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Resumen

La leche de la coneja contiene entre 38.4 y 40.9 mg/100mg de acidos grasos (AG).
Incluidos en su perfil se han encontrado isomeros de acido linoleico conjugado
(CLA, por sus siglas en inglés). El objetivo fue evaluar la suplementacion de CLA
en conejas, durante los primeros 12 dias del postparto sobre el perfil de los AG de
la leche, realizdndose experimentos para evaluar: 1) si la fermentacion cecal
contribuye con la produccion de CLA de la leche buscando la relacion entre los
perfiles de AG de los cecotrofos y la leche. 2) si los isomeros de CLA afectan la
composiciéon quimica (CQ) y los AG de la leche. Fueron empleadas conejas
multiparas distribuidas al azar entre dos tratamientos experimentales: 1)
administracion oral de 1 ml de agua; 2) administracion oral de 310 mg/kg de peso
metabolico (PM) de CLA. La administracion de los tratamientos se efectué durante
los dias 5 al 12 postparto, en los cuales se colectaron muestras de leche,
cecotrofos y heces duras. La leche se colect6 manualmente en los dias 5, 6, 8, 10
y 12. Los cecotrofos y heces duras se colectaron en los dias 7, 9 y 11. Se
encontraron correlaciones altas significativas (P<0.0001) entre los AG de los
cecotrofos y de la leche para AG totales y los AG 12:0, 14:0, 15:0, 16:0, 18:0, 18:1
trans-6/8, 18:1 trans-9, 18:1 cis-9, 18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:1 cis-9, 20:2 n-6 y 22:0.
La suplementaciéon con CLA modificé los AG de la leche incrementando: 18:2 cis-
9trans-11, CLA trans-10,cis-12, 21:0 y el indice de desaturacion CLA cis-9,trans-
11/18:1trans-11, y reduciendo: 17:1 cis-9, 18:1 trans-16, 18:2 w-6, 20:1 cis-9, 20:3
w-3, 20:3 w-6 y 22:4 w-6. El perfil de los AG de la leche puede ser influenciado por
los AG del alimento y del cecotrofo, aportandole AG modificados y caracteristicas
quimicas distintivas que incluyen AG esenciales y biolégicamente activos tales
como el CLA. La suplementacion con CLA no modificé la CQ de la leche, sin
embargo, si redujo algunos AG de cadena larga, e incrementé a los isbmeros de
CLA, al AG 21:0y el indice de desaturacion.

(Palabras clave: cecotrofia, acido vaccénico, acido graso, conjugado).



Summary

Rabbit milk contain 38.4 to 40.9 mg/100mg of fatty acids (FA). Included into profile
milk FA of rabbit milk had been found some isomers of CLA (Conjugated Linoleic
Acid). The objective to assess CLA supplementation in rabbits during the first 12
days of postpartum on Fatty Acid (FA) profile, performing experiments for
evaluating 1) if caecal fermentation contributes to CLA production in rabbits’ milk,
looking for the relationship between the FA profile of cecotrophs and that of milk
fat, 2) whether CLA isomers affect chemical composition and milk fatty acid profile.
It was employed multiparous female rabbits, randomly distributed between two
experimental treatments. 1) oral administration of 1 ml of water; and 2) oral
administration of 310 mg/kg of metabolic body weight (MBW) of CLA. CLA
administration was made on 5" to 12™ day, during those days were collected milk,
cecotrophs and hard feces samples. The milk was collected through manual
milking has been made on 5™, 6™, 8" 10" and 11" days. The collection of feces
was made on 7™, 9t and 11" days. Significant high correlations (P<0.0001) were
observed between cecotrophs and milk for total FA, and for FA 12:0, 14:0, 15:0,
16:0, 18:0, 18:1 trans-6/8, 18:1 trans-9, 18:1 cis-9, 18:2 n-6, 18:3 n-3, 20:1 cis-9,
20:2 n-6 and 22:0. CLA supplementation modified that FA from milk increasing:
18:2 cis-9,trans-11, CLA trans-10,cis-12, 21:0 and desaturation index CLA cis-
9,trans-11/18:1 trans-11 and reducing: 17:1 cis-9, 18:1 trans-16, 18:2 w-6, 20:1 cis-
9, 20:3 w-3, 20:3 w-6 y 22:4 w-6. The milk FA profile can be influenced by both
feed and cecotroph FA profiles, contributing for modified FA, additionally distinctive
chemical characteristics, what include essential FA and biologically active such as
CLA. The CLA supplementation not modified chemical composition of milk,
however reduced some long chain FA, and increased CLA isomers, FA 21:0 and
desaturation index.

(Key words: cecotrophy, vaccenic acid, fatty acid, conjugated).
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.  INTRODUCCION

Uno de los nutrimentos mas importantes en el metabolismo energético de
los seres vivos son los lipidos, los cuales aportan energia, ademas son una
importante reserva energética para que el organismo pueda mantener las
funciones fisioldgicas béasicas y contribuir a la preservacion de las especies a

través del mantenimiento de la gestacion y de la lactancia.

Entre los lipidos de mayor importancia, se encuentran los acidos grasos
(AG) esenciales, los cuales deben ser suministrados en los alimentos debido a la
deficiencia de enzimas en los tejidos animales para su formacion (Maertens,
1998), asi como los AG poli-insaturados (AGPI) con importantes efectos
bioldgicos, tal es el caso de los isomeros del acido linoleico conjugado (CLA por
sus siglas en inglés) cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12, considerados como
componentes bioactivos de los productos lacteos provenientes de animales
rumiantes (Bauman y Lock, 2006). Los isémeros de CLA presentan diferentes
efectos, por ejemplo: el CLA cis-9,trans-11 ha demostrado tener efecto
anticancerigeno en los tejidos mamario y epitermal, y el CLA trans-10,cis-12 es

conocido por su efecto antiaterogénico y antilipogénico (Anderson et al., 2007).

En los conejos el CLA ha sido evaluado con relacion a la calidad de la
carne (Corino et al., 2007) asi como para conocer su efecto sobre la prevencién de
aterosclerosis (Krichevsky, 1999). Sobre su efecto antilipogénico, el CLA ha
demostrado deprimir la sintesis de la grasa en la leche bovinos y cabras lecheras.
En las conejas lactantes no ha sido evaluado el efecto del CLA sobre la sintesis de
lipidos en su leche. La leche de coneja contiene hasta 13% de grasa, siendo la
sintesis de novo en el tejido mamario la principal via biosintética responsable de la
formacion de mas del 90 % de los AG de la leche (Mellenberger y Bauman, 1974),
motivo por el cual en esta especie se podria demostrar el efecto antilipogénico del

CLA sobre los AG de cadena corta de su leche.

Algunos estudios con conejas lecheras han reportado la presencia de CLA

en la grasa de la leche, sin que se indique el tipo de isdbmeros presentes



(Kowalska y Bielanski, 2004). En uno de los ultimos estudios con conejas durante
el inicio de la lactancia, se logré identificar a los isomeros del CLA cis-9,trans-11y
trans-10,cis-12, pero no se alcanz6 a hacer evidente el efecto antilipogénico del

CLA cuando fue suplementado oralmente (Betancourt, 2013).

En rumiantes se ha demostrado que el CLA presente en la leche bovina
proviene del 4cido vaccénico sintetizado por las bacterias ruminales, el cual al ser
tomado por la glandula mamaria es convertido en CLA gracias a la presencia de la
enzima A°-desaturasa (Grinarii y Bauman, 1999). Sin embargo, en la coneja se
desconoce el origen del CLA presente en su leche, por lo cual, se propone la
teoria, de que también se deriva del acido vaccénico producido durante la
fermentacion cecal, pudiendo ser recuperado a través de la cecotrofia, alcanzando
el tejido mamario y transformandose en el isémero de CLA cis-9,trans-11 por la

enzima A°-desaturasa .

Con base en lo anterior, se disefiaron dos estudios para evaluar: 1) si existe
una relacion entre el perfil de los AG de la leche, y el perfil de los &cidos grasos de
los cecotrofos para poder explicar la presencia del CLA en la leche de las conejas,

y 2) el perfil de los AG de la leche de conejas suplementadas o no con CLA.



.  ANTECEDENTES

2.1. Caracteristicas fisiologicas y microbiolégicas del aparato digestivo del

conejo.

Los conejos pertenecen a la familia de los lagomorfos, los cuales presentan
caracteristicas anatémicas que los diferencian de otras especies por su aparato

digestivo y el proceso de digestion de los alimentos.

Una estructura sobresaliente es el ciego, ya que ademas de tener una
capacidad mayor del 40% del total del aparato digestivo, contiene una importante
poblaciéon microbiana capaz de fermentar el alimento consumido que llega a este

compartimento.

Fisiologicamente, la digestion del alimento en el conejo es peculiar, en
virtud de que éste es digerido dos veces a través de su aparato digestivo como se

muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la digestion del alimento en el conejo.

a) primer paso del alimento a través del estbmago, intestino delgado,
ciego y colon. b) segundo paso del alimento (cecotrofo) a traves del
estdbmago, intestino delgado y colon (Lebas et al., 1996).

Durante la primera digestion (Figura 1a), el alimento pasa por el eséfago (1)

comienza su digestion en el estbmago (2) y es procesado a través del intestino



delgado hasta el ciego (3) donde se forma un tipo de heces llamadas cecotrofos,
las cuales contienen residuos del alimento y otros nutrimentos modificados por la
flora cecal, que una vez formados son ingeridos por el animal tomandolos con la
boca directamente del ano (4). Los nutrimentos presentes en el cecotrofo todavia
pueden ser aprovechados por el animal al ser reingeridos (Figura 1b) sometidos
nuevamente al proceso de digestion, siguiendo su paso por el eséfago (5),
estomago (2) e intestino (6). Sin embargo, ya no vuelven a transitar por el ciego,
debido a que la valvula ileocecal selecciona el paso hacia el colon donde se
forman las heces duras, las cuales son eliminadas por el ano (7) y finalmente

arrojadas al suelo (Lebas et al., 1996).

La fermentacion cecal es un proceso relevante en la digestiéon de los
conejos, ya que este compartimento contiene una poblacion bacteriana compuesta
principalmente por los géneros Bacteroides, Clostridium, Streptococcus vy
Enterobacter, todos las cuales son importantes recicladoras de amonio,
ureoliticas, proteoliticas, celuloliticas y amiloliticas (De Blas y Wiseman, 1998).
Las especies y géneros de estas bacterias dependen de la edad de los animales,

asi como del tipo de alimento que consumen.

El funcionamiento del ciego en todas las especies puede compararse con el
del rumen por ser compartimentos con una actividad fermentadora importante. En
el caso del conejo, se ha observado que su actividad fibrolitica es menor que en el
rumiante, mientras que la amilolitica y la proteolitica son mayores, ademas que el
ciego del conejo tiene una importante la actividad pectinolitica y la xilanolitica, lo
que puede indicar un nivel elevado de fermentacion de las fracciones de fibra y

una mejor digestibilidad para el conejo (Gidenne, 1997).

En el ciego del conejo se encuentran bacterias aerobias y anaerobias, las
cuales se han evaluado en las diferentes etapas del ciclo de vida de los animales,
incluyendo el postdestete, durante la engorda y la finalizacién de la etapa de la
engorda. En promedio se ha encontrado que los microorganismos anaerobios
representan en promedio el 76.6% y los aerobios el 23.3%. Entre las bacterias
aerobias estrictas y facultativas que se encuentran en el ciego, se encuentran

diferentes proporciones de algunas familias: Proteae 1%, Bacillaceae 10%,



Corinebacteriaceae 16%, Artrobacteriaceae 15%, Enterobacteriaceae 26%,
Streprococaceae 8% y Pseudomonaceae 25% (Comi y Cantoni, 1984).

Otras investigaciones muestran la identificacion de bacterias en el
contenido cecal, en donde se han aislado algunos géneros bacterianos y algunas
especies tales como Bacteroides (Papadomichelakis et al., 2010), Clostridium y
Escherichia coli (Padilha et al, 1995; Gidenne, 1997), Streptococcus,
Staphylococcus aureus, Bifidobacterium (Comi y cantoni, 1984), Eubacterium

cellulosolvens (Papadomichelakis et al., 2010).

El género Bacteroides es un grupo de bacterias anaerobias, Gram-
negativas, no esporuladas, con actividad pectinolitica, xilanolitica y celulolitica
(Papadomichelakis et al., 2010), relacionadas con la produccion de los acidos
férmico, acético y succinato (Van Soest, 1982; Papadomichelakis et al., 2010), asi
como de la produccién de los acidos valérico e isobutirico, aunque también tiene
efecto sobre los acidos grasos que son empleados para la sintesis de fosfolipidos
(Sanz et al., 2006). De los AG que produce, el isobutirico es usado principalmente
en la formacion de los AG de cadena par C14:0 y C16:0 y el &cido valérico para la
formacion de AG de cadena impar C13:0 y C15:0 (Hobson y Stewart, 1997). En el
contenido del ciego de los conejos se ha observado la dominancia de Flexibacter -
Cytophaga- Bacteroides que produce el &cido butirico (Kimsé et al., 2009).

El género Clostridium es un grupo de bacterias anaerobias, Gram-positivas,
con actividad celulolitica produciendo a los acidos acético, propidnico, butirico,
férmico, Hz2 y COz2. Este conjunto de bacterias se encuentra frecuentemente en el
ciego, pudiéndose encontrar en conejos en etapa de crecimiento (Gidenne, 1997)
y en adultos (Amici et al., 1998). En conejos adultos se ha visto que una dieta alta

en proteina (>16%) favorece su proliferacion.

El género Bifidobacterium (Sanz et al., 2006) son bacterias Gram-positivas,
anaerobias, que catabolizan glucosa formando a los &cidos acético y lactico.
Dichos microorganismos son parte de la flora intestinal, pudiéndose encontrar en
los conejos recién destetados, asi como durante el crecimiento y en animales
adultos (Comi y Cantoni, 1984).



Las bacterias Escherichia coli son bacterias Gram-negativas, anaerobias
facultativas, que fermentan glucosa y lactosa, ademas de tener actividad reductora
sobre nitratos y nitritos, incluso también producen a las vitaminas B y K (Molina y
Eslava, 2014). Estas bacterias son influenciadas por las proteinas, mostrandose
incrementada su prevalencia cuando la dieta es alta en contenido proteico
(Gidenne, 1997).

El género Streptococcus son bacterias Gram-positivas, algunas veces se
consideran anaerobias facultativas. Tiene una amplia variedad de sustratos que
incluyen, por ejemplo: almidén, maltosa, celobiosa, sucrosa, glucosa, galactosa,
manosa y lactosa, dando como resultado de su actividad la formacion de &cido
lactico (Hobson y Stewart, 1997).

El género Staphylococcus son bacterias Gram-positivas, no esporuladas,
gue pueden ser aerobias o anaerobios facultativas, pueden emplear diferentes

sustratos como, 4cidos grasos, proteinas y carbohidratos (Comi y Cantoni, 1985).

También se ha encontrado en el contenido cecal del conejo al género
Eubacterium (Papadomichelakis et al., 2010) el cual tiene actividad celulolitica y
produce acetato a partir de CO2 y Hz; algunas especies degradan xilanos en lugar
de celulosa. Son bacterias Gram-positivas y son consideradas bacterias que no
usan carbohidratos (Hobson y Stewart, 1997). Asimismo, se ha identificado al
grupo de bacterias Lactobacillus durante el transcurso de vida de los conejos
(Comi y Cantoni, 1985; Amici et al., 1998), las cuales son bacterias Gram-
positivas, que producen &cido lactico y pueden fermentar diferentes sustratos
como, sucrosa, rafinosa, lactosa entre otros (Hobson y Stewart, 1997),
adicionalmente a la produccion del acido lactico también forman, acido acético,

etanol, COz, acido férmico y acido succinico (Samaniego y Sosa, 2000).

Papadomichelakis et al. (2010) menciona la relacion de la presencia de AG
de cadena par e impar en el ciego, en donde se aislaron 3 grupos distintos de
bacterias anaerobias con actividad fibrolitica en el intestino grueso, las cuales
tuvieron actividad celulolitica, xilanolitica y pectinolitica. EI género bacteriano que

tuvo mayor actividad celulolitica fue Eubacterium cellulosolvens, mientras que la



actividad xilanolitica y pectinolitica fue llevada a cabo por Bacteroides ruminicola.
También se ha propuesto la relacién de que, las bacterias Gram-positivas estan
principalmente asociadas a los AG y a los AG de cadena ramificada, asi como con
sus isémeros, por ejemplo, el acido isobutirico; y que las bacterias Gram-negativas

estan compuestas por AG lineales saturados y de cadena impar.

Aunque la microbiota del ciego ya ha sido analizada, posiblemente sean
requeridos mas estudios que permitan conocer el completo perfil bacteriano, ya
gque son escasas las investigaciones que mencionan a algunos géneros y
especies. Por esta razon resulta interesante poder comparar las poblaciones
bacterianas del ciego de los conejos con el rumen de los bovinos y asi poder
especular acerca de los microorganismos que se espera encontrar en el medio

cecal.

En uno de los estudios mas recientes realizados en conejos de engorda se
analiz6 la microbiota de los cecotrofos y heces duras de conejos Rex con alto y
bajo peso vivo. En las heces duras fueron identificados de 10 a 41 taxa
bacterianos, tales como Ruminococcaceae, Clostridium Lactococcus,
Barnesiellaceae, Lactobacillus, Parabacteroides, entre otros. Mientras que en las
heces duras fueron identificadas de 6 a 7 taxa, tales como, RF32,
Alphaproteobacteria, Sutterella, Tenericutes, Cyanobacteria, Bacteroidales (Zeng
et al., 2015). Cabe mencionarse que seria primordial que los andlisis de la
microbiota continlen para poder identificar a las bacterias responsables de la

formacion de los isobmeros de CLA en esta especie.

Algunas de las bacterias que han sido identificadas en las heces o en el
ciego de los conejos pueden participar en el procesamiento de los AG, ademas de
qgue las bacterias también tienen las vias de formacion de AG que brindan

estructura a su propio soporte celular (Rezanka y Sigler, 2009).

Para poder especular sobre el tipo de microorganismos que podrian
esperarse en el contenido cecal con respecto a la modificacion de los AG de
cadena larga, ha sido necesario comparar la actividad de las bacterias ruminales y

la probable actividad bacteriana en los AG del ciego. El rumen es un



compartimento de fermentacién en donde los AG contenidos en el alimento son
modificados por reacciones de biohidrogenacién y por la actividad lipolitica de las
bacterias (Bauman y Griinari, 2003). Por otro lado, el ciego de los conejos también
es un compartimento de fermentacion donde tendrian que llevarse a cabo las
reacciones que modifican a los AG (lipdlisis, biohidrogenacién e isomerizacion),
por lo que la actividad de las enzimas lipasas e hidrogenasas deberian ser activas
en el medio cecal. Entre las bacterias que ya se han aislado del contenido cecal y
que pudieran también estar incluidas dentro del perfil bacteriano se encuentra el
grupo de Anaerovibrio lipolytica, el cual es Gram-negativo con actividad de lipasas
asociadas a su membrana externa, este grupo emplea diferentes sustratos como
ribosa, triglicéridos, fosfolipidos, algunos aminoéacidos, también hidroliza lipidos y
actua sobre el glicerol fermentandolo a propionato y succinato (Hobson y Stewart,
1997).

Otro grupo bacteriano seria Butirivibrio, las cuales son bacterias Gram-
negativas, anaerobias, tienen menor actividad celulolitica y mayor amilolitica;
puede actuar sobre diferentes sustratos como monosacaridos y disacaridos, el
resultado de su actividad es la formacion del &cido butirico. Este grupo bacteriano
es activo sobre los AG de cadena larga como lo es el 4cido linoleico, por la enzima
linoleato isomerasa, que se encuentra en las membranas de la bacteria
produciendo al acido linoleico conjugado C18:2 cis-9, trans-11 (Castillo et al.,
2013) y al C18:1 trans-11 (Hobson y Stewart, 1997).

Ya que en el perfil de los AG de los conejos en engorda presenta algunos
AG octadecanoicos (18 carbonos), se propone la presencia en el ciego de
Ruminococcus albus, bacterias Gram-positivas (Hobson y Stewart, 1997) que son
responsables de la sintesis de los AG de 18 carbonos (C18:0) y AG insaturados y
poliinsaturados (C18:1, C18:2, C18:3), pueden sintetizar también al acido
vaccénico C18:1 trans-11, que es el precursor del CLA en los rumiantes a nivel
ruminal y en el tejido mamario. Posiblemente en la coneja este grupo bacteriano
también esté formando ese acido graso a nivel cecal, siendo del mismo modo
precursor de CLA en el tejido mamario. El género Fusocillus tiene actividad sobre

los AG: linolénico, acido oleico cis-9, el acido linoleico y al isomero CLA cis-9,cis-



12 lo convierte a acido estearico y el acido linoleico a C18:1 cis-15n (Kemp y
Lander, 1984; Castillo et al., 2013).

También algunas especies del género Propionobacterium, los cuales son
bacilos Gram-positivos, no esporulados, producen a los &acidos, propidnico,
aceético, succinico y COgz; estas bacterias pueden producir acido propidnico
empleando como sustrato al acido lactico (Hobson y Stewart, 1997). Algunas
especies como Propionobacterium filicina hidrogena al acido linoleico, P. acnés
tiene la cualidad de producir CLA trans-10, cis-12 a partir del acido linoleico
porque tiene un cofactor FAD (Flavin Adenin Dinucleétido) que transfiere el H del
carbono 9 al carbono 10 (Castillo et al., 2013).

En humanos también se han conducido analisis de bacterias del intestino
grueso para identificar su participacion en la formacion de CLA, estudios en los
gue se ha observado que a pesar de no contener gran amplitud de géneros
bacterianos como en el rumen, esas bacterias Unicas como los Lactobacilos y
Bifidobacterias tienen la capacidad de formar isomeros de CLA cis-9,trans-11 y
trans-10,cis-12 (Wallace et al., 2007) y posiblemente en el conejo también una
Gnica bacteria pudiera tener la capacidad de formar los isdbmeros de CLA. Sin
embargo, las bacterias encontradas en el intestino de los conejos no han sido
evaluadas para identificar su participacion en la formacion del CLA.

2.2. La digestion en el conejo.

Los conejos al ser animales herbivoros consumen forrajes, gramineas y
leguminosas, todos los cuales aportan diferentes proporciones de proteinas,
carbohidratos y triglicéridos.

De manera general, a excepcién de su paso por el ciego, todos los
alimentos son digeridos y absorbidos de la misma manera que en los animales
monogastricos. Sin embargo, esta revision solamente describira algunos aspectos
sobresalientes relacionados con la digestion de los lipidos por su relacion con la

presencia del 4cido linoleico conjugado en la leche de la conegja.

Los forrajes verdes son parcialmente triturados en la boca del conejo,

donde la lipasa lingual (de muy baja actividad) inicia la digestion de las grasas ahi



presentes, continuandose en el estbmago donde también se encuentra una lipasa
gastrica que es capaz de hidrolizar a triglicéridos de cadena corta y mediana. Sin
embargo, la actividad de la lipasa lingual pudiera ser importante en el estbmago,
porque actia sobre los AG de cadena corta de los triglicéridos y tiene
especificidad por el enlace éster en la posiciébn n-3 (Murray et al., 2001). En el
estdbmago el contenido permanece de 3 a 6h en donde también, se inicia la
hidrolisis de proteinas por accion de la pepsina (Lebas et al., 1996; Cathy, 2006).

El alimento ingerido y procesado en el estbmago que continda hacia el
intestino intestino delgado permanece 90 minutos (Lebas et al., 1996), en donde el
contenido alcalino de las secreciones pancreéticas y biliares neutralizan al quimo
acido para permitir la actividad de las enzimas contenidas en los jugos pancreatico
e intestinal. El jugo intestinal secretado por la mucosa intestinal contiene enzimas
digestivas con actividad de carbohidratasas, proteasas y lipasas. La pared
intestinal proporciona maltasa, invertasa, celobiasa, amilasa, dextranasa y lactasa.
El higado que produce la bilis tiene un papel importante en la digestion de las
grasas ya que las sales biliares tienen la funcién de reducir la tension superficial
emulsionando a las grasas y disolviendo a los acidos grasos, por ello es
importante para la digestion y absorcion de las grasas. El volumen de bilis
segregado por el conejo es muy importante, vertiéndose en ésta gran cantidad de
acidos biliares a la luz intestinal. El acido cuantitativamente mas importante es el
célico el cual, es transformado en desoxicélico por los microorganismos del
intestino delgado, que puede ser reabsorbido en forma glucoconjugada. El acido
lactico se presenta habitualmente en la bilis a dosis de 20 a 30 mg por 100 ml
(Natalis, 1977).

La secrecidn pancreética contiene electrolitos que le dan caracter de pH
alcalino, aportando ademas al medio intestinal una amilasa, una serie de
fermentos proteoliticos (tripsina, quimotripsina), nucleasas, fosfolipasa, lipasa y
colesterolesterasa. Las actividades lipasicas, amilasicas, tripsicas vy
guimotripsicas, presentan un fuerte aumento a partir del dia 24 de vida del conejo.
La composicion del alimento puede estimular la biosintesis de la amilasa y de la

quimotripsina, aunque no parece influir sobre la secrecion pancreéatica de
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tripsindgeno y lipasa (Natalis, 1977; Murray et al.,, 2001). La actividad de las
enzimas en el intestino delgado produce la transformacion de los alimentos en
compuestos que pueden ser absorbidos como los carbohidratos, monosacaridos
(glucosa), aminoacidos, acidos grasos, glicerol, mono acilglicerol, nucleo bases,

nucledsidos y pentosas (Murray et al., 2001).

Posteriormente, los compuestos que hayan escapado a la absorcion en el
intestino delgado contindan hacia el intestino grueso que, en los conejos, presenta
en la primera porcion al ciego, en el que permanece de 2 a 12 horas (Lebas et al.,
1996). Como se menciond en la seccién anterior, el ciego es un sitio que contiene
microorganismos que actuan sobre diferentes sustratos debido a que metabolizan
fracciones de fibra (paredes celulares de los vegetales y la lignina), polisacaridos,
almidones y AG (Lleonart, 1999). Después del ciego, el contenido sigue su paso
hacia el colon proximal y distal en el que tiene un transito rapido, se absorbe agua
y algunos microorganismos y se recubre de moco. Se ha postulado que también el
intestino grueso puede actuar como un compartimento de fermentacion para
alimentos semi-fermentados, siendo un mecanismo de prolongaciéon de la

fermentacion de las fracciones menos densas (Lebas et al., 1996).

Después los cecotrofos son tomados directamente del ano y re-ingeridos
(cecotrofia). El paso del cecotrofo a través del tracto gastrointestinal es casi similar
a la primera ingestién, de la boca pasa al es6fago, después al estbmago, en
donde se almacenan en la region fandica, contindan hacia el intestino delgado en
donde pueden absorberse los componentes disponibles (Proto, 1976). Después
hacia el intestino grueso, sin entrar al ciego ya que la valvula ileocecal selecciona
el paso hacia el colon para que finalmente sean desechadas las heces duras
(Figura 1) (Lebas et al., 1996).

En los conejos ocurririan reacciones de modificacion de los AG de manera
similar a como ocurre en los bovinos en el rumen (Griinari y Bauman, 1999), en
donde, los AG provenientes del alimento y que entraron al ciego por ser
remanente intestinal, pudieron modificarse por reacciones de fermentacion cecal
permitiendo la aparicion de diferentes isdbmeros de AG de cadena larga que se

pudieran caracterizar por ser saturados por biohidrogenacion completa y algunos

11



AG mono-insaturados resultando de manera transitoria por biohidrogenacion
parcial, asi como AG poli-insaturados formados por desaturaciéon de productos

mono-insaturados.

La cecotrofia entonces jugaria un papel muy importante para la ingestion
de AG modificados por la fermentacion cecal, siendo un proceso clave para el
reciclaje de AG que pudieran ser de origen bacteriano como los AG de 15y 17
carbonos (Rezanka y Sigler, 2009), asi como los AG trans (Keweloh y Heipieper,
1996), entre otros.

Una vez absorbidos, los acidos grasos son utilizados a través de complejos
enzimaticos eficientes tanto para su degradacion a través de la beta-oxidacion, o
para su reutilizacion mediante el mecanismo de elongacion. Asimismo, se pueden
sintetizar acidos grasos a partir de glucosa o de glicerol (sintesis de novo) gracias
a la presencia de la sintetasa de los acidos grasos (o0 acido graso sintasa)
complejo enzimético que se encuentra en el reticulo endoplasmico liso en el
citoplasma de la célula. Este complejo contiene a las enzimas: malonil transferasa,
cetoacil sintetasa, cetoacil reductasa, enoil reductasa, tioesterasa, hidroxiacil
deshidratasa y acetil transferasa. Para que comience la sintesis de novo se
requiere a la enzima acetil coenzima-a carboxilasa (ACC) utilizando Acetil-CoA y
bicarbonato para que sea carboxilado, después la transacilasa actia sobre la
Acetil-CoA para que se combine con un grupo —SH produciéndose malonil. El
grupo malonil se combina con un grupo —SH formando acetil-malonil. Por la
enzima cetoacil sintetasa se libera CO2 y SH. Posteriormente el grupo 3-aceto
Acilo es reducido, deshidratado y reducido formandose Acil-S; las reducciones
ocurren por el NADPH+H que dona los hidrégenos y otra molécula de malonil-CoA
se combina con el SH del complejo, desplazando al residuo Acilo saturado en el
grupo —-SH libre de la cisteina. Las reacciones se repiten seis veces
incorporandose un nuevo residuo malonilo en cada secuencia, hasta que se forma
un radical de 16 carbonos que es el palmitato (Figura 2) (Murray et al., 2001,
Nelson y Cox, 2009).
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Figura 2. Proceso de sintesis de palmitato (Nelson y Cox, 2009).

La molécula fundamental en el proceso de formacion de AG es la Acetil-
CoA que se origina en la mitocondria. Su disponibilidad en el citoplasma se debe
a las enzimas ATP-citrato liasa y por la NADP malato deshidrogenasa o enzima
malica (Figura 3) (Murray et al.,, 2001). El NADPH que se requiere para las
reducciones del proceso de sintesis de novo se origina por la via de la pentosa
fosfato. Los tejidos activos en esta via también son tejidos donde ocurre la
lipogénesis activa, tales como el hepatico, el adiposo y el mamario lactante. La
formacion del NADPH es importante en estos tejidos porque su formacion es
extramitocondrial, es decir no debe atravesar membranas facilitando su empleo

cuando el proceso de sintesis esté activo (Murray et al., 2001).

Los AG que son sintetizados de novo pueden ser elongados y desaturados
por las enzimas elongasas y desaturasas. El proceso incluye el alargamiento de la
cadena de los AG en pares de carbonos. El donador de cada par de carbonos
adicional en el reticulo endoplasmico puede ser Acetil-CoA o Malonil-CoA, ambas
moléculas formadas por pares de carbonos las cuales, se afiaden al extremo
carbonilo terminal. El alargamiento en el reticulo endoplasmico es importante
porque puede formar AG de hasta 26 carbonos, a dicho sistema de alargamiento
del reticulo endoplasmico se le denomina microsomal y es realizado por la

intervencion de las enzimas antes mencionadas (Murray et al., 2001).
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Figura 3. Transferencia de grupos acetilo desde la mitocondria hasta el citosol
(Nelson y Cox, 2009).

Los AG circulantes o AG libres a través del organismo son también
integrados al tejido adiposo que actia como reserva corporal. Las células
adiposas sintetizan adicionalmente AG que pueden ser liberados del tejido
adiposo para aportar energia. Sin embargo, la disponibilidad de los AG libres
requiere la actividad de diferentes enzimas como, la lipasa lipoproteica o
lipoproteina lipasa ubicada en los capilares sanguineos la cual, libera a los AG de
los triglicéridos (Nelson y Cox, 2009) para que puedan estar disponibles por los

tejidos, sean oxidados para obtener energia o para continuar siendo almacenados.

Los tejidos de los organismos vivos requieren de combustible para llevar a
cabo sus funciones fundamentales y las funciones productivas. En el caso del
tejido mamario, este tejido requiere del uso de energia para poder sintetizar la
leche ademas de mantenerse funcional. Sin embargo, para que esta funcién de
sintesis pueda llevarse a cabo, necesita obligatoriamente de la oxidacion de

diferentes sustratos como son los AG.

Para que los AG sean distribuidos en el organismo deben ser transportados
a través del plasma combinados con la proteina albumina dando lugar a los AG no

esterificados. EI complejo acidos grasos-albumina se adhiere a las células por la
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proteina Z. Los AG solo seran activos por la enzima Acil-CoA sintetasa también
llamada tiocinasa, la cual se encuentra en el reticulo endopldsmico liso y
membrana externa de la mitocondria. Dicha enzima cataliza la conversion de un
AG libre a un AG disponible para que sea empleado en los tejidos. También la
enzima pirofosfatasa inorganica asegura que esta reaccidbn sea completada, ya
que permite que el pirofosfato aporte la energia necesaria para complementar la

reaccion de la activacion (Barret et al., 2016).

Para que sean oxidados los acidos grasos, deben entrar a la mitocondria,
ya que Unicamente en ese sitio son oxidados. La entrada de los AG es permitida
por la enzima llamada carnitina. Los AG de cadena larga requieren a la enzima
carnitin palmitoil-transferasa | (CPTI), la cual, se encuentra en la membrana
externa, esta enzima convierte a los grupos Acil-CoA de cadena larga en
Acilcarnitina, que es el producto que puede atravesar la membrana mitocondrial;
después la carnitina-Acilcarnitina translocasa consiente el intercambio de carnitina.
La Acil-carnitina se transporta hacia el interior y una carnitina se libera al exterior.
Después la enzima carnitina palmitoiltransferasa 1l (CPTIl) actia sobre la Acil-
carnitina que reacciona con CoA, finalmente en el interior se separa la carnitina y
se forma Acil-CoA (Qu et al., 2016).
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Figura 4. Regulacion de la oxidacion de los acidos grasos en la mitocondria
(Qu et al., 2016).

El proceso de oxidacion de los AG (la B-oxidacion) comienza cuando ha
entrado el grupo Acilo a la mitocondria, iniciando con la eliminacion de dos atomos

de hidrégeno en el extremo carboxilo entre los carbonos 2 a'y 3 B, reaccidn que se
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produce por la Acil-CoA deshidrogenasa, la cual contiene FAD, formandose A2-
trans-enoil-CoA. El doble enlace se satura con agua por la enzima A2-enoil-CoA
hidratasa y se forma 3-hidroxiacil-CoA. Posteriormente, la 3-hidroxiAcil-CoA
deshidrogenasa que incluye NAD quita un hidrogeno en el carbono 3 formando 3-
cetoacil-CoA. Finalmente, la enzima tiolasa actia sobre la 3-cetoacil-CoA
formando Acetil-CoA y Acil-CoA de dos carbonos menos en la molécula, ésta
Gltima regresa a la via de oxidacion al nivel de la actividad de la Acil-CoA
deshidrogenasa, para continuar con el ciclo de oxidacion (Figura 5) (Nelson y Cox,
2009).
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Figura 5. Oxidacion de los acidos grasos: B oxidacion (Nelson y Cox, 2009).

La grasa de la leche es uno de los componentes mas importantes,
caracteristica por la cual, el valor econémico se incrementa y adicionalmente tiene
la particularidad de que, de todos los componentes quimicos, la concentracién de
la grasa es la Unica que puede ser modificada. La modificacion o modulacion de la
grasa de la leche de la coneja, se puede lograr a través de la suplementacion de
AG que pueden ser de origen animal o vegetal (Fortun, 1997). Con respecto al
CLA, el cual es un AG conjugado tiene la cualidad de modificar el perfil de los AG

de la leche, reduciendo incluso el porcentaje de grasa en animales rumiantes.
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Durante la sintesis de grasa de la leche que ocurre en el tejido mamario, se
producen lipidos constituidos por AG que son originados por dos vias, la primera
es la sintesis de novo, producida por la Acido Graso Sintetasa (Wright et al.,
2006), y de la toma de AG preformados circulantes en el plasma (Anderson et al.,
2007) los cuales provienen de las reservas corporales o de los AG ingeridos en la
dieta (Figura 6).
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Figura 6. Sintesis y secrecion de lipidos en la leche de los rumiantes
(Adaptado de Chilliard et al., 2001 en Martinez et al., 2010).

La importancia relativa de cada fuente de sintesis de AG varia entre
especies, en el caso de los rumiantes, el 50% de la grasa de la leche se produce a
partir de la sintesis de novo (Angulo et al., 2009). Los conejos son animales con
caracteristicas lecheras peculiares, ya que alrededor del 90% de los lipidos
elaborados en el tejido mamario se originan de la sintesis de novo, siendo los AG
predominantes los de cadena mediana 8:0, 10:0 y el 12:0 (Mellenberger y
Bauman, 1974). En la coneja se presentan dos periodos importantes de
estimulacion lactogénica. El primero ocurre en los dias 21 a 22 de la gestacion
incrementandose el contenido de lactosa y sintesis de acidos grasos. El segundo
estimulo se presenta cerca del parto, aumentando la sintesis de AG vy la actividad

de las enzimas lipogénicas (Mellenberger y Bauman, 1974).

De esta forma en el tejido mamario se llevan a cabo actividades

biogquimicas para la formacién de AG de novo y, adicionalmente procesos para la
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elongacién de los AG, realizados por enzimas que trabajan de manera simultanea
como, las desaturasas que permite la inclusion de dobles enlaces en los AG

sintetizados o transferidos al tejido mamario (Angulo et al., 2009).

Cabe destacarse que los procesos de elongacion y desaturacion son
también vias con destacada importancia en el tejido mamario ya que en el perfil de
los AG de la leche o en el coagulo lacteo se encuentran una amplia variedad de
AG poli-insaturados como el linoleico y gama linolénico, asi como los isomeros de
CLA cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 (Maertens et al., 2006; Betancourt, 2013).

2.3. El origen del &cido linoleico conjugado (CLA)

El &cido linoleico conjugado (CLA) es un grupo de isémeros derivado del
acido linoleico de 18 carbonos y 2 dobles enlaces adyacentes, los cuales son
encontrados en los productos de rumiantes ya que son formados por la
fermentaciéon ruminal. Los estudios que evaltuan el perfil de los AG de la leche de
los bovinos han detectado la presencia de hasta 16 diferentes isbmeros, entre
ellos trans-8,cis-10; trans-9,cis-11; trans-9,trans-11; cis-10,trans-12; trans-
10,trans-12; cis-11,trans-13; trans-10,cis-12 y cis-9,trans-11, siendo el
predominante de manera natural el cis-9,trans-11 llamado también acido ruménico
(Tanaka, 2005; Bauman y Lock, 2006). El CLA trans-10,cis-12 ha resultado ser el
responsable de la reduccion de la grasa de leche del ganado vacuno presentando
un potente efecto inhibidor de la sintesis de lipidos en el tejido mamario
(Chouinard et al., 1999; Baumgard et al., 2001; Peterson et al., 2004; Harvatine et
al., 2009) sin afectar otros componentes de la leche como, la lactosa, la proteina y
la produccién diaria (Bernal et al., 2003; Han et al., 2012).

El rumen tiene la capacidad de modificar a los AG de cadena larga por la
presencia de la microbiota ruminal, en este sentido, se ha observado que puede
saturar, isomerizar e introducir dobles enlaces, formando una amplia variedad de
AG, entre ellos al acido vaccénico C18:1 trans-11, el cual, puede ser conducido al
tejido mamario para convertirse en CLA cis-9,trans-11 por la enzima A9

desaturasa (Griinari y Bauman, 1999).
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Los isomeros de CLA son formados en sitios en donde se encuentran
bacterias, por ello estan relacionados a compartimentos de fermentacion como lo
es el rumen (Griinari y Bauman, 1999) y al intestino grueso en el caso de los
monogastricos (Wallace et al.,, 2007). La aparicion de los isémeros de CLA
depende de los géneros bacterianos presentes en el sitio donde son formados,
dependencia que adquiere diferentes variantes en la formacion de intermediarios
del CLA en los monogastricos; tal es el caso de los conejos y su actividad cecal,
sin embargo el perfil de los AG del ciego (o del cecotrofo como producto del ciego)
ha sido poco evaluado y en la coneja lactante es desconocido, esto en relaciéon a
los AG de cadena mediana y larga, ya que los AG de cadena corta también
llamados acidos grasos volatiles (AGV) ya han sido evaluados in vivo e in vitro
(Padilha et al., 1995; Piattoni et al., 1997; Amici et al., 1998; Lleonart, 1999;
Xiccato, et al., 2003; Rodriguez et al., 2005; Kimse et al., 2009; Papadomichelakis
et al., 2010).

El perfil de los acidos grasos (AG) del ciego de conejos en engorda ha sido
publicado por Papadomichelakis et al. (2010) y por Leiber et al. (2008) pudiéndose
esperar un perfil similar en la coneja lactante. El perfil AG del contenido cecal
mostrado por Leiber et al. (2008) muestra AG saturados de 12-24 carbonos, AG
mono-insaturados de 15-24 carbonos, entre los mono-insaturados varios isémeros
de 18:1 como el acido vaccénico 18:1 trans-11, también identificado por
Papadomichelakis et al. (2010), AG poli-insaturados de 18-22 carbonos y el
isdbmero de CLA cis-9,trans-11.

Con respecto al perfil de leche de la coneja o del tejido mamario, se han
realizado varios estudios (Glass et al, 1967; Cowie, 1969; Hall, 1970; Carey y Dils,
1972, Strong y Dils, 1972a; Strong y Dils, 1972b; Mellenberger y Bauman, 1974)
habiéndose recopilado los analisis de los AG de la leche de coneja y presentados
por Maertens et al. (2006). Los analisis publicados muestran de manera general el
contenido de AG de la leche. Recientemente, se determiné el perfil de los AG del
coagulo lacteo (extraido del estbmago de gazapos después de ser amamantados,
representando a la leche de la coneja) para evaluar el efecto de la suplementacion
de diferentes dosis de CLA (Cuadro 1) (Betancourt, 2013) , identificandose por vez
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primera a los isomeros de CLA cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 en muestras de
madres que no habian recibido suplementaciéon de CLA, sugiriéndose que,
posiblemente éste provenia del acido vaccénico 18:1 trans-11 procedente de la
fermentacion cecal, el cual al ser ingerido a través de la cecotrofia pudiera haber
llegado al tejido mamario para ser convertido por la enzima A-9 desaturasa en CLA
cis-9,trans-11 de manera similar a como ocurre en animales rumiantes, en donde
la presencia del isobmero de CLA trans-10,cis-12 ha sido relacionada a la
fermentacion ruminal (Griinari y Bauman, 1999) habiéndose propuesto que el 18:1
trans-10 pudiera involucrar a una isomerasa especifica en las bacterias ruminales,
las cuales usan como sustrato acido linoleico, formando el isbmero CLA trans-10,
cis-12 y después produciendo 18:1 trans-10 por biohidrogenacion parcial (Griinari
y Bauman, 1999). La presencia de este ultimo isomero de CLA en el codgulo de
leche de los gazapos pudiera sugerir que fue transferido al tejido mamario a través

de la cecotrofia.

El CLA trans-10,cis-12 también ha sido uno de los isémeros mas
empleados para modular el metabolismo de los lipidos en los rumiantes,
aprovechando sus cualidades antilipogénicas frente a situaciones especificas

relacionadas a la modulacion de lipidos y de energia.
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Cuadro 1. Porcentaje de modificaciéon de AG del coagulo de leche de conejas,
suplementadas con diferentes niveles de CLA (adaptado de Betancourt, 2013).

Acido graso Nivel de CLA, mg/kg peso metabdlico %
Modificacion
0 155 310 620 de acidos
grasos?
Totales 38.44 39.37 40.34 40.92 4.6
8:0 - 15:0 23.30 26.59 26.66 22.29 2.6
16:0 18.02 15.80° 14.88° 15.16° 6.5
16:1 14 1.2 1.2 0.2 3.1
18:1 cis-9 20.992 19.63° 18.86° 19.54° 4.0
20:0 0.12" 0.12" 0.13" 0.159 0.04
20:2 0.09¢ 0.06 0.05' 0.05' 0.1
CLA 0.28' 1.85¢ 3.25 6.43! 8.9
22:5 0.052 0.02° 0.01° 0.01° 0.9

Los valores representan la media minima cuadrada + error estandar.

bPorcentaje relativo al grupo control.

Valores con distinta literal presentaron diferencias: 2(P<0.03), “(P<0.02), #(P<0.01), 9" (P<0.0005), (P<0.0001).

También el efecto del trans-10,cis-12 ha sido previamente evaluado en la
coneja lactante (Betancourt 2013), sin embargo, el efecto antilipogénico del
isbmero no pudo ser observado sobre el porcentaje de grasa, pero si sobre
algunos AG de cadena larga del perfil de la leche (Cuadro 1), debido
probablemente porque la lactancia en las conejas es corta (4 a 5 semanas)
(Maertens et al., 2006) mientras que en bovinos lecheros la lactancia es
prolongada, la cual puede ser hasta de 305 dias (Zobel et al., 2015), ademas de
que también estan involucrados otros factores como la comercializacion de la
leche, lo que implica presion en la produccién lechera, mientras que la produccion

cunicola no implica presién para la produccion por el consumo de subproductos.

21



2.4. La suplementacién de grasas en las conejas lactantes.

En la produccién animal existen factores que son fundamentales para
mantener el estado fisioldgico y las etapas productivas de los animales. En el
caso de las conejas que son empleadas en la reproduccion, ellas, son la base de
la produccién, por lo que cuidar la salud y el bienestar animal son los principales
factores que deben de procurarse. La presente tesis consiste en evaluar el perfil
de los AG del cecotrofo y de la leche de la coneja para identificar al precursor del
CLA que aparece en su leche, ademas de conocer el efecto de la suplementacion
de CLA sobre el perfil de los AG de la leche. El objetivo del trabajo no fue la
evaluacion de la productividad de las conejas suplementadas o no con CLA con
relacion al nimero de gazapos, numero de camadas o numero de partos; sin
embargo, la administracion oral de grasas puede influenciar el bienestar fisico y
reproductivo de las conejas durante la gestacion y lactancia. A continuacion, se
presentan algunas caracteristicas sobresalientes de las conejas lactantes
suplementadas con CLA.

La lactancia es un estado fisiologico que implica un alto requerimiento de
energia, el cual esta estrechamente relacionado a algunas variables como:
alimentacion, condicién corporal, fecundidad y crecimiento fetal. Otros aspectos
que pueden estar involucrados son, la seleccién de lineas genéticas enfocadas a
la prolificidad resultando en lineas que producen camadas de 10 crias, dando
COmMO consecuencia un incremento importante en el requerimiento de energia de la
coneja para la produccion de leche (Maertens et al., 2006). La seleccion genética
ha sido un aspecto importante para mejorar la produccion cunicola en donde el
incremento del tamafio de la camada intensifica el ritmo de reproduccion como en
los sistemas intensivos, en los cuales se traslapa la gestacion con la lactacion
para lograr el incremento del nimero de animales, lo cual provoca que los
requerimientos de nutrientes en la coneja se incrementen no solo para la lactacion
sino también para la reproduccion. Entonces la composicién quimica del alimento,
asi como su cantidad y el consumo, debe proporcionar la suficiente energia para
la produccion de leche, el crecimiento fetal y el mantenimiento (Fortun, 1997).
Debe de considerarse que en el periparto las conejas reproductoras pueden
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presentar déficit corporal de energia, debido a que tienen poca capacidad de
ingestion de alimento, lo que no permite cubrir las necesidades nutritivas durante

la lactancia (Xiccato et al., 2003).

La sintesis de leche es la actividad prioritaria en el caso de las hembras
lactantes no gestantes y la produccién de leche y el crecimiento fetal para las
hembras lactantes gestantes (Cervera et al., 1993). La leche producida contiene
componentes que se mantienen estables durante toda la lactancia, debido a que la
madre produce leche a expensas de sus propias reservas corporales. Por lo que
los lipidos y las proteinas corporales pueden ser movilizados para reducir el déficit
nutricional en caso de que se presente (Xiccato et al., 1995). El balance energético
negativo se enfatiza en hembras primiparas que no hayan alcanzado el peso o en
el caso de animales que se encuentren a alta temperatura ambiente, lo cual no
permite que ingieran la cantidad de alimentos requerida. La dieta debe de aportar
la energia digestible necesaria para cualquier estado fisioldgico, por ejemplo, en
conejas lactantes y conejas gestantes lactantes se debe reducir el balance
energético negativo que pudiera ocasionarse por una alimentacion que contenga

insuficiente energia para el estado fisiol6gico en cuestion.

La energia en el organismo de la coneja esta dada por el alimento que
contiene componentes que aportan sustratos para la formacion de la energia.
Ademas de que en el ciego se forman AG volatiles que pueden aportar energia
adicional a los conejos en cualquier etapa de produccion y estado fisiolégico. Es
importante el aporte energético de los AG volétiles formados en el ciego del
conejo, debido a que proporcionan 8-12 kcal/kg de peso metabdlico de energia
(Van Soest, 1982). Ademas de que el acido acético es el sustrato principal para la

sintesis de novo en el tejido mamario (Mellenberger y Bauman, 1974).

Algunos AG insaturados deben ser aportados en la dieta porque en los
tejidos animales no se encuentran presentes las enzimas para la sintesis. Por
ejemplo, el &cido linoleico y linolénico son AG esenciales que requieren ser
sintetizados a partir de una variedad de AG que son componentes estructurales de

los lipidos. Los conejos requieren el 2.5% de lipidos en el alimento, para cubrir su
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requerimiento, el cual lo obtienen facilmente por la alimentacién (Maertens, 1998)
y los AG esenciales estan incluidos en el alimento.

La inclusion de las grasas animales y aceites vegetales en la alimentacion
de los conejos ya ha sido realizada con el objeto de incrementar la energia
digestible de la dieta, habiéndose observado que al incrementar el 1% del extracto
etéreo, el contenido de energia digestible de la dieta se incrementa 250 joules
(Maertens, 1998). Sin embargo, la digestibilidad de los lipidos depende del origen
de la grasa; por ejemplo los aceites vegetales poli-insaturados y el acido linoleico
conjugado (CLA) son més digestibles que la grasa animal, probablemente debido
a la estructura de la molécula del &cido graso, ya que las grasas animales se
caracterizan por los enlaces saturados y los aceites vegetales por ser AG de
cadena larga que incluyen dobles enlaces, existiendo una relacidén positiva entre el
grado de insaturacion de las grasas y su digestibilidad (McKee y Mckee, 2003).
Por lo tanto, la inclusion de grasa en la dieta conduciria al incremento en el
extracto etéreo digestible. EI CLA incrementaria la digestibilidad de las grasas
aumentando por consecuencia el aporte de energia para cubrir la demanda
energética que implica la sintesis de leche y crecimiento fetal en el caso de

sistemas intensivos (Maertens, 1998).

Las evaluaciones del contenido cecal incluyen la inclusién de aceites para
observar la influencia que tienen los AG sobre la fermentacion cecal.
Papadomichelakis et al. (2010) adicionaron aceite de soya (AG poliinsaturados) a
dietas alta y baja en fibra digestible para observar el efecto del aceite de soya
sobre la fermentacién cecal. Es conocido que el efecto de los aceites sobre la
fermentacién microbiana en rumiantes puede modificar el perfil bacteriano, ya que
puede alterar el medio fermentativo (Benchaar et al., 2008; Tekippe et al., 2013),
sin embargo, en los conejos el ciego no sufre modificaciones sobre la

fermentacion.

La fermentacién cecal produce AGV el acido acético se produce en mayor
proporcion (70%), continuando el butirico (15%) y por ultimo el propiénico (6%)
(Gidenne, 1997). El proceso de sintesis de AGV puede ocurrir en el tracto

digestivo de los mamiferos monogastricos al nivel del intestino grueso. Los acidos
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aceético y butirico tienen una funcion adicional en la sintesis de lipidos de la leche
de la coneja para la sintesis de AG de novo (Gidenne, 1997).

El peso corporal de la coneja puede ser un indicador de su estado de salud
y bienestar, el cual debe tener la reserva corporal (energética) requerida para
soportar la gestacion y la lactancia. Se ha observado que las hembras que reciben
una dieta adicionada con grasa presentan mejor peso corporal al momento del
apareamiento, el peso incrementado de la hembra al momento de la monta natural
no tiene un efecto significativo, ademas, se ha observado que el peso vivo no es
atil como indicador de la movilizacion de tejido corporal o de variaciones en los
tejidos (Xiccato et al., 1995).

También ha sido observado que las dietas con alta energia pueden
acentuar la movilizacién de las reservas corporales durante la produccion de
leche. Ademas de que las conejas que reciben suplementacion alta en grasa en la
dieta tienen 60% mas tejido adiposo que las conejas alimentadas con dietas de
energia moderada (Fortun, 1997). Al evaluar CLA en la coneja lactante asumiendo
gue se esta proporcionando un acido graso que pueda modificar el peso de los
animales, no ha resultado en la modificacién del peso corporal de la coneja y
hasta el momento en base a lo observado en los estudios realizados no se ha
encontrado algun efecto sobre el peso vivo (Betancourt, 2013).

La inclusién de grasa de origen vegetal o animal en la dieta ha mostrado
qgue las hembras producen 7-12% mas leche que las hembras no suplementadas
con grasa. De esta manera la grasa puede mejorar la utilizacion de la energia
digestible para la produccién (Fortun, 1997). También el peso de las crias se
incrementa mostrandose un rapido crecimiento de las camadas cuando la
produccion de leche se aumenta (Lebas y Fortun, 1996). En las conejas lactantes
empleando CLA no se presentaron diferencias en la produccion diaria de leche
durante el tiempo de la suplementacion, tampoco en el peso de las camadas
(Betancourt, 2013).
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2.4.1. El CLA en la conegja lactante.

La coneja lactante ha sido un modelo experimental que ha sido empleado
para conocer los aspectos reproductivos y su problematica en la produccion es
similar al de otras mamiferas lecheras, las cuales han sido seleccionadas para
incrementar la produccion, lo cual puede ocasionar problemas de salud e incluso

la muerte, sobre todo durante el periparto y la lactancia (Xiccato et al., 1995).

Por ello el CLA en la coneja lactante podria aportar su efecto modulador de
la energia durante la lactancia al igual que en las vacas lecheras. Sin embargo, el
CLA en la produccion cunicola ha sido escasamente evaluado, lo cual también
resulta en una oportunidad para conocer su efecto sobre el metabolismo y la

produccion animal.

En la produccién de conejos las pocas evaluaciones de CLA se enfocan a
la evaluacién de los parametros productivos, no considerando el efecto metabdlico
que pudiera tener en la coneja. Por ejemplo, en una investigacion empleando una
mezcla de AG poliinsaturados, eicosapentanoico, docosahexanoico, los isomeros
CLA cis-9-trans-11 y trans-10, cis-12, entre otros, en conejas gestantes y lactantes
se pudo observar la modificacion de la fertiidad en donde el numero de
gestaciones se incrementé 8.63%, aumento la produccion de gazapos (3.45/mes),
se incrementd en 51% el nimero de gazapos paridos por coneja (0 sea su

prolificidad), asi como la produccién de leche (Roca, 2005).

Como se puede observar la inclusién de AG poliinsaturados en la dieta de
las conejas tiene efectos en el incremento de la productividad de las
reproductoras, derivado quizas por el incremento del aporte energético de los AG
adicionados o probablemente porque estos AG pueden modular el balance de la

energia de las conejas al igual que en la vaca lechera (Roca, 2005).

La inclusion de AG en la alimentacion de la coneja lactante ha sido benéfico
(Lebas y Fortun, 1996; Fortun, 1997) ya que, permite el mejoramiento de la salud
de las conejas lactantes y en consecuencia puede incrementar la produccion. Asi

mismo por su aportacion de AG poli-insaturados benéficos implicaria que puede
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ser empleado como una herramienta importante para mantener el bienestar de la

coneja lactante durante su ciclo de produccién.
.  HIPOTESIS

Los AG presentes en el alimento y en los cecotrofos, asi como la suplementacion
oral de CLA durante la lactancia, pueden alterar el perfil de los AG de la leche de

la coneja
IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar los perfiles de los AG de leche, cecotrofos y heces de conejas
lactantes suplementadas o no con CLA.

4.2. Objetivos especificos

e Determinacion del perfil de los AG de los cecotrofos y heces duras.

e Determinacion del perfil de los AG de la leche.

¢ |dentificar la relacion entre el perfil de los AG de los cecotrofos y los de la
leche.

e Comparar el perfil de los AG de la leche de animales suplementados o no
con CLA.

V. METODOLOGIA

El estudio se llevo a cabo en el Modulo Cunicola del Campus Amazcala, de
la Universidad Autonoma de Querétaro, habiéndose aprobado todos los
procedimientos experimentales por el Comité de Bioética de la Universidad. Se
emplearon 18 conejas multiparas de la raza Nueva Zelanda blanco, alojadas en
jaulas individuales con comedero y bebedero automéatico. Fueron distribuidas
aleatoriamente en dos grupos, control (administracion oral de 1ml de agua) y un
tratamiento con CLA (administracion oral a razén de 310 mg/kg de peso
metabdlico PM). EI CLA empleado contenia dos isdmeros de CLA C18:2 cis-
9,trans-11 y C18:2 trans-10,cis-12 (50:50,Tonalin FFA ®BASF). Los animales
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experimentales fueron alimentados ad libitum con una dieta comercial para

conejos reproductores Malta Cleyton®.

Al parto se estandarizaron las camadas a 6 crias por coneja. El periodo
experimental fue durante los primeros 12 dias del posparto, administrandose el
CLA por via oral los dias 6 al 12. Durante los 12 dias de duracion del experimento
se registrd el peso corporal, consumo de alimento y produccion de leche de las
conejas, asi como el cambio de peso corporal de las camadas. La produccion de
leche fue estimada a través del cambio de peso de las camadas antes y después
de ser amamantadas, cerrandose la puerta de los nidos a las 12 am y abriéndose
a las 8 am para que las conejas amantaran a sus camadas. Muestras de leche
fresca fueron extraidas a través de ordefia manual usando Oxitocina (0.05 ml/kg
peso vivo) para facilitar la eyeccion de la leche. Las ordefias se realizaron durante
los dias 5° (dia previo a la administracion de CLA), 6°, 8° 10° y 12° dias del
posparto (durante la administracién de CLA); se obtuvieron 10 ml de leche por
coneja por dia de colecta.

Simultdneamente fueron colectadas muestras de heces blandas
(cecotrofos) y heces duras durante los dias 7°, 9°, 11° del posparto, para la colecta
de heces y con objeto de evitar la cecotrofia, se emplearon collares isabelinos de 9
pulgadas colocados en el cuello de las conejas y mallas metélicas de 6 mm en el
piso de las jaulas. Los collares y las mallas fueron colocados a las 12 am y

retirados a las 8 am (Figura 7).

Las muestras de leche, cecotrofos y heces duras fueron liofilizadas en un
equipo Freezy dry (Labconco®) durante 72 h. Las muestras de leche liofilizadas
fueron rehidratadas de acuerdo con el 29.70% de materia seca y 70.30% de

humedad para la evaluacién de su composicion quimica.
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Figura 7. Las conejas experimentales durante la colocacion del collar isabelino
para la colecta de las heces.

Para conocer la relacion entre el perfil de los AG de las heces y el de la
leche, solamente se utilizaron las muestras obtenidas de las conejas del grupo
control que no recibieron la suplementacion del CLA. Para conocer el efecto de la
suplementacion oral de CLA sobre el perfil de la leche se emplearon las muestras

obtenidas de todas las conejas.

La extraccion de los AG de la leche, empleando hexano y sulfato de sodio,
asi como la metilacién de estos se llevd a cabo siguiendo los procedimientos
descritos por Christie (1982), con modificaciones de Chouinard et al. (1999). En
las muestras de heces y alimento se empledé un procedimiento de dos pasos
descrito por Kramer et al (1997). Los AG metil esterificados fueron cuantificados
usando cromatografia de gases en un equipo (GC Agilent 6890A con detector de
flama de ionizacion FID) equipado con una columna capilar HP 88 fusion-silica
(100m x 0.25 mm i.d. con 0.2 ym de grosor de pelicula; Varian Inc., Walnut Creek,
CA). EIl programa de cromatografiade acuerdo con el reportado por Baumgard et
al. (2001). Estandares externos 13:0 y 19:0 fueron incluidos para las muestras de
leche y 13:0 y 19:0 para las muestras de heces. Los picos fueron identificados
usando estandares metil-esterificados: FAME Mix C4-C24, 18919-1AMP, Supelco.
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Inc.; GLC 68D y 780, AG puros trans-10,cis-12 and cis-9,trans-11 CLA NuCheck
Prep Inc.; BAME mix 47080-U, estdndar de acido vaccénico Cis:1 trans-11 V1131,
Sigma-Aldrich, Inc. Para la confirmacion de los isomeros de CLA fue utilizado helio
como gas acarreador y las condiciones para realizar CACI-MS y MS/ms se
realizaron de acuerdo con lo reportado por (Michaud et al., 2005; Van Pelt and
Brenna, 1999).

5.2. Andlisis estadistico.

Andlisis de varianza del perfil de los AG de la leche y heces fue conducido
de acuerdo con un disefio completamente aleatorizado, usando los procedimientos
PROC GLM, LSMEANS y PROC CORR de SAS (2001).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2 se presenta la composicion quimica y perfil de AG del
alimento consumido por los animales, conteniendo 1.6% de extracto etéreo y con
un total de AG de 1.43% y mas del 96% de AG con més de 16 carbonos.

Cuadro 2. La composicion quimica y el perfil de los AG del alimento para conejas

lactantes.
Analito %
Materia seca'l 88
Proteina Crudat 15.2
Fibra detergente neutra? 40.6
Fibra detergente acida? 10.2
Extracto etéreo? 1.9
Energia bruta, cal/kg 4300
Perfil de los AG
Total AG 1.43
Acidos grasos, % total de AG
Cao 0.65
Ce0 2.53
Cso 0.23
Ci120 0.28
Cis0 22.72
Ci61 0.83
Ci7o0 0.80
Ci7a 2.76
Ciso0 2.95
Cisa 32.36
Cis:2 W-6 22.42
Ci183 W-6 0.46
C201 1.68
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Ci83w-3 1.32

C20:2 3.74

C20:3 W-6 0.44

Coa1 3.77
AOAC, 1990.

2Robertson y Van Soest, 1981.

El alimento para conejas reproductoras se caracteriz6 por contener un gran
porcentaje de AG de cadena larga (96.45%) (Cuadro 2), en donde sobresalieron
los AG saturados (C16:0, 22.36%), mono-insaturados (C18:1, 32.36%) y poli-
insaturados (C18:2 w-6, 22.42%).

El alimento es la fuente de nutrientes durante la lactancia, aunque, la
movilizacion de reservas corporales también puede ocurrir dependiendo de la
edad de las conejas al parto y del sistema de produccion, ya que, los animales
pueden presentar balance energético negativo (Maertens, 1998).

Las variables productivas y la composicion quimica proximal de la leche de
las conejas se presentan en el Cuadro 3 no habiéndose encontrado diferencias

estadisticas debidas a la suplementacion oral del CLA.

Las mismas variables habian sido objeto de estudio en evaluaciones
usando grasas de origen animal y vegetal en sistemas intensivos, en donde, se
habia visto que las grasas afiadidas en la dieta pueden mejorar la palatabilidad y
el equilibrio de los nutrientes (Cheeky, 1987; Xicatto, 1996 en Maertens 1998),
ademas de haberse verificado un efecto positivo de las grasas sobre la
estimulacién de la produccion de leche y el peso de las camadas (Fernandez-
Carmona et al., 1996 en Maertens, 1998).

32



Cuadro 3. Pardmetros productivos y composicion quimica de la leche de conejas

suplementadas con CLA durante los primeros 12 dias de lactancia.

Tratamiento
Parametro? Control CLA EE P

Numero de conejas 9 9

Peso corporal

promedio de las 4.29 4.24 0.11 0.77
conejas?, kg

Produccion de

128.33 136.37 7.73 0.47
leche, mi/d
Consumo de
_ 197.84 222.68 13.14 0.20
materia seca, g/d
Peso corporal de las
599.51 804.6 68.14 0.05

camadas, g/d

Composicion quimica de la leche %

Proteina cruda 9.10 8.47 1.01 0.65
Grasa 8.31 10.86 1.43 0.21
Lactosa 3.67 3.55 0.34 0.81
Solidos totales 13.66 13.00 1.37 0.73

Los valores representan la media minima cuadrada y el error estandar (EE).
2Las conejas fueron pesadas diariamente antes de la ordefia manual.

No obstante, el no haber observado diferencias estadisticas en las variables
de produccién al incluir CLA de manera oral en las conejas durante el postparto,
se puede apreciar que no hubo pérdida de peso de las madres y tampoco
reduccion de la produccion de leche, ademas de que las camadas de las conejas
en tratamiento tendieron a ser mas pesadas que las camadas del grupo control
(Cuadro 3).

El perfil de los AG grasos de la fraccion grasa de la leche de las conejas
lactantes del grupo control, se muestra en el Cuadro 4. El porcentaje total de los

AG presentes en la leche fue cuantificado, asi como cada AG detectado en el
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perfil. La leche contiene AG de diferente longitud de carbonos comenzando con 4
hasta 24 carbonos; pares (Ca.0, Ceo0, Cs:0, C10:0, C12:0, €tc.) e impares (Ciio, Ciso,
Ci70, C21:0), ramificados (iso y anteiso, 0.60£0.05); saturados en su mayoria
(56.24+1.48), mono-insaturados (24.45+1.08) vy, poli-insaturados con dobles y
triples ligaduras (17.39£1.10). En la leche también resaltan algunos AG por su alto
contenido dentro del perfil, entre ellos, Cs:o (10.65+1.62), Ci0:0 (14.83+1.41), Cis:0
(21.05%1.75) Cis:1t-15 (20.14+1.00), Cis:2 w-6 (16.24+1.03).

Cuadro 4. Perfil de los acidos grasos de la leche de conejas lactantes durante los

primeros 12 dias de la lactancia.

Media EE
AG totales, % 42.52 1.78
Acidos grasos, % total de AG
Cao 0.004 0.0005
Ce:0 0.046 0.014
Cs:.0 10.65 1.62
Cio0 14.83 1.41
Civo 0.009 0.002
Ci20 2.46 0.24
Cia0 1.08 1.21
Ciso 0.39 0.02
Cie:0 21.05 1.75
Ciro 0.35 0.04
Ciso 3.99 0.26
C20:0 0.09 0.007
Ca1:0 0.01 0.004
C22:0 0.06 0.004
Caa:0 0.04 0.007
Total AG saturados 56.24 1.48
iso Ci4:0 0.011 0.004
iso Ciso 0.05 0.003
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anteiso Cis:0 0.06 0.007

iso Cie:0 0.13 0.01
iso Ci7:0 0.30 0.02
anteiso Ci7.0 0.04 0.005
Total AG ramificados 0.60 0.05
Cio1 0.0007 0.004
Ciaa 0.20 0.035
Ci6:1 2.49 0.34
Ci71 0.20 0.009
Cis:1 t-6/8 0.05 0.004
Cis1t-9 0.04 0.003
Cis:11t-10 0.04 0.01
Ciga t-11 0.12 0.01
Ciga t-12 0.05 0.004
Cis:1t-15 20.14 1.00
Cig1 c-12 0.06 0.01
Cig1 t-16 0.03 0.008
C201 0.87 0.06
Coaa 0.14 0.01
Total AG mono-insaturados 24.45 1.08
Cis2 w-6 16.24 1.03
Cis:2 Cis-9, trans-11 0.11 0.01
Cis:2 trans-10, cis-12 0.07 0.01
Cis:3 w-3 0.24 0.01
Ci8:3 W-6 0.12 0.03
C20:2 0.18 0.02
C20:3 W-3 0.31 0.03
C20:3 W-6 0.07 0.01
C20:4 W-6 0.01 0.005
C222 0.02 0.008
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C22:4 W-6 0.14 0.01

DHA (C22:6 w-3) 0.003 0.002
Total AG poli-insaturados 17.39 1.10
Desconocidos 1.17 0.15

Las publicaciones de los AG de la leche en diferentes especies, incluidos
conejos habian sido realizadas en su mayoria durante los afios 1960°s y 1970"s
(Cowie, 1969; Glass et al., 1967; Hall, 1970; Carey y Dils, 1972; Strong y Dils,
1972a; Strong y Dils, 1972b; Strong et al., 1972; Mellenberger y Bauman, 1974) y
no menos importantes las escasas publicaciones recientes que evaluaron el perfil
de los AG y algunos aspectos productivos de los conejos domésticos (Maertens et
al., 2006; Gémez-Ramos et al., 2011).

El perfil de los AG de las conejas evaluadas con CLA se presenta en el
Cuadro 5. Diferencias presentadas con el tratamiento fueron encontradas en los
AG, Ci7a cis-9 (P=0.007), Cis:1 trans-16 (P=0.03), Cis:2 w-6 (P=0.009), Cis:2 Cis-
9,trans-11 (P=0.0003), Cis:2 trans-10,cis-12 (P=0.0002), Cz0:1 cis-9 (P=0.04), C2o:3
w-3 (P=0.006), C20:3 w-6 (P=0.05), C21.0 (P=0.05), C22:4 w-6 (P=0.01) y el indice de
desaturacion para los AG Cas:2 cis-9,trans-11/Cis:atrans-11. AG con mas de 16
carbonos son los principales constituyentes de la grasa de la leche de la coneja
durante la lactancia (Cuadro 5). Los siguientes AG se mostraron reducidos en los
animales que recibieron CLA, Ci7:a cis-9, Cisa trans-16, Cis:2 w-6, Czo:1 Cis-9, C2o:3
w-3, C20:3 w-6, C22:4 W-6. Mientras, pocos AG aparecieron incrementados, entre
ellos, los isomeros de CLA Cis:2 cis-9,trans-11, Cais:2 trans-10,cis-12, el Cz10 y el
indice de desaturacion Cis2 cis-9,trans-11/Cigatrans-11. Enzimas desaturasas
podrian estar presentes en el ciego o en el tejido mamario, siendo las
responsables del uso de AG saturados, mono-insaturados o poli-insaturados
empleados como sustratos para introducir dobles enlaces en uno o diferentes
sitios dentro de la cadena carbonada. Eventualmente, el CLA estaria influenciando
la actividad de esas enzimas durante la metabolizacion de los AG durante la
fermentacion cecal o en el tejido mamario por la reduccion o el incremento de los

AG mono y poli-insaturados. Pese a los cambios observados en los AG con
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diferente nimero de insaturaciones en la leche (Cuadro 5) y en el cecotrofo
(Cuadro 6), las enzimas desaturasas aln no han sido evaluadas.

Cuadro 5. Perfil de los acidos grasos de la grasa de leche de las conejas

suplementadas con isémeros de CLA cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12%.

Tratamiento

Control CLA EE P

AG totales, % 42.14 41.96 1.59 0.93
AG, % del total de

los AG

Cao 0.001 0.002 0.001 0.84
Ce:0 0.05 0.04 0.01 0.70
Cs.0 10.94 11.42 1.57 0.82
Cio0 14.99 14.56 1.17 0.79
Ci0:1 Cis-9 0.006 0.004 0.004 0.73
Ci10 0.01 0.007 0.003 0.40
Ci20 2.46 2.18 0.19 0.30
Ci4:0 0.01 0.01 0.005 0.59
Cia0 2.26 2.21 0.20 0.85
Ci4:1 Cis-9 0.19 0.12 0.03 0.14
Ci1s:0 0.05 0.05 0.006 0.31
Ca1s:0 0.06 0.07 0.007 0.35
Ciso 0.40 0.35 0.02 0.09
Cite:0 0.17 0.14 0.03 0.65
Cis6:0 21.63 19.62 1.45 0.33
Cie:1Cis-9 2.44 1.61 0.29 0.06
Cir7:0 0.27 0.35 0.03 0.12
Cai7:0 0.07 0.05 0.02 0.45
Ci70 0.37 0.39 0.03 0.75
Ci7:1 cis-9 0.20 0.13 0.01 0.007
Ciso 4.14 4.28 0.23 0.67
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Cis:1 trans-6/8
Cis:1trans-9
Cis:1 trans-10
Cigatrans-11
Cis:1 trans-12
Cis:atrans-16
Cis:1Cis-9
Cigacis-12
Cis2 w-6

Cis:2 cis-9,trans-11
Cis:2 trans-10,cis-12
Cisz w-3

Cis3 w-6

C20:0

C20:1 Cis-9
C202w -6
C20:3 W-3

C20:3 W-6

C20:4 W-6

Ca10

C220

C22:2 w-6

C22:6 W-3
Caa0
Co2a:1Cis-15
Otros

Sumatoria

<16 carbons

0.05
0.04
0.03
0.11
0.05
0.03
18.12
0.05
16.61
0.21
0.20
0.23
0.14
0.09
0.88
0.19
0.33
0.08
0.01
0.02
0.06
0.02
0.15
0.003
0.04
0.15
1.30

31.46

0.05
0.04
0.03
0.12
0.04
0.004
23.46
0.05
12.65
1.02
1.20
0.36
0.08
0.15
0.66
0.18
0.20
0.04
0.04
0.05
0.06
0.01
0.08
0.009
0.03
0.13
1.50

31.05

0.006
0.005
0.01
0.02
0.007
0.007
1.99
0.009
0.98
0.13
0.15
0.08
0.03
0.03
0.07
0.01
0.03
0.01
0.03
0.01
0.01
0.008
0.01
0.006
0.008
0.02
0.15

2.60

0.57
0.76
0.89
0.68
0.55
0.03
0.07
0.99
0.009
0.0003
0.0002
0.26
0.15
0.27
0.04
0.80
0.006
0.05
0.46
0.04
0.92
0.66
0.01
0.51
0.57
0.46
0.37

0.91



16 carbons 24.24 21.38 1.60 0.21
>16 carbons 44.30 47 57 1.82 0.21

indice de

desaturacion

C14:1/C14:0 0.09 0.06 0.02 0.25
Ci6:1/Ci6:0 0.11 0.08 0.01 0.11
Cis8:1/Cis0 4.76 5.55 0.64 0.38
Cis:2cis-9,trans- 0.87 7.88 1.56 0.0004

11/Cis:atrans-11

! Los valores representan la media minima cuadrada y el error estandar (EE) .

En la evaluacién del perfil de AG de la leche de la coneja lactante
administrandoles oralmente CLA fue empleado solo el nivel de 155 mg/kg de peso

metabdlico, ademas de que fue usada leche ordefiada manualmente.

En las evaluaciones empleando CLA en rumiantes productores de leche
fue observada la reduccion de la grasa de la leche (Chouinard et al., 1999). Sin
embargo, la grasa de la leche de la coneja lactante se mantiene en el grupo con
tratamiento, a pesar de la administracién oral del CLA (Cuadro 3); el mismo efecto
habia sido observado durante el primer experimento empleando coagulo lacteo
(Cuadro 1). El perfil de los AG de la leche de conejas durante la administracion
oral de CLA ya habia sido evaluado usando coagulo lacteo durante el estudio
previo, en donde las conejas experimentales recibieron 3 diferentes niveles
crecientes de CLA. Los primeros resultados se encuentran resumidos en el
Cuadro 1. Como ya se ha mencionado, el CLA fue encontrado dentro del perfil de
los AG, pero no se habia detectado el AG 18:1 trans-11. En esta ocasion también
en la leche fueron identificados los isébmeros de CLA, asi como el 4cido vaccénico
(Cuadro 4).

A diferencia del presente estudio, una evaluacion de los AG presentado por
Fraga et al., 1989 en Maertens, 1998; en donde se incluyé manteca de cerdo en la

dieta de las conejas, la leche también present6 a los AG de 8 y 10 carbonos pero
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con un total de 40% y aunque, el total de AG de 16 a 18 carbonos incluyendo
saturados e insaturados en diferentes formas alcanzaron un 60%, los AG de
cadena mediana fueron considerados los AG mas importantes, posiblemente
porque la manteca de cerdo se caracterizO por un alto contenido de C18:1
(Maertens, 1998). Sin embargo, de la misma forma, el alimento ofrecido durante el
estudio constaba de un alto contenido de AG de cadena larga, no obstante.
durante la investigacion, fue indispensable contemplar la transformacion de los AG
saturados e insaturados (diferente nimero de insaturacion) durante el proceso de
digestion del alimento, por las cualidades que presenta el sistema digestivo de los

conejos.

Por otro lado, la administracién oral de CLA puede influir sobre el perfil de
los AG de la leche, debido a la transferencia de los isdmeros de CLA ingeridos
hacia el tejido mamario y consecuentemente a la leche. Durante la evaluacion del
coagulo lacteo se esperaba que los AG de cadena corta sintetizados por la via de
novo y el porcentaje de grasa se mostraran reducidos, de manera similar a como
habia ocurrido en vacas lecheras por la influencia del CLA sobre el tejido mamario
de rumiantes, en la via principal de sintesis de los AG en el tejido mamario
(Harvatine et al., 2009). Sin embargo, con el analisis de la leche de coneja
lactante, se confirma que el efecto principal del CLA sobre los AG ocurre

principalmente sobre los AG de cadena larga.

En este ultimo estudio la actividad de desaturacion usando el indice de
desaturacién (Cuadro 5) fue evaluada observando la transformacion de AG
saturados en AG insaturados y poli-insaturados; presentandose diferencias en la
actividad de desaturacion de la enzima la cual, fue mayor en el grupo tratado con
CLA. En el primer estudio del perfil de AG de coagulo lacteo no fue evaluado el
indice de desaturacion porque no se habia identificado en el perfil el AG C18:1
trans-11 y, la misma enzima y otras enzimas involucradas con la sintesis de
lipidos solo han sido evaluadas en estudios de estandarizacién de tejido mamario
y no en estudios bien establecidos para la observacion de su actividad, lo que

seria indispensable para conocer si esta o no realmente influenciada por el CLA.

40



Los AG presentes tanto en el cecotrofo como en la leche de las conejas del
grupo control que no recibieron la suplementacion oral de CLA, asi como su

correlacion, se presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Media minima cuadrada de los acidos grasos presentes en el cecotrofo
y en la leche de conejas durante los primeros 12 dias de la lactancia, y su

coeficiente de correlacion.

Analito Cecotrofo Leche EE R? P
AG Totales, % 1.20 42.52 1.25 0.98 <0.0001
AG, % total de AG

Cao 8.83 0.004 0.96 -0.91 <0.0001
Ce:0 0.87 0.05 0.17 -0.65 0.004
Ci20 0.22 2.46 0.17 0.91 <0.0001
Cia0 1.07 2.23 0.17 0.72 0.0008
Ciso 1.94 0.39 0.07 -0.95 <0.0001
Cis6:0 20.43 21.05 1.39 0.07 0.76
Ci70 0.57 0.35 0.05 -0.60 0.007
Ciso 14.73 3.99 2.48 -0.60 0.007
Ca0:0 0.74 0.09 0.02 -0.97 <0.0001
Ca10 0.08 0.02 0.008 -0.86 0.0003
C220 0.75 0.06 0.04 -0.95 <0.0001
Caa:0 1.09 0.04 0.07 -0.93 <0.0001
Total AG saturados 51.35 30.74 3.15 0.0003
iso Ci4:0 0.46 0.02 0.03 -0.95 <0.0001
iso Cis:0 1.10 0.05 0.05 -0.96 <0.0001
anteiso Cis:o 1.70 0.06 0.06 -0.97 <0.0001
iso Cie:0 2.11 0.13 0.11 -0.94 <0.0001
Total AG ramificados 4.61 0.25 0.52 <0.0001
Ciaa 1.10 0.20 0.07 -0.91 <0.0001
Cie1 0.52 2.48 0.24 0.82 <0.0001
Cira 3.60 0.19 0.21 -0.94 <0.0001
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Cis:1 t-6/8 0.27 0.05 0.02 -0.81 0.0002

Cis1t-9 0.21 0.04 0.03 -0.75 0.0007
Cis1t-10 0.21 0.05 0.02 -0.87 0.0002
Cig1t-11 2.94 0.12 0.26 -0.88 <0.0001
Cis1 t-12 0.38 0.05 0.02 -0.94 <0.0001
Cis1 C-12 0.46 0.06 0.06 -0.75 0.001
C201 0.73 0.87 0.06 0.39 0.10
C24:1n-9 1.64 0.14 0.22 -0.77 0.0002
Total AG  mono- 10.14 4.28 0.80 <0.0001
insaturados

Cis2 w-6 12.01 16.24 0.77 0.69 0.26
Cis:2cis-9,trans-11 0.46 0.11 0.07 -0.67 0.002
Cis:otrans-10,cis-12 0.10 0.07 0.05 -0.10 0.69
Cis3 w-3 0.46 0.23 0.03 -0.82 <0.0001
Cis:3 W-6 0.23 0.12 0.02 -0.63 <0.0001
C20:2 w-6 0.16 0.18 0.02 -0.11 0.67
C20:3 w-6 0.68 0.075 0.09 -0.74 0.002
Total AG poli- 13.70 17.03 0.85 0.013
insaturados

Desconocidos 11.28 1.16 0.87 -0.89 <0.0001

1Solo los AG presentes tanto en la leche como en el cecotrofo fueron correlacionados.

La mayor parte de los AG evaluados presentaron diferencias significativas
(P<0.05). Algunas correlaciones fueron >0.90 positivas y altamente significativas
(<0.0001) en, AG totales, Ci20 ¥ Ci40. Ademas, se presentaron en su mayoria
correlaciones >0.90 negativas y también altamente significativas (<0.0001) en,
Ca.0, C15:0, C20:0, C22:0, C24:0, iSO C14:0, iSO Cis:0, anteiso Cis:o, iSO Cie:0, C14:1, C17:1 Y
Cis1 t-12. Es importante mencionar al AG Cis: trans-11 el cual, estuvo presente
tanto en el cecotrofo como en la leche, tuvo una correlacion de -0.88 y P<0.0001.
Aunque en el ciego de la coneja lactante se desconoce lo que ocurre con los AG

de cadena larga, el presente estudio propone que, de manera similar al rumen, el
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ciego puede formar al acido vaccénico 18:1 trans-11 (Cuadro 6), el cual puede
actuar como intermediario para la formacion de CLA cis-9,trans-11 en el tejido
mamario de la coneja lactante. Cabe mencionarse, que en los conejos la
disponibilidad del &cido vaccénico formado a nivel cecal que pudiera usar el tejido
mamario, dependeria de la cecotrofia, proceso que permitiria que el acido
vaccénico C18:1 trans-11 estuviera disponible en el intestino delgado para ser
absorbido y conducido hacia el tejido mamario. Sin embargo, no hubo correlacion
entre el acido vaccénico del cecotrofo con el acido ruménico encontrado en la

leche.

Los perfiles de los AG de cecotrofos y heces duras fueron evaluados
(Cuadro 7). Entre ellos hubo diferencias significativas en algunos AG
presentandose con mayor porcentaje en el cecotrofo los AG, Cao, Cis0 Y total de
AG saturados; iso Ci4:0,is0 Cis:0, anteiso Cis:o,is0 Cis0Y el total de AG ramificados;
Cie0, C17:1, Cis1 t-12 y Co4:1, mientras que en las heces los AG, Cies:1, Cis:3 W-6,
C210, C221 y Co2z0 fueron mayores. La microbiota intestinal juega un papel
importante en los conejos, porque es la responsable de la transformacién de los
AG durante su paso por el tracto gastrointestinal, en donde se puede observar que
los AG saturados en los cecotrofos fueron predominantes. En un estudio realizado
en engorda de conejos fue observado el incremento de los AG saturados de la
grasa corporal como resultado de la biohidrogenacion cecal (Leiber et al., 2008).
Asimismo, la presencia de AG ramificados es el resultado de la actividad de la
microbiota en rumiantes (Gomez y de la Fuente 2021). Como se mencioné
anteriormente, la microbiota cecal participa de manera importante en la formacién
de AG ramificados los cuales, son caracteristicos de los AG en los cecotrofos y

también se encuentran en la leche de la coneja lactante (Cuadro 4).

Cuadro 7. Perfil de los acidos grasos de los cecotrofos y las heces duras de las

conejas durante los primeros 12 dias de lactancia®.

Cecotrofo Heces EE P

AG Totales, % 1.20 1.18 0.09 0.93

Acido graso, % total de AG
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Cao
Ce:0
Ci20
Cizo
Ciao0
Ciso
Cie0
Ci70
Ciso
C20:0
Ca10
C220
Caz0
Caa:0
Total AG saturados
iso C14:0
iso Cis:0
anteiso Cis:o
iso Ci6:0
Total AG ramificados
Cia:1¢-9
Cie1
Ci71
Cig1t-4
Ciga t-5
Cis:1 t-6/8
Cig1 t-9

8.83
0.87
0.22
0.35
1.08
1.94
20.43
0.57
14.73
0.74
0.08
0.75
0.30
1.09
51.90
0.46
1.09
1.70
2.11
5.38
1.10

3.60
0.04
0.004
0.26
0.21
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0.90
0.43
0.03
0.11
1.21
0.55

15.36

0.41

10.13

1.38
0.31
0.91
0.55
1.35

33.40

0.24
0.45
0.68
1.00
2.39
0.60
151
1.07
0.08

0.007

0.28
0.30

0.54
0.18
0.09
0.17
0.17
0.09
1.58

0.061

2.89
0.43
0.02
0.12
0.08
0.18
3.81
0.03
0.08
0.10
0.17
0.23
0.12
0.04
0.25
0.01

0.004

0.06
0.04

<0.0001
0.11
0.09
0.34
0.57
<0.0001
0.03
0.08
0.27
0.31
0.0003
0.36
0.03
0.33
0.003
0.0005
<0.0001
<0.0001
0.0008
<0.0001
0.01
<0.0001
<0.0001
0.07
0.53
0.89
0.18



Cis11-10
Cis1 11l
Cig1t-12
Cis1t-15
Cis1C-9
Cis1c-11
Cis1C-12
C20:1
C221
Caa1
Total AG mono-insaturados
Cis2 w-6
Cis:2 cis-9,trans-11
Cis:2 trans-10,cis-12
Cis3 w-3
Cis:3 W-6
C20:2
C20:3 W-6
Total AG poli-insaturados

Desconocidos

! Tomado de Bernal et al. (2018)

0.21
2.94
0.38
0.07
8.40
0.60
0.46
0.73
0.16
1.65
19.4
12.01
0.46
0.10
0.46
0.23
0.16
0.68
13.70
11.28

0.25
3.26
0.22
0.10
15.42
0.96
0.42
0.81
0.44
0.54
23.5
14.14
0.48
0.16
0.48
0.71
0.17
0.16
16.03
1.16

0.04
0.52
0.03
0.02
2.58
0.17
0.09
0.08
0.07
0.24
3.55
1.71
0.12
0.07
0.06
0.07
0.03
0.16
1.80
0.87

0.52
0.66
0.01
0.23
0.07
0.16
0.76
0.52
0.01
0.005
0.43
0.39
0.92
0.60
0.77
0.0004
0.90
0.05
0.37
<0.0001

Igualmente, los isomeros de CLA Cis:2 cis-9,trans-11y Cais:2 trans-10,cis-12

estan dentro del perfil de cecotrofos y heces duras. Sin embargo, se desconoce

cuales bacterias los producen. Existen estudios de bacterias en conejos y estan

presentes en su intestino: Bacteroides (Papadomichelakis et al., 2010) y

Staphylococcus (Comi y Cantoni, 1984). No obstante, se ha observado que la

formacion de los isobmeros de CLA en otras especies se origina por géneros
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bacterianos como Lactobacillus, Bifidobacterium, Eubacterium, Roseburia y
Butirivibrio (Devillard et al., 2007). Seria indispensable incrementar los estudios
de bacterias intestinales en los conejos para conocer mas acerca de los géneros

bacterianos y su posible relacion con el CLA.

Aunqgue no hubo diferencia en el total de los AG mono y poli-insaturados, si
hubo diferencias en AG especificos dentro de esas categorias, siendo resultado
también de la actividad de la microbiota, posiblemente por la actividad de
biohidrogenacién parcial o por la inclusiébn de insaturaciones, esta Ultima,
claramente observada por la presencia de los isomeros de CLA en los cecotrofos y

en las heces duras.
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VII. CONCLUSIONES

La administracién oral del CLA en las conejas lactantes no alter6 su peso
corporal, su consumo de materia seca ni su produccion de leche. La composicion
quimica de la leche y el peso corporal de las camadas tampoco fueron afectados

por la suplementacién del CLA.

El efecto del CLA sobre la composicion quimica y el perfil de los &cidos
grasos de la leche de la coneja fue evidente en la reduccién de los AG de cadena

larga mono-insaturados y poli-insaturados e incrementando la concentracion Caz.o.

El perfil de los acidos grasos lacteos se presentaron diferencias entre el
contenido de acidos grasos de 18 a 22 carbonos saturados y poli-insaturados, asi
como en los isomeros de CLA cis-9,trans-11 y trans-10,cis-12 que se han visto
incrementados en la leche por la administracion oral del CLA, lo cual es un reflejo
de la importancia de la lactancia materna permitiendo la transferencia de los
nutrientes contenidos tanto en el alimento como a través de la cecotrofia para ser

utilizados en la leche como alimento para las crias.

En conjunto con los AG del alimento, los AG de los cecotrofos contribuyeron
con AG modificados, a través de los procesos de fermentacion cecal y
presentados por la cecotrofia para una segunda digestion y absorcién. La
importancia de la biohidrogenacién cecal del alimento fue evidente por el
incremento de los AG saturados en los cecotrofos y la leche. Sin embargo,
también la presencia de AG mono y poli-insaturados sugieren una importante
actividad de desaturaciéon, jugando un papel importante las saturaciones y las
diversas insaturaciones dadas por la importante actividad de las enzimas, siendo

la cecotrofia el proceso digestivo clave para reutilizar los sustratos.

El perfil de AG de la leche de la coneja puede ser influenciado por los AG del
alimento y por los AG presentes en los cecotrofos, todos los cuales contribuyen
aportando caracteristicas quimicas a la fraccion grasa de la leche, incluyendo AG

esenciales y AG biolégicamente activos como el CLA cis-9,trans-11 y trans-10,cis-
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12 encontrados en los animales del grupo en donde no se administr6 CLA. Se
encontraron correlaciones importantes entre los AG de la leche y de los
cecotrofos, algunas significativas y otras no. La relacion de los isbmeros de CLA
con la cantidad de acido vaccénico se esperaba que hubiera sido alta, lo cual no

ocurrio.

Los compuestos que se encuentran en el alimento, asi como los AG
administrados de manera oral e incluidos también en la dieta, han resultado ser
elementos muy importantes en los conejos, sobre todo por las caracteristicas que
les otorga la microbiota intestinal, ya que permiten transformar a los AG en
compuestos grasos con efectos bioldgicos notables en los organismos, tal es el
ejemplo de los isbmeros de CLA. De esta manera, los leporidos han resultado ser
animales peculiares en la modificacién de los AG, amplidndose las alternativas de
transformacién de los AG, asi como en los rumiantes, pero con mecanismos
similares y propios para su especie. Los conejos aparentemente pueden ser vistos
como organismos insignificantes, pero han resultado destacar de entre todas las

especies animales por la forma en la que metabolizan a los AG.

Los resultados relacionados con el efecto del CLA sobre la composicion de la
grasa de la coneja fueron publicados en Bernal et al., 2019, y los relativos a la
influencia de los acidos grasos presentes en el alimento y en los cecotrofos sobre
las caracteristicas de la grasa de la leche de la coneja, se publicaron en
Betancourt et al., 2018.
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