
Also, no effect was observed on semen volume, sperm concentration, viability, motility, or
abnormal sperm morphology. Nevertheless, the seminal pH was slightly higher in the boars
fed with the CLA diet (linear effect, P<0.05). Regarding the carcass and testicular
characteristics, only the backfat thickness (BFT) was affected by the treatment; a linear
increase in BFT was detected (P<0.05) in boars fed CLA diet. The results indicate that feeding
CLA (1% of the diet) to boars does not influence the semen characteristics or fatty acids
profile of the spermatozoa. However, it increases the backfat thickness in mature sexually

active boars.

Keywords: boars, CLA, reproductive performance, semen quality, spermatozoa.
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1.1. Introduccién

Actualmente, en la industria porcina la inseminacion artificial es una practica comdn,
que tiene como objetivos: avanzar méas rapido en el mejoramiento genético de las piaras y
controlar la diseminacion de enfermedades infecciosas (Thibier y Guerin, 2000; Robinson y
Buhr, 2005; Roca et al., 2006). Pero el éxito de esta practica depende de la disponibilidad de
semen de alta calidad, tanto en volumen seminal, morfologia, motilidad y composicion de

nutrientes de los espermatozoides (Thibier y Guerin, 2000; Waberski et al., 2008).

Estudios realizados en semen porcino han determinado que la membrana plasmatica de
la célula espermatica del cerdo estd compuesta por una elevada cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (Poulos et al., 1973; Poulos et al, 1986; Webel et al., 2007), principalmente
por los acidos grasos 22:5 (n—-6) y 22:6 (n—3; Johnson et al., 1969, 1972; Poulos et al., 1973;
Evans y Setchell, 1979; Paulenz et al., 1995; Paulenz et al., 1999; Cerolini et al., 2001; Rooke
et al., 2001; Mitre et al., 2004; Maldjian et al., 2005). La elevada concentracion de acidos
grasos poliinsaturados en el espermatozoide, sugiere que dicha caracteristica puede estar
relacionada con la fluidez de la membrana (Stubbs y Smith, 1984; Aitken, 1995), y ésta a su
vez puede ser correlacionada con la fertilidad de los gametos (Cerolini et al., 2000; Rooke et
al., 2001; Blesbois et al., 2004). Se han realizado estudios en los cuales se han evaluado los
efectos de la adicion de acidos grasos n—3 a la dieta sobre la calidad del semen porcino sin
obtener resultados concretos (Paulenz et al., 1995; Rooke et al., 2001; Mitre et al., 2004;
Strzezek et al., 2004; de Oliveira et al., 2006; Estienne et al., 2008). EI ALC son un grupo de
acidos grasos a los cuales se les han atribuido diversas propiedades benéficas para la salud de
los animales; sin embargo, hasta el momento no se ha realizado ningun estudio en el cual se
hayan evaluado los efectos de la adicion de este tipo de acidos grasos a la dieta sobre las

caracteristicas del semen de cerdo.

El término acido linoleico conjugado (ALC) se refiere a una mezcla de acidos grasos
poliinsaturados, isomeros posicionales (C6, C8; C7, C9; C8, C10; C9, C11; C10, C12; C11,
C13; y C12, C14) y geométricos (cis, trans; trans, cis; cis, cis; y trans, trans) del acido
linoleico (C18:C2), los cuales tienen un sistema de dobles enlaces conjugados, sin estar

separados por un grupo metileno (Eulitz et al., 1999). El término ALC incluye un total de 28
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isbmeros geometricos y posicionales (Collomb et al., 2006), de los cuales 21 han sido

identificados en los alimentos.

En la préctica, el ALC es una mezcla de todos estos isomeros geométricos y
posicionales; y los productos de origen animal, principalmente provenientes de rumiantes, son
los que tienen un mayor contenido de ALC (Chin et al., 1992; Schmid et al., 2006). De todos
los isdbmeros se ha encontrado que el isdmero biolégicamente mas activo y abundante es el
cis9, transll (Pariza et al., 2000); aunque, también se ha reportado que el isémero trans10,
cis12 tiene una actividad biologica importante (Kramer et al., 1998; Park et al., 1999a; Park et
al., 1999b).

Entre las propiedades que se le han atribuido al ALC, se ha reportado que posee
actividad anticarcinogénica (Ha et al., 1989; Ip et al., 1996; Devery et al., 2001; Pariza et al.,
2001), antiaterogénica (Lee et al., 1994; Nicolosi et al., 1997), antidiabetogénica
(Houseknecht et al., 1998; Moloney et al., 2007), ademas de tener la propiedad de modificar
la composicion corporal (Chin et al., 1992; Park et al., 1997; Ostrowska et al., 1999), regular
el metabolismo energético y la respuesta inmune (Cook et al., 1993; Sugano et al 1998; Hayek
et al., 1999; Yamasaki et al., 2000; Kelley et al., 2002; Kelley y Erickson, 2003); ademas de
poseer propiedades antioxidantes (Ha et al., 1990; Du et al., 2000; Hur et al., 2007; Joo et al.,
2002) y pro-oxidantes (Chen et al., 1997; Flintoff-Dye y Omaye, 2005; Martin et al., 2008a;
Martin et al., 2008b) en condiciones especificas. Sin embargo, la informacion sobre sus
efectos en la reproduccion en animales domésticos es limitada, y ha sido enfocada
principalmente a hembras (Aydin y Cook, 2004; Park et al., 2005; Castafieda-Gutiérrez et al.,
2007; Mann et al., 2007; Leone et al., 2010). Por lo anterior, los objetivos de este experimento
fueron evaluar el efecto de la adicion de ALC a la dieta para verracos sobre las caracteristicas
del semen, perfil de acidos grasos del espermatozoide del cerdo; asi como determinar sus

efectos sobre algunas caracteristicas de la canal y el testiculo.

1.2. Materiales y metodos

Esta investigacion se realizd en la granja experimental del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, localizada en el municipio de Texcoco, Estado de Meéxico.

Geograficamente se localiza a 98° 48 27 de longitud oeste y a 19° 48’ 23” de latitud norte, a
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una altura de 2241 msnm (Garcia, 1988). El estudio se realizé durante los meses de octubre de
2008 a enero de 2009. Las temperaturas maxima, minima y promedio durante el periodo

experimental dentro de las instalaciones fueron: 26, -3, y 13.5 °C, respectivamente.

Animales y tratamientos

Diez verracos de linea terminal (YorkshirexLandracexPietrain) con un peso promedio de
232+12.3 kg y una edad aproximada de 23 meses, fueron distribuidos en un disefio
completamente al azar de dos tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento, durante 12
semanas (periodo experimental). Los verracos se alojaron individualmente en corrales de
2.0x2.4 m (4.80 m?), con piso de concreto, equipados con bebederos de chupén. Los animales
tuvieron libre acceso al agua. La alimentacion fue restringida, ofreciendo 2.8 kg d™ en el piso
del corral. Durante los periodos pre-experimental y experimental, la limpieza de los corrales y

animales, e inspeccion de salud se realizé diariamente.

Después de un periodo de manejo pre-experimental de cuatro semanas, los verracos
fueron asignados a uno de los dos tratamientos experimentales. Durante el periodo pre-
experimental los verracos fueron alimentados con la dieta testigo; posteriormente fueron

alimentados con las dietas experimentales hasta finalizar el experimento.

Los tratamientos evaluados fueron dos niveles de ALC (0 y 1%; BASF Mexicana S.A.
de C.V.) en dietas estandar para verracos (Cuadro 7). Las dietas se formularon con base en
sorgo-pasta de soya y fueron adicionadas con aminodacidos sintéticos (L-lisina-H,SO,4, DL-
metionina y L-treonina). La adicién de lisina, treonina, y metionina se realizé hasta alcanzar
los niveles recomendados por Reese et al. (2000). Ademas, las dietas fueron formuladas para
cubrir el requerimiento de proteina cruda (13%) y energia metabolizable (3.265 Mcal kg™)
recomendado por el NRC (1998).

Coleccion de semen

Los verracos fueron eyaculados dos veces por semana; cuatro semanas antes de iniciar el
experimento y durante 12 semanas a partir de que comenzaron a consumir las dietas
experimentales. EI semen fue colectado usando la técnica de mano enguantada (Hancock y
Hovell, 1959); los verracos fueron eyaculados durante todo el periodo experimental por la

misma persona. Después de la eyaculacion de cada verraco se registro el volumen total de la
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fraccion rica en espermatozoides y el peso de la fraccién gelatinosa. La fraccion rica en
espermatozoides fue separada de la fraccion gelatinosa utilizando bolsas de coleccién para
semen para verracos con filtro (US Bag™ System, Cat. no. 11123/0100, Minitube, México.).
El semen fue mantenido a 37 °C en un bafio Maria durante su evaluacion en el laboratorio de

la granja experimental.

Evaluacion del semen

La concentracion espermatica por mililitro se determind utilizando una céamara de
Neubauer. Para realizar el conteo de espermatozoides, el semen fue diluido en una relacién de
1:200 con una solucidn de citrato de sodio al 3%, con formol (3 mL de formol en 1000 mL de
agua bidestilada). Se contaron los espermatozoides presentes en 5 de los 25 cuadros de la
camara de Neubauer (Ax et al., 2000). La concentracién espermatica total se obtuvo
multiplicando la concentracion por mililitro por el volumen total de la fraccion rica en

espermatozoides.

La motilidad espermaética se evalué colocando una gota de semen en un portaobjetos
atemperado a 37 °C, el cual fue observado en un microscopio 6ptico a 400x. La motilidad
espermatica total fue determinada como el porcentaje de espermatozoides que presentaron
algun signo de motilidad o movimiento en dos areas de medicion al contar 100 células por

area (Rodriguez-Gil y Rigau, 1995).

El pH del semen fue medido en una muestra de semen de 20 mL, inmediatamente
después de la eyaculacion de cada verraco utilizando un potenciometro portétil (Orion,

Modelo: 265, Orion Research, Inc. Alemania).

Viabilidad y morfologia espermatica

La evaluacién de la viabilidad espermatica se realizé por medio de frotis de semen tefiido
con eosina-nigrosina (Bamba, 1988; Tardif et al., 1999); la morfologia espermatica fue
evaluada por medio de frotis de semen tefiido con rosa de bengala. Las mezclas de semen con
las tinciones fueron incubadas por 2 min a 37 °C antes de realizar los frotis en los
portaobjetos; posteriormente se dejaron secar. Los frotis tefiidos con eosina-nigrosina y rosa
de bengala fueron evaluados contando 200 espermatozoides por frotis en un microscopio

Optico a 400x. Los espermatozoides viables fueron definidos como aquellos que no se tifieron.
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En la evaluacion de la morfologia espermatica se cuantifico la proporcion de espermatozoides
con anormalidades de cabeza (suelta, macrocabezas, microcabezas, piriformes), colas
(enrolladas, dobladas, quebradas, dobles colas), pieza media, y presencia de gotas
citoplasmaticas (proximal, distal, parcialmente desprendida; Sorensen, 1979).

Caracteristicas de la canal y testiculares

Al inicio del experimento (semana 0) y en las semanas 4, 8 y 12 del periodo
experimental, se midi6 la grasa dorsal y el area del masculo Longissimus al nivel de la décima
costilla. Adicionalmente se midio el area transversal de los testiculos, aproximadamente a la
mitad del testiculo, utilizando un ultrasonido de tiempo real Sonovet 600 (Medison, Inc.,
Cypress, California, EUA).

Andlisis de laboratorio

Muestras de células espermaticas de cada uno de los verracos fueron tomadas en la
semanas 0 (inicio del experimento), 4, 8 y 12 del experimento. EI semen de cada verraco fue
centrifugado a 1500 g durante 20 min a 4 °C para separar las células espermaticas del plasma
seminal. Posteriormente, las células espermaéticas fueron re-suspendidas a 50 mL con una
solucion que contenia BTS™ (Beltsville Thawing Solution; Minutube, Quéretaro, México)
para ser re-centrifugadas. Los espermatozoides lavados fueron guardados a —20 °C hasta

realizar el analisis de acidos grasos.

El contenido total de lipidos de las células espermaticas, aceites y dietas fue determinado
de acuerdo al método 923.07 de la AOAC (2000). Los lipidos totales de cada muestra junto
con 1 mL de acido miristoleico (estdndar interno; Cat. no. M3525, Sigma-Aldrich Co., USA)
fueron saponificados con 2 mL de sosa metandlica al 2%, durante 10 min a 90 °C en bafio
Maria. La metilacion se realizé adicionando 1 mL de solucion de triflourito de boro-metanol
al 20% (Cat. no. B1252, Sigma-Aldrich Co., USA), incubandose durante 2 min a 90 °C en
bafio Maria; se dejo enfriar y se adicionaron 5 mL de heptano (Cat. no. 270412, Sigma-
Aldrich Co., USA), y se dejo ebullir por 2 min a 90 °C en bafio Maria. Posteriormente se
adicionaron 5 mL de una solucion saturada de cloruro de sodio al 25%; una vez que se

separaron las fases de agua y heptano, la fase que contenia el heptano se pasé a un tubo de
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ensayo Yy fue evaporada con nitrégeno en bafio Maria a 60 °C. El resultante se reconstituyo
con 1 mL de hexano grado HPLC (Cat. no. H-9379-1; Sigma-Aldrich Co., USA).

La identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos (&cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, y los isdbmeros cis9, trans1l y trans10, cis12 del ALC) se
realizd por cromatografia de gases en un equipo Varian 3400 CX (Varian Inc., Palo Alto, CA,
USA), con auto-muestreador 8400 y detector de ionizacién de flama; la columna utilizada fue
una DB23 (30 m x 0.25 mm d.i.; Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), utilizando N, como gas
acarreador a un flujo de 30 mL min™. Las temperaturas de operacion de la columna, inyector y
detector fueron de 230, 150 y 300 °C, respectivamente. Los ésteres metilicos de los acidos
grasos se identificaron por sus tiempos de retencion relativos a una mezcla de estandares
(FAME mix C4-C24 no. 18919-1 AMP, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA,; cis-
4,7,10,13,16-docosapentaenoic acid, Cat. n0.18566-10MG (Fluka), Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO, USA). Los isomeros del &cido linoleico conjugado (ALC) fueron identificados
utilizando un estandar de ésteres metilicos de ALC que contenian una mezcla de los acidos
octadecadienoicos: cis-9, trans-11; trans-9, cis-11; trans-10, cis-12; cis-10, trans-12 (Cat. no.
05632, Sigma-Aldrich Co., USA). La concentracion de los &cidos grasos de las muestras se
calculd utilizando el area de cada pico con relacion al area conocida del estandar. Estos
andlisis se realizaron en el laboratorio de Nutricion Animal del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, en la Ciudad de México, México.

Las dietas experimentales fueron analizadas en el laboratorio para determinar la
concentracion de proteina cruda por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990); energia bruta en
una bomba calorimétrica adiabatica (Oxygen Bomb Calorimeter, Parr Instruments Co. lllinois,
EUA), siguiendo la metodologia propuesta por Tejada (1992); calcio por espectrofotometria
de absorcion atomica (Espectrofotometro Varian SpectrAA 10 plus, Varian, Australia), y
fosforo total por espectrofotometria de absorcion de rayos UV (Espectrofotometro Varian
Cary 1E UV-vis, Varian, Australia), siguiendo las metodologias de Fick et al. (1979). Estos
analisis se realizaron en el laboratorio de Nutricion Animal, Campus Montecillo, del Colegio

de Posgraduados.
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Anélisis estadistico

Las anormalidades espermaticas individuales se sumaron para obtener un solo valor de
células espermaticas con anormalidades por eyaculado. El perfil de &cidos grasos de las
celulas espermaticas, caracteristicas seminales, caracteristicas de la canal y testiculares fueron
analizadas con el procedimiento MIXED de SAS (West et al., 2007; SAS, 2009). Los valores
iniciales del perfil de &cidos grasos de las células espermaticas, de las caracteristicas
seminales, de la canal y testiculares fueron usados como covariables. Para determinar el efecto
del tiempo de consumo de la dieta, y de la interaccién entre la dieta y el tiempo, se utilizaron

polinomios ortogonales lineares y cuadraticos (Steel et al., 1997).

1.3. Resultados

Perfil de &cidos grasos de aceites y dietas experimentales

En el cuadro 8 se muestra el perfil de &cidos grasos del aceite crudo de soya y ALC. El
andlisis del perfil de acidos grasos de las dietas experimentales (Cuadro 9), muestra que la
dieta con 1% de ALC, proporcion6 7.84 y 7.84% de los isomeros cis9, transll y transl0,

cis12 respectivamente. En la dieta testigo no fueron detectados estos isomeros.

Caracteristicas seminales

Las caracteristicas macro y microscopicas seminales se muestran en el cuadro 10. El
volumen del semen incrementd de la semana 4 a la 8, presentando una reduccién en la semana
12 del experimento (efecto cuadratico, P<0.05). Los cambios en el volumen de semen
afectaron la concentracion espermatica por mL, observandose una mayor concentracion
espermatica por mL al disminuir el volumen de semen (efecto lineal, P<0.001; efecto
cuadratico, P<0.05). Por otro lado, la concentracidon espermatica total experimentd una mejora
durante el periodo experimental (efecto linear, P<0.05); observandose un mayor incremento
de la concentracion total espermatica en los cerdos que consumieron la dieta testigo (efecto
cuadratico, P<0.05). La viabilidad espermatica mejor6 (efecto cuadratico, P<0.01), mientras
que la cantidad de células con morfologia anormal disminuy¢ (efecto linear, P<0.001) a través
del tiempo. En cuanto al pH seminal, el consumo de ALC mantuvo el pH seminal mas estable;

aunque, a través del tiempo, en los dos tratamientos se observd una disminucion del pH
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seminal (efecto linear, P<0.001); el pH seminal de los verracos que no consumieron el ALC

experiment6 una mayor disminucion (efecto lineal, P<0.05).

Perfil de &cidos grasos en células espermaticas

El perfil de acidos grasos de los espermatozoides al inicio y durante el experimento, se
presenta en el cuadro 11. La concentracion total de &cidos grasos saturados, monoinsaturados
y poliinsaturados no fue afectada por ninguno de los factores principales (P>0.05). Durante el
periodo experimental la concentracion de los acidos eicosatrienoico (P<0.01), araquidonico
(P<0.01), docosahexaenoico (P<0.05), y la concentracion total de acidos grasos de la serie n—3
(P<0.05) presentaron un efecto cuadratico, observandose una disminucion de estos acidos
grasos en la semana 8, con un incremento de su concentracién en la semana 12 a valores
similares o cercanos a los presentes en la cuarta semana; mientras que la concentracion total
de &cidos n—6 (efecto lineal y cuadratico, P<0.05), aument6 a través del tiempo. Por otro lado,
la relacion entre los acidos grasos n—6 y n—3 (efecto cuadratico, P<0.05), y la relacion entre el
acido docosapentaenoico y docosahexaenoico (efecto lineal, P<0.05), mostraron el mismo

comportamiento que los &cidos grasos totales de la serie n—6.

Caracteristicas de la canal y testiculares

En cuanto a las caracteristicas de la canal y testiculares (cuadro 12), el consumo de ALC
aumento linealmente (P<0.05) el espesor de la grasa dorsal; sin embargo, se observo que esta
caracteristica de la canal incrementd en ambos tratamientos durante el transcurso del
experimento (efecto lineal y cuadratico, P<0.05), pero con menor intensidad en los cerdos que
consumieron la dieta testigo. Por otro lado, el AML aumento (efecto lineal, P<0.05) sélo por
efecto del tiempo. En cuanto al area transversal testicular, aunque ésta caracteristica no fue
afectada por el consumo del ALC (P>0.05), se observé que el area del testiculo derecho
(efecto linear, P<0.001) e izquierdo (efecto cuadratico P<0.05), aumentd durante el periodo

experimental.

1.4. Discusion

En este experimento se asumid que un periodo de 12 semanas de consumo de las dietas
seria suficiente para observar y confirmar los efectos del consumo del ALC sobre la calidad

espermatica y obtener la méxima incorporacion de acidos grasos de cadena larga en la
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membrana plasmatica del espermatozoide; lo anterior esta respaldado por el tiempo de
duracion de la espermatogénesis (34 a 39 d; Swierstra, 1968) y el transporte de los
espermatozoides a través del epididimo (9 a 12 d; Swierstra, 1968; Franca et al., 2005) en los
cerdos, y a que se ha visto que en la mayoria de las especies animales el perfil de &cidos
grasos en el espermatozoide y semen refleja el consumo de acidos grasos (Lands, 2005;
Wathes et al., 2007); especificamente en cerdos se ha reportado que hay una transferencia
efectiva de los &cidos grasos de la dieta a las células germinales (Maldjian et al., 2003;
Strzezek et al., 2004). Aunque no se observaron cambios en el perfil de acidos grasos y en las
caracteristicas seminales por el consumo del ALC, el analisis del perfil de &cidos grasos de los
espermatozoides concuerda con estudios previos realizados en semen de cerdo, en los cuales
se ha encontrado que los acidos grasos 22:5 (n-6) y 22:6 (n—3) son los mas abundantes,
aunque existen diferencias en la concentracion de estos acidos grasos en las células
espermaticas en los diferentes reportes. Algunos autores indican que las células espermaticas
tienen las siguientes concentraciones de los acidos grasos 22:5 (n-6) y 22:6 (n—3): 39 y 25%
(Johnson et al., 1969), 36 y 23% (Johnson et al., 1972), 28 y 38 % (Poulos et al., 1973), 24 y
43% (Evans y Setchell, 1979), 11 y 29% (Paulenz et al., 1995), 11 y 26% (Paulenz et al.,
1999), 31y 29% (Cerolini et al., 2001), 13 y 14% (Rooke et al., 2001), 8 y 18% (Mitre et al.,
2004), 31y 29% (Maldjian et al., 2005) respectivamente. Al inicio del presente experimento,
la concentracién de los &cidos grasos 22:5 (n—6) y 22:6 (n—3) en las células espermaéticas fue
de 22 y 15%, respectivamente, no observandose cambios en la concentracion de estos acidos

grasos después de 12 semanas de consumo de ALC.

Las diferencias en el perfil de acidos grasos encontradas en los diferentes reportes
pueden ser explicadas por la presencia de &cidos grasos unidos al glicerol por enlaces éter
(Evans et al., 1980; Brouwers et al., 1998; Lepig, et al., 2004). En el presente experimento,
debido al procedimiento de derivatizacion de acidos grasos utilizado, no se determind la
cantidad de &cidos grasos con unién éter. Pero se ha cuantificado que el 60% de la
fosfatidilcolina presente en el espermatozoide del cerdo tiene &cidos grasos con union éter en
la posicion sn-1; siendo los &cidos grasos saturados (principalmente &cido palmitico) los que
estan unidos por enlaces éter; mientras que los acidos grasos poliinsaturados estan en la

posicién sn-2 del glicerol (Brouwers et al., 1998). Sin embargo, en este estudio no se encontrd
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cambio en el perfil de acidos grasos por efecto del consumo de ALC, lo que indica que la
esterificacion de acidos grasos en la posicion sn-2 o en los &cidos grasos con union éster o éter

no fue afectada.

La baja concentracion del acido graso 22:6 (n—3) en las células espermaticas puede
deberse a la edad de los cerdos, pues se ha reportado que en aves (Cerolini et al., 1997; Kelso
et al., 1997b; Douard et al., 2003) y bovinos (Kelso et al., 1997a) la edad esta relacionada con
cambios en el perfil de &cidos grasos del espermatozoide y calidad seminal. En gallos, se ha
reportado que la edad disminuye la concentracion de los acidos grasos 22:4 (n-6) y 22:6 (n—
3), asi como la fertilidad y motilidad del espermatozoide. En toros, el cambio en el perfil de
acidos grasos del espermatozoide, principalmente por la reduccion en la concentracion del
acido graso 22:6 (n—3), ha sido relacionado con disminucion en la concentracion espermatica
y motilidad. Esta reduccion en la concentracién del 22:6 (n—3) puede ser debida a una
disminucion en las enzimas desaturasas (Brenner, 1989; Kelso et al., 1997a). A pesar de estas
aseveraciones, la motilidad espermatica en el presente experimento es elevada y la

concentracion espermatica por centimetro cubico se puede considerar normal.

En cuanto a las caracteristicas seminales, la produccion de semen, concentracion
espermatica por mL, viabilidad, motilidad y morfologia anormal no fueron afectadas por el
consumo del ALC durante el periodo experimental; sin embargo, el aumento en la
concentracion espermatica, viabilidad, y disminucién de la morfologia anormal puede estar
relacionado con cambios estacionales en la temperatura, pues se ha reportado que durante los
meses mas frescos del afio se mejora la concentracién espermatica y produccion de semen
(Kunavongkrit y Prateep, 1995; Ciereszko et al., 2000), mientras que las anormalidades
espermaticas son menores en cerdos mantenidos en temperaturas ambientales frescas (Mcnitt
y First, 1970; Larsson y Einarsson, 1984). Aunque el pH seminal fue el Gnico afectado por la
dieta y el tiempo, esto indica que el consumo de ALC puede afectar la secrecion de la prostata,
vesiculas seminales y glandula de Cowper; es decir, el ALC ayudaria a mantener en buenas

condiciones de salud estas glandulas (Ciereszko et al., 2000).

La mayor acumulacion de grasa dorsal observada en los cerdos que consumieron la dieta

con ALC, contradice lo encontrado en animales en crecimiento (Poulos et al., 2001; Rahman
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et al., 2001) o adultos (Mirand et al., 2004). Con respecto al AML, los resultados concuerdan
con lo encontrado por Mirand et al. (2004), los cuales indican que el consumo de ALC en
animales adultos no modifica la composicion corporal. Por otro lado, el aumento del éarea
transversal de los testiculos durante el periodo experimental puede ser debido al incremento en

la produccion de semen.

1.5. Conclusiones

En conclusion, de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente experimento, la
adicion de 1% de &cido linoleico conjugado a la dieta de verracos no afecta la produccion o
calidad del semen ni modifica el perfil de acidos grasos del espermatozoide; sin embargo,

incrementa la grasa dorsal en verracos maduros sexualmente activos.

Ademas, de acuerdo a la revision de literatura, este es el primer estudio en el cual se
investiga el efecto del consumo de ALC sobre las caracteristicas seminales y perfil de acidos
grasos del espermatozoide en cerdos adultos reproductivamente activos.
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Cuadro 7. Composicion de las dietas experimentales

Tratamiento T1 T2
Ingrediente, %
Sorgo 82.083 82.083
Pasta de soya 12.439 12.439
Aceite crudo de soya 1.522 0.522
ALC” 0.000 1.000
L-Lisina-H,SO,”~ 0.330 0.330
DL-Metionina 0.027 0.027
L-Treonina 0.101 0.101
Premezcla vitaminica' 0.200 0.200
Premezcla micromineral” 0.150 0.150
Antioxidante 0.023 0.023
Carbonato de calcio 1.066 1.066
Ortofosfato 1.558 1.558
Sal 0.500 0.500
TOTAL 100.000 100.000
Analisis calculado NRC® Reese et al., 2000°
Energia metabolizable, Mcal kg™ 3.265 3.265 3.265 3.30
Proteina cruda, % 13.00 13.00 13.00
Calcio, % 0.75 0.75 0.75 0.75
Fosforo disponible, % 0.40 0.40 0.35 0.40
Lisina, % 0.70 0.70 0.60 0.70
Metionina,% 0.24 024 0.16 0.18
Metionina+cistina, % 0.47 0.47 0.42 0.47
Treonina, % 0.57 0.57 0.50 0.57
Arginina, % 0.72 0.72 --- ---
Histidina, % 0.33 0.33 0.19 0.22
Leucina, % 1.42 1.42 0.51 0.60
Isoleucina, % 0.55 0.55 0.35 0.41
Fenilalanina+tirosina, % 1.17 1.17 0.57 0.67
Valina, % 0.64 0.64 0.40 0.47
Analisis determinado
Energia bruta, Mcal kg™ 3.925 3.935
Proteina cruda, % 13.50 13.32
Calcio, % 0.92 0.90
Fosforo total, % 0.645 0.640

“Acido linoleico conjugado (LutaCLA® 60 BASF Mexicana S.A. de C.V.), contiene: isdmeros cis9, transli,
30%; isémeros transl0, cis12, 30%; otros isomeros, <1%; &acido oleico, 22%; acido palmitico, 6%; acido
estearico, 4%; acido linoleico, 2%;metanol, <100 ppm; metales pesados, <1 ppm.

“BioLys, contiene: PC, 75%; fosforo disponible, 0.16%:; lisina, 50.70%; treonina, 0.40%; triptéfano, 0.14%;
metionina, 0.20%; arginina, 0.60%; isoleucina, 0.40%; leucina, 0.70%; valina, 0.70; cistina, 0.10%.

"Por cada kg de alimento proporciond: vit. A, 15 000 Ul; vit. D3, 2 500 UI; vit. E, 37.5 UI; vit. K, 2.5 mg,
tiamina, 2.25 mg; riboflavina, 6.25 mg; niacina, 50 mg; piridoxina, 2.5 mg; cianocobalamina, 0.0375 mg; biotina,
0.13 mg; colina, 563 mg; &cido pantoténico, 20 mg; acido félico, 1.25 mg.

"Aporté por cada kg de alimento: Fe, 150 mg; Zn, 150 mg; Mn, 150 mg; Cu, 10 mg; Se, 0.15 mg; I, 0.9 mg; Cr,
0.2 mg.

SRecomendacién de nutrimentos sugerida para verracos activos por el NRC, 1998.°Recomendacién de
nutrimentos sugerida para verracos activos por Reese et al., 2000.
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Cuadro 8. Perfil de acidos grasos de los aceites usados en las dietas experimentales

Acido graso

(Esteres metilicos de acidos grasos, %) ACS ALC
Palmitico (C16:0) 10.32 511
Palmitoleico (C16:1; n—7) 0.10 N.D.
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 N.D.
Estearico (C18:0) 4.16 4.26
Oleico (C18:1; n-9) 20.89 22.95
Cis-vaccénico (C18:1) 0.96 N.D.
Linoleico (C18:2; n-6) 54.94 0.46
a-linolénico (C18:3; n-3) 7.50 N.D.
ALC; cis9,trans1l y cisll,trans9 N.D. 32.39
ALC; trans10,cis12 N.D. 30.00
Araquidico (C20:0) 0.32 N.D.
Eicosenoico (C20:1; n-9) 0.20 0.55
Eicosapentaenoico (EPA; C20:5; n—3) 0.34 0.66
Erdcico (C22:1; n-9) N.D. 0.82
Lignocérico (C24:0) 0.11 0.14
Otros acidos grasos 0.08 2.65
Acidos grasos saturados 15.00 9.51
Acidos grasos monoinsaturados 22.14 24.32
Acidos grasos poliinsaturados 62.78 63.51

ACS= aceite crudo de soya; ALC= acido linoleico conjugado; N.D. = no detectable.
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Cuadro 9. Perfil de acidos grasos de las dietas experimentales

Acido graso

(Esteres metilicos de acidos grasos, %) Tl T2
Palmitico (C16:0) 12.79 9.92
Palmitoleico (C16:1; n—7) 0.42 0.26
Heptadecanoico (C17:0) 0.10 N.D.
Estearico (C18:0) 3.19 2.58
Oleico (C18:1; n-9) 29.16 28.05
Cis-vaccénico (C18:1) 0.56 0.57
Linoleico (C18:2; n-6) 47.30 38.20
a-linolénico (C18:3; n-3) 3.91 2.64
ALC; cis9, transll y cis1l, trans9 N.D. 7.84
ALC; trans10, cis12 N.D. 7.82
Araquidico (C20:0) 0.26 0.44
Eicosenoico (C20:1; n-9) 0.31 0.32
Eicosapentaenoico (EPA; C20:5; n—3) 0.24 0.30
Erdcico (C22:1; n-9) N.D. 0.23
Lignocérico (C24:0) 0.14 0.14
Otros acidos grasos 1.48 0.68
Acidos grasos saturados 16.63 13.08
Acidos grasos monoinsaturados 30.44 29.43
Acidos grasos poliinsaturados 51.45 56.80

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 1% de ALC; N.D.= no detectable.

135



Cuadro 10. Caracteristicas seminales de verracos alimentados con dietas adicionadas con ALC

Dieta T1 T2 Efecto Significancia de
Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM" EEM* principal D S DxS
Volumen del semen, mL 32440 396.20 417.00 408.75 346.95 398.90 304.10 37.90 27.50 S* NS Q* NS
Peso de la fraccion 4520 5637 6297  63.37 5213 6158 5333 576 437  DxS* NS NS Q*
gelatinosa, g
Concentracion espermética
mL, 1x10° células 219 2.15 1.99 242 2.16 2.22 247 0.27 0.20 S** NS L** Q* NS
Total, 1x10" células 6.71 6.85 6.89 8.49 7.95 8.60 8.21 0.86 0.56 S*DxS* NS L* Q*
Viabilidad, % 91.65 94.92 96.81 96.71 94.86 97.40 97.08 0.24 0.27 SEx* NS  L*** Q** NS
Motilidad progresiva, % 89.50 89.57 89.06 89.57 89.68 90.18 89.93 0.67 0.54 NS NS NS NS
Morfologia anormal, % 9.10 7.19 5.09 4.94 7.34 511 4.76 1.13 0.87 SHH* NS L*** NS
pH seminal 7.34 7.30 7.23 7.14 7.37 7.32 7.29 0.02 0.01 D*S*** L* L*** NS

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 1% de ALC.

*Valores iniciales usados como covariables.

Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= Dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<(.001.
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Cuadro 11. Perfil de &cidos grasos de los espermatozoides de verracos alimentados con dietas adicionadas con ALC (g por cada 100 g
de lipidos totales)

Dieta Tl T2 Efecto Significancia de
Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM"  EEM*  principal D S DxS
Acidos grasos

AGS totales 3113 26.33 29.20 26.89 29.62 32.01 28.73 112 1.16 NS NS NS NS
AGMI totales 18.15 1586 1498 13.82 14.96 16.89 16.35 1.27 1.45 NS NS NS NS
AGPI totales 4485 4577 4556 51.97 49.85 41.54 49.76 1.64 1.86 S* NS Q* NS
AGNI 5.87 11.07 9.29 6.34 6.70 10.53 6.13 1.92 1.66 NS NS NS NS
C18:2; n-6 3.81 4.04 4.08 2.56 2.92 4.75 3.49 0.48 0.59 NS NS NS NS
ALC; cis9, trans1l N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - - - -
ALC; trans10, cisl12 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. - - - -
C20:3; n-6 1.00 1.32 0.84 1.39 1.21 0.42 1.25 0.16 0.15 S* NS Q** NS
C20:4; n-6 2.13 2.34 2.12 2.54 2.42 191 2.55 0.11 0.12 S** NS Q** NS
C22:5; n-6 2235 2541 2643 31.34 24.12 21.25 25.58 2.54 1.99 S* NS L* NS
C22:6; n-3 1535 1461 13.70 15.60 17.18 10.91 14.09 1.11 1.08 S* NS Q* NS
Total n-3 1549 1461 13.70 15.87 17.18 10.91 14.47 1.14 1.09 S* NS Q* NS
Total n-6 2936 33.38 34.07 38.25 3051 2841  33.07 2.06 1.59 S* NS L* Q* NS
n-6:n-3 2.20 2.66 2.76 2.66 1.94 2.58 241 0.28 0.22 S* NS Q* NS
C22:5n-6:C22:6 n-3 1.67 1.99 2.20 2.30 1.48 1.89 1.87 0.24 0.17 S* NS L* NS

T1=dieta testigo; T2= dieta adicionada con 1% de ALC.

*Valores iniciales usados como covariables.

"Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= Dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana, AGS= 4cidos grasos saturados, AGMI= acidos grasos monoinsaturados, AGPI= acidos grasos
poliinsaturados, AGNI= 4cidos grasos no identificados, N.D.= no detectable.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Cuadro 12. Caracteristicas de la canal y testiculares de verracos alimentados con dietas adicionadas con ALC

Dieta T1 T2 Efecto Significancia de

Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM" EEM! principal D S DxS
GD, mm 12.30 10.82 10.57 11.37 13.08 13.23 14.08 0.80 0.58 D* S* L* L* Q* NS
AML, cm? 41.49 41.84 41.59 43.33 43.42 44.50 45.25 2.00 1.40 S* NS L* NS
ATDER, cm? 61.95 50.40 53.72 52.69 49.80 53.45 55.77 1.14 0.93 SHE* NS L*** Q* NS
ATIZQ, cm? 60.97 49.54 52.50 52.09 51.66 54.67 54.29 1.53 1.19 S* NS L*Q* NS

T1=dieta testigo; T2= dieta adicionada con 1% de ALC.

*Valores iniciales usados como covariables.

"Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= Dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana, GD= grasa dorsal, AML= area del misculo Longissimus, ATDER= area transversal del
testiculo derecho, ATIZQ= é&rea transversal del testiculo izquierdo.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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CAPITULO Il. ADICION DE NUCLEOTIDOS A DIETAS ESTANDAR PARA
VERRACOS PARA MEJORAR LAS CARACTERISTICAS SEMINALES IN VITRO

Resumen

El objetivo principal de este experimento fue determinar si la adicion de nucle6tidos a dietas
para verracos mejora las caracteristicas seminales y modifica el perfil de acidos grasos del
espermatozoide. Diez verracos de linea terminal (YorkshirexLandracexPietrain) fueron
distribuidos a uno de dos tratamientos en un disefio completamente al azar; cada verraco fue
una unidad experimental. Los tratamientos (T) fueron: T1) Dieta testigo (sin adicién de
nucleotidos; n=5), y T2) Dieta con 0.65% de nucleétidos (n=5). Los cerdos fueron eyaculados
dos veces por semana. La cantidad y calidad del eyaculado fue evaluada mediante mediciones
rutinarias. Muestras espermaticas de las semanas 0, 4, 8 y 12 fueron utilizadas para determinar
cambios en el perfil de acidos grasos del espermatozoide. EI volumen del semen y la
concentracion espermaética total fueron afectados por la interaccion entre la dieta y el tiempo,
observandose una disminucion en el volumen (efecto lineal, P<0.05) y concentracion
espermatica total (efecto lineal, P<0.01) en los cerdos que consumieron la dieta adicionada
con nucledtidos. La adicién de nucleétidos disminuyé (efecto lineal, P<0.05) la concentracion
del &cido graso dihomo-y-linolénico (20:3; n—6) en el espermatozoide, ademas de observarse
un incremento (efecto cuadratico, P<0.05) en la concentracion de los &cidos grasos que no
pudieron ser identificados (AGNI) por efecto de la interaccion entre la dieta y el tiempo. La
concentracion de urea en plasma (UREA), grasa dorsal (GD) y area del musculo Longissimus
(AML) no fueron afectados (P>0.05) por los nucledtidos; El area transversal del testiculo
derecho (ATDER; efecto lineal, P<0.01) e izquierdo (ATIZQ; efecto lineal, P<0.01) aumentd
por efecto de la dieta, siendo mayor en los cerdos que consumieron la dieta testigo. En
conclusion, los resultados obtenidos en el presente experimento indican que la adicién de
nucleotidos a la dieta modifica el metabolismo de los lipidos a nivel testicular, ademas de
afectar la eficiencia de la espermatogénesis, la cual se reflejé en una menor produccion

espermatica.

Palabras clave: verracos, nucleétidos, calidad seminal, comportamiento reproductivo,

espermatozoide.
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Abstract

The main aim of this experiment was to determine whether the nucleotides addition to boar
diet could improve semen characteristics and modify the spermatozoa fatty acids profile. Ten
lean-type (YorkshirexLandracexPietrain) adult boars were randomly assigned to two
treatments in a completely randomized design (each boar was a replicate). Treatments (T)
were: T1) Control diet (without nucleotides addition; n=5), and T2) Diet with 0.65% of
nucleotides (n=5). All boars were ejaculated twice per week. Classical measurements of sperm
quantity and quality were performed. Semen samples from weeks 0 (at beginning of the
experiment), 4, 8, and 12 were used to determine changes in sperm fatty acid profile. Semen
volume and total concentration were affected by dietxtime interaction; it was observed a
decrease in volume (linear effect, P<0.05) and total sperm concentration (linear effect,
P<0.01) in boars fed diets with nucleotides. Nucleotides intake decreases (linear effect,
P<0.05) the dihomo-y-linolenic acid (20:3; n—6) concentration on spermatozoa. Moreover, it
was observed an increase (quadratic effect, P<0.05) in concentration of fatty acids that could
not be identified (AGNI) by the effect of dietxtime interaction. Plasma urea concentration
(UREA), backfat thickness (BFT) and Longissimus muscle area (LMA) were not affected by
nucleotides intake; however, it was observed an increase in the transversal area on right
(ATDER,; linear effect, P<0.01) and left (ATIAZQ; linear effect, P<0.01) testis by effect of
treatment, where transversal area was higher in boars fed the control diet. These results
indicate that the nucleotides addition to the boar diet modify lipid metabolism at testicular
level, and nucleotides also affect the spermatogenesis efficiency, reflected in lower sperm
production.

Keywords: boars, nucleotides, reproductive performance, semen quality, spermatozoa.
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2.1. Introduccion

En la industria porcina, hacer un uso mas eficiente del material genético de alta calidad y
utilizar semen con elevados estandares de calidad para mejorar las variables productivas y
reproductivas de las piaras, son algunos de los objetivos por los cuales se ha implementado la
inseminacion artificial. Sin embargo, son muchos los factores que afectan la produccion y
calidad del semen, y su impacto es poco conocido. Entre estos factores se ha visto que la
nutricion juega un papel importante en las caracteristicas seminales del eyaculado del cerdo.
En algunos estudios se ha reportado que el nivel de proteina y energia de la dieta afectan la
produccién de semen (Louis et al., 1994a,b). También la adicion de &cidos grasos n—3 (Rooke
et al., 2001) o de selenio més vitamina E (Marin-Guzman et al., 1997) a la dieta mejoran la
motilidad progresiva y disminuyen la proporcion de anormalidades esperméticas, mientras que
la fortificacion de la dieta con vitaminas hidrosolubles incrementa la motilidad espermatica
(Audet et al., 2004). Sin embargo, no se han realizado estudios en los cuales se haya evaluado

el efecto de la adicién de nucleétidos a la dieta sobre las caracteristicas seminales de cerdos.

Los nucledtidos son compuestos formados por una base nitrogenada unida a una pentosa
y con al menos un grupo fosfato. Los nucle6tidos participan en el proceso de division celular,
crecimiento celular y modulacién del sistema inmune; ademas de participar como precursores
de los acidos nucleicos (ADN y ARN), también originan fuentes de energia (ATP y GTP), y
son componentes de los cofactores FAD, NAD, S-adenosilmetionina y coenzima A, asi como
de la UDP-glucosa y CDP-diacilglicerol. Ademas, algunos nucledtidos, como el CAMP y el
cGMP, actian como segundos mensajeros (Carver y Walker, 1995; Carver, 1999; Nelson et
al., 2001). Aungue estos compuestos no se consideran esenciales, en algunas situaciones
especiales pueden considerarse como semiesenciales o esenciales, particularmente cuando el
organismo necesita una mayor cantidad de nucleétidos de la que puede sintetizar, como ocurre
en periodos de rapido crecimiento, enfermedad o cuando hay un consumo limitado de
nutrientes (Uauy et al., 1994; Yu, 1998; Carver, 1999).

Se ha reportado que la adicion de nucledtidos a la dieta, promueve el crecimiento y
maduracion intestinal (Uauy et al., 1994; Yu, 1998), mantiene la integridad intestinal, reduce
la incidencia de enfermedades entéricas en animales débiles o estresados por cambios
ambientales o nutricionales (Gongalves et al., 2005), modifica el tipo y crecimiento de la
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microflora intestinal (NUfiez et al., 1990; Uauy et al., 1994) e incrementa la respuesta inmune
celular y humoral (Carver, 1999; Maldonado et al., 2001; Navarro et al., 2008); ademas, se ha
visto que pueden modificar el metabolismo de los lipidos, ya que algunos reportes indican que
la adicién de nucleétidos a la dieta modifican el perfil de acidos grasos de la membrana
plasmatica del eritrocito (DeLucchi et al., 1987; Jiménez et al., 1992). Adicionalmente se ha
observado que el consumo de nucleétidos puede modificar la proporcion de lipoproteinas en
sangre (Sanchez-Pozo et al., 1994; Siahanidou et al., 2004). Sin embargo, todos estos efectos
solo se han reportado en individuos lactantes. Por lo anterior, los objetivos de este
experimento fueron: determinar si la adicion de nucleédtidos a la dieta para verracos, al mejorar
la salud del intestino, podria modificar el metabolismo de los nutrientes, especificamente de
los lipidos, y con esto cambiar el perfil de acidos grasos del espermatozoide y mejorar las

caracteristicas del semen de cerdos.

2.2. Materiales y métodos

Esta investigacion se realizd en la granja experimental del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, localizada en el municipio de Texcoco, Estado de Meéxico.
Geograficamente se localiza a 98° 48 27 de longitud oeste y a 19° 48” 23” de latitud norte, a
una altura de 2241 msnm (Garcia, 1988). El estudio se realiz6 durante los meses de febrero a
mayo de 2009. Las temperaturas maxima, minima y promedio durante el periodo experimental

dentro de las instalaciones fueron: 30.6, 5.5, y 19.2 °C, respectivamente.

Animales y tratamientos

Diez verracos de linea terminal (YorkshirexLandracexPietrain) con peso promedio de
245+18.4 kg y una edad de aproximadamente 28 meses, fueron distribuidos en un disefio
completamente al azar de dos tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento, durante 12
semanas. Los verracos se alojaron individualmente en corrales de 2.0x2.4 m (4.80 m?), con
piso de concreto, equipados con bebederos de chupdn. Los animales tuvieron libre acceso al
agua. La alimentacion fue restringida, ofreciendo 2.8 kg d* en el piso del corral. Durante todo
el experimento, la limpieza de los corrales y animales e inspeccion de salud se realizd todos

los dias.
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Después de un periodo de manejo pre-experimental de cuatro semanas, los verracos
fueron asignados a uno de los dos tratamientos experimentales. Durante el periodo pre-
experimental, los verracos fueron alimentados con la dieta testigo; después de este periodo

fueron alimentados con las dietas experimentales hasta finalizar el experimento.

Los tratamientos evaluados fueron dos niveles de nucle6tidos (0 y 0.65%) derivados de
Saccharomyces cerevisiae en dietas estandar para verracos (Cuadro 13). Las dietas se
formularon con base en sorgo-pasta de soya, y fueron adicionadas con aminoacidos sintéticos
(L-lisina-H,SO,4, DL-metionina y L-treonina). La adicién de lisina, treonina y metionina se
realizd hasta alcanzar los niveles recomendados por Reese et al. (2000). Ademas, las dietas
fueron formuladas para cubrir el requerimiento de proteina cruda (13%) y energia
metabolizable (3.265 Mcal kg™) recomendado por el NRC (1998).

Coleccion de semen

Previo al inicio del experimento (cuatro semanas) todos los verracos fueron eyaculados
una vez por semana, y dos veces por semana durante el periodo experimental (12 semanas). El
semen fue colectado usando la técnica de mano enguantada (Hancock y Hovell, 1959); los
verracos fueron eyaculados durante todo el periodo experimental por la misma persona.
Después de la eyaculacion de cada uno de los verracos se registrd el volumen total de la
fraccion rica en espermatozoides y el peso de la fraccion gelatinosa. La fraccion rica en
espermatozoides fue separada de la fraccion gelatinosa utilizando bolsas de coleccion para
semen para cerdos con filtro (US Bag™ System, Cat: 11123/0100, Minitube México.). El
semen fue mantenido a 37 °C en un bafio Maria durante su evaluacion en el laboratorio de la

granja experimental.

Evaluacion del semen

La concentracion espermatica por mililitro se determind utilizando una camara de
Neubauer. El conteo de espermatozoides se realizé utilizando semen diluido en una solucion
de citrato de sodio al 3%, con formol (3 mL de formol en 1000 mL de agua bidestilada) en
una relacion 1:200, contandose los espermatozoides presentes en 5 de los 25 cuadros de la
camara de Neubauer (Ax et al., 2000). La concentracion espermatica total se obtuvo
multiplicando la concentracion por mililitro por el volumen total de la fraccion rica en
espermatozoides.
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La evaluacion de la motilidad espermatica se realizé colocando una gota de semen en un
portaobjetos atemperado a 37 °C, el cual fue observado en un microscopio éptico a 400x. La
motilidad espermaética total fue determinada como el porcentaje de espermatozoides que
presentaron algin signo de motilidad o movimiento en dos areas de medicion al contar 100

células por area (Rodriguez-Gil y Rigau, 1995).

El pH del semen fue medido en una muestra de semen de 20 mL, inmediatamente
después de la eyaculacion de cada verraco, utilizando un potenciémetro portatil (Orion,
Modelo: 265, Orion Research, Inc. Alemania).

Viabilidad y morfologia espermatica

La viabilidad espermaética y morfologia espermatica fue evaluada por medio de frotis de
semen tefiidos con eosina-nigrosina (Bamba, 1988; Tardif et al., 1999). Antes de realizar el
frotis en los portaobjetos, la mezcla de semen con la tincion fue incubada por 2 min a 37 °C,
posteriormente se dejo secar por 30 minutos. Los frotis tefiidos fueron evaluados en un
microscopio Optico a 400x, contando 200 espermatozoides por frotis. Los espermatozoides
viables fueron definidos como aquellos que no se tifieron. La morfologia espermatica fue
evaluada cuantificando la proporcion de espermatozoides con anormalidades de cabeza
(suelta, macrocabezas, microcabezas, piriformes), cola (enrolladas, dobladas, quebradas,
dobles colas), pieza media, y presencia de gotas citoplasmaticas (proximal, distal,

parcialmente desprendida; Sorensen, 1979).

Caracteristicas de la canal y testiculares

El grosor de la grasa dorsal (GD) y area del masculo Longissimus (AML) fue medido a
nivel de la décima costilla en cada uno de los verracos en las semanas 0, 4, 8 y 12 del periodo
experimental; adicionalmente se midi6 el &rea transversal de los testiculos derecho (ATDER)
e izquierdo (ATIZQ), utilizando un ultrasonido de tiempo real Sonovet 600 (Medison, Inc.,
Cypress, California, USA).

Concentracion de urea en plasma sanguineo
Para determinar la concentracion de urea en plasma sanguineo (UREA), se tomaron
muestras de sangre en la semana 0, 4, 8 y 12; las muestras sanguineas fueron tomadas por

medio de puncion de la vena cava anterior utilizando tubos vacutainer con heparina (BD
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Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, 07417, USA). Las muestras de sangre se colocaron en hielo
hasta centrifugarse a 1800 g a 4 °C por 20 minutos para separar el paquete celular del plasma
sanguineo; una vez separados, el plasma se transfirid a tubos de polipropileno y fueron
guardados a -20 °C hasta realizar las determinaciones de urea.

Anélisis de laboratorio

Muestras de células espermaticas de las semanas 0, 4, 8 y 12 de cada uno de los verracos
fueron tomadas para realizar el anélisis de acidos grasos. EI semen fue centrifugado a 1500 g
durante 20 min a 4 °C, para separar las células esperméticas del plasma seminal. Una vez
separadas las células espermaticas fueron re-suspendidas a 50 mL con una solucién que
contenia BTS™ (Beltsville Thawing Solution; Minutube, Querétaro, México), posteriormente
fueron re-centrifugadas. Las células espermaticas lavadas fueron guardadas a —20 °C hasta

realizar el andlisis de &cidos grasos.

La determinacién de lipidos totales de las células esperméticas y dietas experimentales se
realizd siguiendo el método 923.07 de la AOAC (2000). La saponificacion de los lipidos
totales se realizd con sosa metandlica al 2%, utilizando acido miristoleico (Cat. no. M3525,
Sigma-Aldrich Co., USA) como estandar interno para el andlisis cromatografico. La
transesterificacion de los lipidos de las células espermaticas y las dietas a ésteres metilicos se
realizd de acuerdo al método 969.33 de la AOAC (2000), usando triflourito de boro-metanol
(Cat. no. B1252, Sigma-Aldrich Co., USA). La identificacion y cuantificacion de los acidos
grasos se realiz6 por cromatografia de gases en un equipo Varian 3400 CX (Varian Inc., Palo
Alto, CA, USA) con auto-muestreador 8400 y detector de ionizacion de flama; la columna
utilizada fue una DB23 (30 m x 0.25 mm d.i.; Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), utilizando N,
como gas acarreador a un flujo de 30 mL min™. Las temperaturas de operacién de la columna,
inyector y detector fueron de 230, 150 y 300 °C, respectivamente. Los ésteres metilicos de los
acidos grasos se identificaron por sus tiempos de retencién relativos a una mezcla de
estandares (FAME mix C4-C24 no. 18919-1 AMP, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA;
cis-4,7,10,13,16-docosapentaenoic acid, Cat. n0.18566-10MG (Fluka), Sigma-Aldrich Inc., St.
Louis, MO, USA). La concentracidn de los acidos grasos de las muestras se calcul6 utilizando

el area de cada pico con relacion al area conocida del estandar. Estos analisis se realizaron en
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el laboratorio de Nutricion Animal del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran, en la Ciudad de México, México.

Las dietas experimentales fueron analizadas para determinar la concentracion de proteina
cruda por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990); energia bruta en una bomba calorimétrica
adiabatica (Oxygen Bomb Calorimeter, Parr Instruments Co. Illinois, USA), siguiendo la
metodologia propuesta por Tejada (1992); calcio por espectrofotometria de absorcidn atémica
(Espectrofotometro Varian SpectrAA 10 plus, Varian, Australia), y fdsforo total por
espectrofotometria de absorcion de rayos UV (Espectrofotometro Varian Cary 1E UV-vis,
Varian, Australia), siguiendo las metodologias de Fick et al. (1979). La concentracion de urea
en plasma fue determinada por espectrofotometria de absorcion de rayos UV
(Espectrofotometro Varian Cary 1E UV-vis, Varian, Australia), siguiendo la metodologia
propuesta por Chaney y Marbach (1962). Estos andlisis se realizaron en el laboratorio de

Nutricion Animal, Campus Montecillo, del Colegio de Posgraduados.

Anélisis estadistico

Las anormalidades espermaticas individuales se sumaron para obtener un sélo valor de
células espermaéticas con anormalidades por eyaculado. Todas las variables fueron sometidas a
analisis de normalidad antes de realizar el andlisis de varianza. El perfil de &cidos grasos de
las células espermaticas, caracteristicas seminales, caracteristicas de la canal y testiculares
fueron analizadas con el procedimiento MIXED de SAS (West et al., 2007; SAS, 2009). Los
valores iniciales del perfil de acidos grasos de las células espermaticas, de las caracteristicas
seminales, de la canal y testiculares fueron usados como covariables. Para determinar el efecto
del tiempo de consumo de la dieta, y de la interaccidn entre la dieta y el tiempo, se utilizaron

polinomios ortogonales lineares y cuadraticos (Steel et al., 1997).

2.3. Resultados

Perfil de &cidos grasos de las dietas experimentales
El analisis del perfil de acidos grasos de las dietas experimentales (Cuadro 14) mostrd
que las dietas experimentales proporcionaron cantidades similares de los diferentes acidos

grasos.
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Caracteristicas seminales

En el cuadro 15 se muestran las caracteristicas seminales. La produccion (volumen) de
semen fue afectada por la interaccion entre la dieta y el tiempo (DxS), observandose una
disminucion (efecto lineal, P<0.05) en el volumen del semen en los cerdos que consumieron la
dieta adicionada con nucleétidos y un incremento en ésta variable en los cerdos que
consumieron la dieta testigo (efecto cuadratico, P<0.05). No obstante lo anterior, la
concentracion espermatica por mL sélo disminuyo por efecto del tiempo (efecto cuadratico,
P<0.05) en los dos tratamientos; sin embargo, la concentracién espermatica total fue afectada
por la interaccion DxS, observandose una menor concentracion espermatica total (efecto
lineal, P<0.05) en los cerdos que consumieron la dieta adicionada con nucleétidos. Por otro
lado, mientras que la viabilidad (efecto lineal, P<0.05; efecto cuadratico, P<0.01) y motilidad
progresiva (efecto lineal, P<0.05) disminuyeron, ¢l pH seminal aument0 (efecto cuadrético,

P<0.01) durante el periodo experimental.

Perfil de &cidos grasos en células espermaticas

El perfil de acidos grasos de los espermatozoides se presenta en el cuadro 16. De la
concentracion total de los acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, solo los
acidos grasos saturados totales disminuyeron (efecto lineal, P<0.01; efecto cuadratico, P<0.05)
durante el periodo experimental; sin embargo, se observo un incremento (efecto cuadratico,
P<0.05) en la concentracion de los acidos grasos que no pudieron ser identificados (AGNI)
por efecto de la interaccion entre la dieta y el tiempo. El analisis individual de los acidos
grasos, mostro que el consumo de los nucledtidos disminuyd (efecto lineal, P<0.05) el acido
graso dihomo-y-linolénico (C20:3 n-6). Por otro lado, solo la relacion entre el acido
docosapentaenoico y docosahexaenoico presentd una reduccion (efecto lineal, P<0.05) durante

el periodo experimental.

Caracteristicas de la canal y testiculares
En el cuadro 17, se muestra el efecto del consumo de los nucle6tidos sobre las
caracteristicas de la canal y testiculares. Aunque las variables de las caracteristicas de la canal
no fueron afectadas por el consumo de los nucleotidos (P>0.05), la GD (efecto lineal,
P<0.001) y el AML (efecto lineal, P<0.05), presentaron un incremento a través del tiempo. En
cuanto al area transversal testicular el tratamiento y el tiempo incrementaron ésta variable en
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los dos testiculos; por un lado, los nucledtidos indujeron un menor crecimiento testicular
(efecto linear, P<0.05); mientras que el tiempo aumento el ATDER (efecto cuadrético,
P<0.05) y ATIZQ (efecto lineal, P<0.001; efecto cuadratico, P<0.01).

Concentracion de urea plasméatica
La concentracidn de urea en plasma (cuadro 17), no fue afectada por el consumo de la
dieta adicionada con nucleétidos (P>0.05); pero mostré una reduccion durante el periodo

experimental (efecto lineal, P<0.001; efecto cuadratico, P<0.01).

2.4. Discusion

La disminucidn en el volumen del semen y concentracidn espermaética total en los cerdos
qgue consumieron la dieta con nucledtidos indica que estos compuestos tienen efectos
detrimentales en la produccién espermatica y, al parecer, la adicion de los nucleétidos a la
dieta puede afectar la espermatogénesis en los cerdos. Por otro lado, aunque el resto de las
caracteristicas seminales no fueron afectadas por el consumo de nucle6tidos, la disminucion
en la concentracion espermatica por mL, viabilidad y motilidad progresiva, e incremento en la
morfologia anormal y pH seminal durante el periodo experimental, puede ser explicado por el
incremento en la temperatura ambiental que se registro al pasar del invierno a la primavera, ya
que se ha visto que en los meses més célidos del afio la concentracion espermatica y la
produccién de semen disminuyen (Kennedy y Wilkins, 1984; Trudeau y Sanford, 1986;
Kunavongkrit y Prateep, 1995; Ciereszko et al., 2000; Huang et al., 2000), mientras que las
anormalidades espermaticas incrementan (McNitt y First, 1970; Larsson y Einarsson, 1984;
Huang et al., 2000).

Debido a la duracion de la espermatogénesis (34 a 39 d; Swierstra, 1968) y el tiempo que
dura el transporte de los espermatozoides a través del epididimo (9 a 12 d; Swierstra, 1968;
Franca et al., 2005), se determind que doce semanas eran suficientes para observar algin
cambio en el perfil de acidos grasos del espermatozoide por efecto del consumo de los
nucleotidos. El incremento en la concentracion de los acidos grasos que no pudieron ser
identificados por cromatografia y la disminucion del acido dihomo-y-linolénico (C20:3, n-6)
por efecto del consumo de los nucle6tidos, indican que los nucle6tidos tienen la capacidad de

modificar el metabolismo de los lipidos a nivel testicular. Esta capacidad de los nucleétidos de
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alterar el metabolismo de los lipidos ya ha sido reportado en eritrocitos, en los cuales se ha
observado que afectan la conversion de los acidos grasos esenciales, principalmente del acido
linoleico y a-linolénico, a &cidos grasos de cadena larga derivados de su metabolismo, como
es el &cido araquidénico (C20:4; n—-6) y &cido adrénico (C22:4; n-6), los cuales se ha
observado que incrementan su concentracion en los fosfolipidos totales de la membrana
plasmatica, mientras que se disminuye la concentracion del &cido docosahexaenoico (22:6; n—
3; DeLucchi et al., 1987; Jiménez et al., 1992). Aunque en el presente experimento no se
observOo una reduccion en la concentracion de los acidos grasos docosahexaenoico o
docosapentaenoico, la disminucion del &cido dihomo-y-linolénico y el incremento de los
AGNI probablemente puedan afectar la fluidez de la membrana plasmaética y por lo tanto la

capacidad fecundante del espermatozoide.

En cuanto a las caracteristicas de la canal y testiculares, la grasa dorsal y el area del
musculo Longissimus no fueron afectados por el consumo de nucle6tidos; lo anterior
concuerda con los resultados reportados por Hunziker y Spring (2002) en cerdos recién
destetados, Saldafa et al. (2009) en cerdos en crecimiento y Rivera et al. (2010) en cerdos en
finalizacion, los cuales no encontraron efecto en estas dos variables de la canal al sustituir
parte de la proteina de la dieta por nucle6tidos o suplementar a la dieta con estos compuestos.
Por otro lado, en los cerdos que consumieron las dietas adicionadas con nucleétidos se
observo una menor area testicular, lo cual coincide con una menor produccién espermatica e
indica que los nucledtidos tienen la capacidad de alterar las funciones testiculares

(espermatogeénesis).

La concentracion de urea plasmatica observada en los dos tratamientos indica que los
nucleotidos no afectan el metabolismo ni la eficiencia de utilizacion de la proteina dietaria en

los verracos.
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2.5. Conclusiones

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente experimento indican que la
adicién de 0.65% de nucledtidos a la dieta para verracos altera la espermatogénesis, lo cual se
reflejé en una menor produccion espermatica; ademas, modifica el metabolismo de los lipidos
a nivel testicular, pues cambia el perfil de &cidos grasos de la célula espermaética. Estos efectos
pueden impactar en la fluidez de la membrana plasmatica del espermatozoide y por lo tanto,

en la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides.
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Cuadro 13. Composicion de las dietas experimentales

Tratamiento T1 T2
Ingrediente, %
Sorgo 82.083 80.728
Pasta de soya 12.439 12.724
Nucleotidos* 0.000 0.650
Aceite crudo de soya 1.522 1.953
L-Lisina-H,SO,** 0.330 0.320
DL-Metionina 0.027 0.028
L-Treonina 0.101 0.100
Premezcla vitaminica' 0.200 0.200
Premezcla micromineral” 0.150 0.150
Antioxidante 0.023 0.023
Carbonato de calcio 1.066 1.064
Ortofosfato 1.558 1.559
Sal 0.500 0.500
TOTAL 100.000 100.000
Analisis calculado NRC®  Reese et al., 2000”
Energia metabolizable, Mcal kg™ 3.265 3.265 3.265 3.30
Proteina cruda, % 13.00 13.00 13.00 13.00
Calcio, % 0.75 0.75 0.75 0.75
Fosforo disponible, % 0.40 0.40 0.35 0.40
Lisina, % 0.70 0.70 0.60 0.70
Metionina,% 0.24 024 0.16 0.18
Metionina+cistina, % 0.47 0.47 0.42 0.47
Treonina, % 0.57 0.57 0.50 0.57
Arginina, % 0.72 0.72
Histidina, % 0.33 0.33 0.19 0.22
Leucina, % 1.42 1.42 0.51 0.60
Isoleucina, % 0.55 0.55 0.35 0.41
Fenilalanina+tirosina, % 1.17 1.17 0.57 0.67
Valina, % 0.64 0.64 0.40 0.47
Analisis determinado
Energia bruta, Mcal kg 3.92 3.93
Proteina cruda, % 13.70 13.95
Calcio, % 0.82 0.81
Fosforo total, % 0.63 0.64

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 0.65% de nucleotidos

“Nucleétidos contiene: PC, 50%.

“ BioLys®, contiene: PC, 75%; fésforo disponible, 0.16%; lisina, 50.70%; treonina, 0.40%:; triptéfano, 0.14%;
metionina, 0.20%; arginina, 0.60%; isoleucina, 0.40%; leucina, 0.70%; valina, 0.70; cistina, 0.10%.

"Por cada kg de alimento proporciond: vit. A, 15 000 UlI; vit. D3, 2 500 UI; vit. E, 37.5 UI; vit. K, 2.5 mg,
tiamina, 2.25 mg; riboflavina, 6.25 mg; niacina, 50 mg; piridoxina, 2.5 mg; cianocobalamina, 0.0375 mg; biotina,
0.13 mg; colina, 563 mg; acido pantoténico, 20 mg; acido félico, 1.25 mg.

"Aport6 por cada kg de alimento: Fe, 150 mg; Zn, 150 mg; Mn, 150 mg; Cu, 10 mg; Se, 0.15 mg; I, 0.9 mg; Cr,
0.2 mg.

SRecomendacién de nutrimentos sugerida para verracos activos por el NRC, 1998.°Recomendacién de
nutrimentos sugerida para verracos activos por Reese et al., 2000.
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Cuadro 14. Perfil de acidos grasos de las dietas experimentales

Acido graso

(Esteres metilicos de acidos grasos, %) T1 T2
Palmitico (C16:0) 12.79 12.73
Palmitoleico (C16:1; n—7) 0.42 0.40
Heptadecanoico (C17:0) 0.11 0.10
Estearico (C18:0) 3.19 3.10
Oleico (C18:1; n-9) 29.16 28.78
Cis-vacceénico (C18:1) 0.58 0.58
Linoleico (C18:2; n-6) 47.30 47.97
a-linolénico (C18:3; n-3) 391 3.80
Araquidico (C20:0) 0.26 0.25
Eicosenoico (C20:1; n-9) 0.31 0.30
Eicosapentaenoico (EPA; C20:5; n—-3) 0.24 0.24
Lignocérico (C24:0) 0.14 0.14
Otros acidos grasos 1.48 1.47
Acidos grasos saturados 16.49 16.42
Acidos grasos monoinsaturados 30.53 30.06
Acidos grasos poliinsaturados 51.45 52.01

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 0.65% de nucle6tidos
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Cuadro 15. Caracteristicas seminales de verracos alimentados con dietas adicionadas con nucleotidos

Dieta Tl T2 Efecto Significancia de
Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM" EEM*  principal D S DxS
Volumen del semen, mL 284.40 288.82 301.50 300.12 28748 252.18 246.48 17.71 13.38 DxS* NS NS L* Q*
Peso de la fraccion e04 5867 4180 37.22 56.43 4208 3733 402 291 Shi NS L Qe
gelatinosa, g
Concentracion espermatica
mL, 1x10° células 2.92 2.77 245 2.73 2.93 2.72 2.79 0.24 0.17 S* NS Q* NS
Total, 1x10% células 7.94 7.76 7.14 7.88 8.21 6.49 6.39 0.28 0.24 S** DxS* NS L* Q** L**
Viabilidad, % 96.25 95.50 96.99 95.04 98.26 98.06 96.01 0.51 0.43 S** NS L* Q** L*
Motilidad progresiva, % 91.00 90.48 89.58 89.48 91.26 90.39 88.02 0.96 0.82 S* NS L* NS
Morfologia anormal, % 6.81 10.75 11.20 11.56 7.77 9.23 9.89 1.97 1.30 NS NS NS NS
pH seminal 7.22 7.29 7.37 7.32 7.31 7.42 7.36 0.02 0.01 SHH* NS Q*** NS

T1=dieta testigo; T2= dieta adicionada con 0.65% de nucle6tidos

*Valores iniciales usados como covariables.

Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= Dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Cuadro 16. Perfil de acidos grasos de los espermatozoides de verracos alimentados con dietas adicionadas nucleétidos (g por cada 100

g de lipidos totales)

Dieta T1 T2 Efecto Significancia de
Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM' EEM*  principal D S DxS
Acidos grasos

AGS totales 27.40 29.28 30.01 26.34 27.49 29.60 21.52 0.88 1.08 S** NS L** Q* NS
AGMI totales 13.03 16.19 15.34 19.78 14.76 16.89 17.78 1.43 1.74 NS NS NS NS
AGPI totales 55.06 46.77 42.29 42.85 41.92 45.11 37.93 2.43 2.92 NS NS NS NS
AGNI 4.49 8.00 12.60 11.27 15.59 18.15 22.52 2.14 2.60 DxS* NS NS Q*
C18:2; n-6 2.66 4.20 3.99 5.22 5.29 6.28 4.23 0.92 1.00 NS NS NS NS
C20:3; n-6 1.32 0.97 1.16 0.83 0.83 0.90 0.52 0.11 0.13 D* S* L* Q* NS
C20:4; n-6 2.67 2.56 245 2.15 1.91 2.27 1.77 0.16 0.19 NS NS NS NS
C22:5; n-6 2996 22.60 19.51 19.32 18.47 19.15 14.06 2.04 2.18 NS NS NS NS
C22:6; n-3 17.29  16.63 16.28 15.50 12.61 15.40 11.90 1.47 1.61 NS NS NS NS
Total n-3 18.10 17.15 16.07 15.80 14.04 15.61 13.30 1.55 1.64 NS NS NS NS
Total n-6 36.97 30.68 27.28 27.82 26.64 28.43 20.53 1.64 1.80 NS NS NS NS
n—6:n-3 2.23 1.86 1.82 1.84 2.07 1.97 1.62 0.17 0.16 NS NS NS NS
C22:5; n-6 : C22:6; n-3 1.90 144 1.29 1.28 1.50 1.28 1.14 0.16 0.13 S* NS L* NS

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 0.65% de nucle6tidos

*Valores iniciales usados como covariables.

Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= Dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana, AGS= 4cidos grasos saturados, AGMI= &cidos grasos monoinsaturados, AGPI= acidos grasos
poliinsaturados, AGNI= &cidos grasos no identificados.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.
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Cuadro 17. Caracteristicas de la canal y testiculares de verracos alimentados con dietas adicionadas con nucleotidos

Dieta T1 T2 Efecto Significancia de

Semana 0* 4 8 12 4 8 12 EEM'" EEM* principal D S DxS
UREA, mg dL~ 1740 2465 1846  19.18 2273 1814 1947 089 08l S NS L™ Q** NS
GD, mm 12.20 14.27 16.37 17.32 13.52 14.97 15.47 0.89 0.64 SHr* NS L*** NS
AML, cm? 45.53 51.08 52.83 53.31 50.21 52.12 51.88 1.17 0.94 S* NS L* NS
ATDER, cm? 52.19 54.43 58.83 58.40 52.22 55.37 52.91 0.95 0.84 D* S* L* Q* NS
ATIZQ, cm? 54.61 51.95 57.58 57.80 49.89 54.42 52.37 0.99 093 D*S*** |* |***Q** NS

T1= dieta testigo; T2= dieta adicionada con 0.65% de nucleotidos

*Valores iniciales usados como covariables.

"Error estandar de la media entre dietas; *Error estandar de la media entre semanas.

D= dieta, S= semana, DxS= interaccion entre la dieta y la semana. GD= grasa dorsal, AML= area del masculo Longissimus, ATDER= area transversal del
testiculo derecho, ATIZQ= é&rea transversal del testiculo izquierdo.

Efectos: L=linear, Q= cuadratico, NS= no significativo; *P<0.05, ** P<0.01, ***P<(.001.
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CAPITULO I1l. SEXUAL BEHAVIOR OF CASTRATED BOARS TREATED WITH
PROSTAGLANDIN Fy,'

Abstract

The objectives were to test the hypothesis that prostaglandin F,, (PGF,,) temporarily
restores the sexual behavior of castrated boars, and to evaluate effects on serum hormone
concentrations. At 35 d after castration, nine lean-type adult boars were randomly assigned to
three treatments in a 3x3 latin square (with three replicates). Treatments were three doses of
PGF,, (0, 10, and 20 mg) and three periods of treatment, with 5 d between each period.
Testosterone (T) concentrations were non-detectable at the start of the experiment. Serum
concentrations of estradiol (E;), LH, prolactin (PRL) and cortisol were unaffected (P>0.05) by
PGF,, treatment. The interval from treatment to ejaculation in boars treated with 10 mg (758
s) or 20 mg (660 s) PGF,, did not differ but were different (P<0.05) from control boars (>1
800 s). Ejaculation duration and false mounts differed (P<0.05) between control boars and
boars treated with 10 or 20 mg PGF,,. In conclusion, PGF,, treatment did not change serum
concentrations of T, E,, LH, PRL, or cortisol, but restored sexual behavior. This restoration
may have been due to an effect of PGF,, directly in specific areas of the brain, or indirectly

via release of other hormones that stimulate areas in the brain that affected sexual behavior.

Keywords: Castrated boars, Hormones, Libido, PGF,,.

! Este manuscrito ha sido publicado en Theriogenology 2010, 74(1): 100-104.

*El formato de este manuscrito es diferente a las normas editoriales de Theriogenology, para armonizar con el
estilo de la tesis.
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3.1. Introduction

Although libido and circulating testosterone concentrations are positively correlated (Ren
et al., 2009), Louis et al. (1994a,b) reported that libido was more strongly correlated with
plasma concentration of estrogen rather than testosterone. The latter authors noted that low
circulating concentrations of estradiol increased the time required to start ejaculation (Louis et
al., 1994a) and diminished the duration of ejaculation (Louis et al., 1994b). However,
decreased sexual behavior due to castration of adult boars can be restored by both testosterone
and estradiol replacement therapy (Joshi and Raeside, 1973; Levis and Ford, 1989). In
addition to effects of steroids, there is considerable evidence indicating an association between
libido in boars and prostaglandin F,, (PGF,,; Kozink et al., 2002; Estienne and Harper, 2004;
Estienne et al., 2007). Furthermore, exogenous PGF,, enhanced sexual behavior in male pigs.
In that regard, treatment with PGF,, reduced the time to train inexperienced young (Szurop et
al., 1985; Estienne et al., 2001) and sexually active mature boars (Estienne and Harper, 2000)
to mount an artificial sow for semen collection, and decreased the number of false mounts and
the period from treatment to the start of the ejaculation (Szurop et al., 1985; Estienne and
Harper, 2000; Estienne et al., 2004). Further, PGF,, treatment restored sexual behavior in

older boars exhibiting low libido (Szurop et al., 1985).

The mechanism through which PGF,, affects libido has not been elucidated, but it has
been proposed that the PGF,, stimulates testicular steroid release (Kozink et al., 2002).
However, experimental results are inconsistent. Fonda et al. (1981) did not find increased
blood concentrations of either testosterone or estrogen in young boars given 20 mg of PGF,,.
In contrast, Estienne et al. (2004) using adult boars with GnRH-induced suppression of
gonadal steroid production, reported that PGF,, increased both testosterone and estradiol
concentrations so that they were similar to those of control boars. In addition to steroid
release, Fonda et al. (1981) reported that PGF,, treatment increased prolactin and cortisol
concentrations in blood by 452 and 262%, respectively, in the first 30 min after treatment,

although a role for these hormones in the control of libido has not been determined.
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The objectives of the present experiment were to evaluate the effects of PGF,, treatment
on serum concentrations of selected hormones, and to further examine its role in the sexual

behavior of castrated boars.

3.2. Material and methods

Boars and treatments

This experiment was conducted at the Experimental Farm of Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México, México, during July 2008. Nine lean-type
terminal-line boars, trained at approximately 9 mo of age to mount an artificial sow for semen
collection, were used. Boars were individually housed in pens (4.8 m?) with concrete floor and
were floor-fed 2.8 kg d* of a sorghum-soybean meal-based diet, formulated to meet or exceed

NRC (1998) recommendations. There was ad libitum access to water via nipple drinkers.

All boars were castrated on the same day, 35 d before the start of the experiment, using
approved procedures (CIOMS, 1986; Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, 2001).
Every second day (starting 20 d after castration), boars were moved individually to a semen
collection pen (9 m?) containing an artificial sow to determine if they still had sex drive
(Figure 47). Four days after all boars refused to mount the artificial sow, it was again
confirmed that none boar displayed libido. Nine days after all boars lost their drive to mount
the artificial sow (26 d after castration), the experiment started. At the beginning of the
experiment, the boars were approximately 32 mo old and weighed 245+18.4 kg. Boars were
randomly assigned in a 3x3 latin square design (with three replicates), with three treatments
and three 5-d periods between each experimental period. Treatments were three PGF,,
(Lutalyse; Pharmacia and Upjohn, México, DF, México) doses (0, 10 and 20 mg) given i.m. to
evaluate its effects on serum hormone concentrations and sexual behavior characteristics in

castrated adult boars. For control treatment (0 mg), boars received 2 mL of saline solution.

Blood collection
Blood samples were collected from the anterior vena cava, on the first day of each
treatment period, 2 h prior to treatment with PGF,, or saline solution, and again immediately

after ejaculation or 30 min after treatment application when boars did not mount the artificial
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sow. Blood samples were placed on ice until centrifuged at 1800 x g at 4°C for 20 min, and

the serum was transferred to polypropylene tubes and stored at —20 °C until assayed.

Hormone assays

Serum concentrations of testosterone, estradiol and cortisol were determined by
immunoradiometric assay (IRMA), using a commercial kit (Coat-A-Count; Siemens
Healthcare Diagnostics S. de R.L. de C.V., México, D.F., México) for each hormone. For
testosterone assay sensitivity was 4 ng dL™ and the intra- and inter-assay coefficients of
variation (CVs) were 8.3 and 6.4%, respectively. For the estradiol assay, sensitivity was 10 pg
dL? and intra and inter-assay CVs were 7.0 and 8.1, respectively. For the cortisol assay,
sensitivity was 0.2 pg dL™ and the intra and inter-assay CVs were 4.8 and 5.2%, respectively.
The LH concentration was quantified by double antibody radioimmunoassay (Kraeling et al.,
1982); the sensitivity of the assay was 0.7 ng mL™ with intra and inter-assay CVs of 0.5 and
11.6%, respectively. Prolactin concentration was measured by enzyme immunoassay (EIA)
using a commercial kit (Immunometrics, London, UK) with 20 mUI L™ sensitivity and intra

and-inter assay CVs of 5.2 and 2.0%, respectively.

Evaluation of sexual behavior

Sexual behavior was assessed by the reaction time, the duration of ejaculation, and the
number of false mounts (Louis et al., 1994a,b; Audet et al., 2004; Estienne et al., 2004). The
reaction time was defined as the interval from treatment application immediately (<60 s) prior
to entering the collection area until the start of ejaculation. The duration of ejaculation was
defined as the time from the beginning to the end of ejaculation. False mounts were defined as
mounting of the artificial sow, but dismounting prior the start of the ejaculation, i.e., mounting

without ejaculation.

Statistical analysis

Hormone concentrations and sexual behavior characteristics were analyzed using PROC
GLM of SAS (2002). The model included treatment as the main effect, with hormone
concentrations prior to the treatment application used as covariates. The PROC LSMEANS
was used for the means treatment comparison, and multiple comparison tests of means in

couples with ADJUST=TUKEY were performed. In addition, correlation analyses were
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performed using PROC CORR, to determine correlations between concentration of hormones

prior to and after treatment application, and characteristics of sexual behavior.

3.3. Results

Hormone concentrations

Serum testosterone concentrations were non-detectable in all boars before and after
treatment. Serum concentrations of estradiol, LH, prolactin and cortisol were not affected by
treatment (P>0.05; Table 18).

Sexual behavior

The reaction time (P<0.01), duration of ejaculation (P<0.01), and false mounts (P<0.06)
were different between control boars and boars treated with PGF,,, but were similar (P>0.05)
between boars treated with 10 or 20 mg of PGF,, (Table 19). No control boar exhibited any

interest in mounting the artificial sow.

Intense scratching of the face and neck with the hind legs, frequent urination, intense
contraction of anus (with or without defecation), were observed before erection and
ejaculation in boars treated with 20 mg PGF,,. One boar exhibited change of color (reddish)

and more intense itching in the first 5 min after receiving 20 mg PGF,,.

3.4. Discussion

In this study, sexual behavior of boars, specifically the desire to mount an artificial sow,
ceased by 26 d after castration. Further, castration suppressed serum testosterone to non-
detectable concentration but did not suppress completely circulating estradiol concentration
(from 276.6 to 4.8 pg mL™), presumably reflecting an adrenal component. It is known that
steroid replacement can maintain libido after castration of boars (Joshi and Raeside, 1973;
Levis and Ford, 1989), but the degree of estradiol suppression in the present study was
sufficient to eliminate all desire to mount the artificial sow in all boars by 26 d after castration.
The estradiol suppression and lack of interest in mounting an artificial sow are consistent with
Louis et al. (1994a), who reported that boars with blood estradiol concentrations of 52 pg

mL™* refused to mount an artificial sow.
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Although treatment with PGF,, did not affect the concentration of T and E2, invariably it
was associated with a successful mount and ejaculation, which usually was the first attempt,
although occasional false mounts were observed, with success achieved at the second mount.
Despite a wealth of data to support the linkage of exogenous PGF,, and boar libido, the
mechanism involved remains undetermined. That PGF,, has been associated with
maintenance of circulating steroid concentrations in boars receiving GnRH implants, and that
estrogen or testosterone replacement therapy can restore and maintain libido in castrates, an
effect involving the production of gonadal steroids might be anticipated. However, based on
the present data, improved libido was achieved without an effect on gonadal steroid

production in castrated boars.

Similarly, in intact boars, Fonda et al. (1981) found that PGF,, increased blood
concentrations of cortisol and prolactin, but did not significantly affect LH or testosterone
release. In contrast, we observed no effect of PGF,, on prolactin or cortisol release. Further,
we are aware of no evidence that prolactin and cortisol can impact libido in boars.
Interestingly, in humans, an acute depression of prolactin release increased the sex drive,
whereas increasing circulating prolactin did not change sexual behavior (Kruger et al., 2003).
Similarly, although it has been reported that high concentrations of cortisol during copulation
enhanced LH in boars, we are aware of no reports linking cortisol and libido. Indeed,
exogenous application of corticosteroids did not alter sexual behavior in rats (Renata-Marquez
et al., 1998). We inferred that cortisol and prolactin do not affect the sex drive and,
apparently, prolactin and cortisol increase in response to PGF,, only in intact boars (Fonda et
al., 1981).

Based on the present study, we inferred that the effects of PGF,, on sexual behavior are
independent of changes in endogenous hormone release, and therefore may be due to a direct
action of the PGF,, at the level of the hypothalamus, preoptic area, or hippocampus (Burne et
al., 2002; Walton et al., 2002). Alternatively, an indirect action by stimulation of afferent
nerves in smooth muscle organs (Peeters et al., 1983) or the paraventricular and supraoptic
nuclei, could then facilitate the release of other hormones, e.g., oxytocin (Knigge et al., 2003).

In that regard, oxytocin exerted effects on sexual behavior areas of the brain, resulting in
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penile erection and ejaculation (Argiolas, 1992; Gimpl and Fahrenholz, 2001; Argiolas and
Melis, 2004).

In conclusion, the PGF,, treatment of castrated boars does not significantly change
serum concentrations of testosterone, estradiol, LH, prolactin or cortisol, but it restored sexual
behavior. The mechanism involved in restoration of libido is not resolved, although an action

at the level of the brain is plausible.
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Table 18. Serum hormone concentrations in castrated boars, before and after treatment with PGF,,}

Two hours prior to treatment After ejaculation or 30 min after treatment
Item T, E2, LH, PRL, Cortisol, T, E2, LH, PRL, Cortisol,
ngmL? pgmL?* ngmL* mUImL? pgmL®*  ngmL? pgmL® ngmL* muUImL? pgmL™
Control (n=9) 0.0 4.9 13.4 72.9 5.1 0.0 2.6 13.7 75.2 8.3
10 mg-PGF,, (n=9) 0.0 53 14.1 123.7 4.6 0.0 2.8 15.7 98.2 8.4
20 mg-PGF,, (n=9) 0.0 4.3 10.3 715 4.9 0.0 2.3 14.4 95.9 10.6
SEM 0.0 1.0 1.0 41.5 0.7 0.0 0.6 1.3 514 14

'T: testosterone; E2: estradiol; LH: luteinizing hormone; PRL: prolactin; SEM: standard error of the mean.
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Table 19. Sexual behavior characteristics of castrated boars treated with PGF,,

Item Control 10 mg-PGF;, 20 mg-PGF;, SEM
Reaction time, s >>1 800%* 758.4° 660.4" 109.5
Ejaculation duration, s 0.0° 323.7% 298.4° 45.1
No. false mounts 0.0° 0.6% 0.3 0.1

2P Within a row, values without a common superscripts differ (P < 0.05).
*More than 1800 s means the boar did not mount the artificial sow.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

1. Conclusiones

Los estudios del efecto del consumo de dietas adicionadas con ALC y nucledticos sobre
las caracteristicas seminales y perfil de &cidos grasos del espermatozoide son los primeros en

realizarse en animales reproductivamente activos.

En términos generales se concluye que la adicion de &cido linoleico conjugado a la dieta
no mejora la calidad o produccion de semen, ni modifica el perfil de acidos grasos del
espermatozoide, pero incrementa la grasa dorsal de los verracos. Estos resultados indican que
el ALC no altera el metabolismo de los lipidos a nivel testicular, pero si lo afecta a nivel del

tejido graso.

La adicion de nucle6tidos a la dieta disminuye la produccion espermatica y modifica el
perfil de acidos grasos del espermatozoide. Estos resultados indican que los nucleétidos
alteran la espermatogeénesis y modifican el metabolismo de los lipidos a nivel testicular. Este
ultimo efecto podria tener un impacto importante en la fluidez de la membrana plasmética y
por consiguiente en la capacidad fertilizante del espermatozoide.

En el caso del comportamiento sexual de los verracos castrados, la aplicacion de PGF5,
no cambid la concentracion de testosterona, estradiol, LH, prolactina o cortisol, pero
restablecié temporalmente el deseo sexual. Aunque el mecanismo de como la PGFy,
restablece el deseo sexual no pudo ser dilucidado, se ha planteado que este restablecimiento
tal vez sea debido a que la PGF,, actia directamente en areas especificas del cerebro o
indirectamente a través de la liberacion de otras hormonas, diferentes a las analizadas, que

estimulan areas del cerebro que controlan el deseo sexual.
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2. Recomendaciones

Aungue no se encontré incorporacion del acido linoleico conjugado en los lipidos de la
membrana del espermatozoide o efecto sobre las variables de calidad seminal in vitro y
produccion de semen, es necesario determinar el efecto de su consumo sobre la capacidad
fecundante del espermatozoide. Ademas, se debe determinar el efecto del consumo del ALC a

largo plazo sobre las variables de calidad y produccién seminal.

La alteracion del perfil de acidos grasos por el consumo de los nucleétidos, sugiere que
es necesario determinar los &cidos grasos que no pudieron ser identificados en el analisis del
perfil de acidos grasos de la membrana de la célula espermatica, con la finalidad de conocer su

posible impacto sobre la fluidez y capacidad fecundante del espermatozoide.

También es necesario plantear experimentos que nos ayuden a determinar el mecanismo
de estimulacion temporal de la libido en cerdos castrados tratados con PGF,,, ya que los
resultados obtenidos en esta investigacion indican que la PGF,, pudiera afectar directamente
areas del cerebro que controlan en deseo sexual o por mecanismos indirectos que
desencadenan una cascada de liberacion hormonal que estimule el deseo sexual en el verraco

castrado.

Es necesario hacer uso de las tecnologias disponibles méas recientes para determinar con
mayor precision las variables de produccién y calidad espermatica, tales como los sistemas
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), los cuales miden simultaneamente y con un

minimo margen de error todas las variables de calidad seminal.
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