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1. INTRODUCCION GENERAL

El porcino constituye con gran diferencia el primer sector de la ganaderia
espafiola con una produccion de mas de 4.000 millones de euros al ano, mas del 40% de
la produccion ganadera, que a su vez supone alrededor del 40% de la produccioén
agraria, que representa en conjunto el 2,6% del PIB. Seglin el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM), dentro de la Unién Europea, Espana es el
segundo pais en cuanto a la producciéon de carne de porcino (38.794 miles de cabezas),
con un 17% del censo y un 15,4% de la produccion. Individualmente Espana es la
cuarta potencia productora del mundo (después de China, EEUU y Alemania).

La gran magnitud de estas cifras, no reflejan realmente la importancia del sector porcino
espafiol. La carne de cerdo es la base de la industria carnica espafiola, ya que existe una
amplia tradicion historica de procesado y transformacion. Para observar la realidad del
sector porcino desde el punto de vista de la industria carnica es preciso tener en cuenta
en primer lugar que el sector de la alimentacion representa el 17% del PIB industrial y
un 7% del PIB. La industria agroalimentaria espanola es la quinta de la Union Europea,
tras Francia, Alemania, Italia y Reino Unido. Esta industria, que cuenta con 32.000
empresas y medio millon de empleados directos, exporta por valor de 13.000 millones
de euros (uno de los principales sectores exportadores superado solo por el sector del
automovil), y 80.000 millones de euros de ventas netas. Se trata por tanto del sector
industrial mas importante en Espafia. A ello hay que anadir que es uno de los sectores
que mejor esta afrontando la actual situacion econdémica de crisis. La industria carnica
cuenta con 85.625 ocupados, el 22,4% del total de la industria alimentaria y sus ventas
ascienden a casi 16.000 millones de euros, el 20,2% de la facturacion de la industria
alimentaria espafiola. La importancia del sector porcino en la industria carnica se pone
de manifiesto si se tiene en cuenta que la produccion de carne en 2009 fue de un 6%
menos que en 2008, es decir ascendio a casi unas 5,31 millones de toneladas, de las
cuales algo mas del 60% correspondieron al porcino. Por otra parte, del total de la
produccion de carne de cerdo, aproximadamente el 50% se transforma. Finalmente, es
preciso recordar que la magnitud real de la importancia de la industria alimentaria (y de
derivados del porcino en particular) sobrepasa cualquier cifra, por importante que esta
sea, ya que se vincula directamente a la gastronomia y cultura de los pueblos y regiones
de Espafia y por tanto a la restauracion y al turismo. Segin un estudio publicado

recientemente por la FIAB, al preguntar a los visitantes extranjeros por los factores que
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caracterizan a Espafia, lo primero que indican es el turismo (incluyendo el clima y
geografia) y lo segundo la gastronomia/alimentacion.

Todo ello constituye una base firme para considerar este sector como estratégico tanto
en el momento presente como en el futuro, particularmente en lo referente a la
obtencion de productos diferenciados y de calidad, debido a su profunda relacion con el
sector industrial.

Por otra parte, el desarrollo técnico del sector porcino espafiol en las Gltimas décadas
hace que sea cada vez més competitivo a nivel internacional. La expansion y desarrollo
de las exportaciones espafolas de productos del cerdo esta alcanzando una dimension e
importancia econdmica notable. En 2009 se ha exportado el 38% de la produccion
porcina, frente al 29% en 2007 y un 35% en el 2008. Aproximadamente las dos terceras
partes de estas exportaciones corresponden a productos carnicos. La balanza comercial
de la carne obtuvo un superdvit de 1.044 millones de euros en este periodo, un
incremento interanual del 1,2%, hecho realmente sobresaliente en el contexto
econdmico en que nos encontramos que indica con claridad el potencial del sector.

En relacion con las exportaciones espafiolas a paises de fuera de la Union Europea, han
caido de forma rotunda respecto a 2008, si bien hay que tener en cuenta que 2008 fue un
afo de exportaciones record en el que las carnes se vieron apoyadas por las restituciones
a la exportacion. Las exportaciones de carnes de porcino han conseguido cerrar el afio
con un ligero avance respecto a 2008, superando las 850.000 toneladas, y los elaborados
(jamones curados, embutidos y fiambres) han mantenido practicamente sus volumenes,
notandose, sin embargo, un incremento en las exportaciones de los embutidos cocidos,
sobre todo en los ultimos meses de 2009, gracias a nuevos mercados con creciente
importancia, como China, Brasil, Singapur, Vietnam, Serbia, Liberia, Macedonia. Entre
los nuevos destinos, cabe destacar a China, ya que en el primer afo de autorizacion del
comercio de productos porcinos espafioles, recibié en 2009 mas de 12.500 toneladas de
carne y productos del sector porcino espaiol, lo que le situa en primera posicion dentro
de las exportaciones agroalimentarias espafiolas a China.

En Espafia tenemos dos sistemas de produccion, con dos tipos genéticos bien
diferenciados: cerdo ibérico y cerdo blanco. En ambos casos es muy importante la
calidad, y por tanto es basico ofertar productos diferenciados y de calidad, aunque
también es preciso optimizar estos sistemas productivos para minimizar costes.

Por tanto, es preciso que la industria mantenga un nivel de desarrollo tecnoldgico

elevado que permita mantener la competitividad para poder asi comercializar productos
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carnicos que se adapten a las diversas preferencias de cada uno de los consumidores,
determinar estrategias nutricionales para asegurar la calidad, y establecer criterios
exclusivos para unos de nuestros productos mas apreciados a nivel mundial. Se
considera que el consumidor actual (europeo sobre todo) prefiere una carne sin exceso
de grasa, con buena capacidad de retencion de agua, color uniforme, y sabor y aroma
caracteristicos de la carne porcina.

En el caso concreto de la carne y de sus productos derivados, el concepto de calidad
debe incluir consideraciones de tipo sensorial, nutricional, higiénico y tecnoldgico. Los
parametros que definen la calidad de la carne de cerdo pueden ser multiples, como son
el color del musculo, la firmeza y la textura. Pero el que realmente nos marca el indice
de calidad, es la grasa, incluyendo el contenido en grasa intramuscular. Cabe destacar,
que el engrasamiento también condiciona en gran medida la rentabilidad, ya que resulta
muy ineficiente. Es preciso por ello profundizar en estrategias productivas que permitan
mantener criterios de calidad elevados (grasa intramuscular), pero que sean compatibles
con una alta eficiencia productiva (bajo engrasamiento). Los principales factores que
influyen en el engrasamiento son la raza o tipo genético, la edad y la alimentacion.

La seleccion genética de los ultimos afios se ha enfocado fundamentalmente hacia
genotipos conformados, que presentan una mayor proporcion de magro en la canal y
una velocidad de crecimiento elevada, lo que se traduce en un sacrificio de los animales
a edades muy tempranas (por tanto un aumento proteico en detrimento de los lipidos).
Ademas se sabe que la consistencia de la carne, asi como el contenido de grasa, incluida
la grasa de infiltracion, aumentan con la edad de sacrificio de los animales, mejorando
de esta manera notablemente la calidad de los productos elaborados.

La regulacion del metabolismo de lipidos es un campo de estudio de gran trascendencia
en produccion y sanidad animal. Entre las muchas posibilidades ensayadas por el sector
porcino espafiol (genética, restriccion, edad de sacrificio, castracion), se encuentra la
utilizacion de nutrientes que afecten de modo especifico el reparto de grasa y entre ellas
la incorporacion en el pienso del 4cido linoleico conjugado (ALC) 6 mas conocido
internacionalmente como CLA (conjugated linoleic acid).

La utilizacion del CLA como herramienta para modular el engrasamiento de los
animales presenta grandes incognitas, debido a la heterogeneidad de dosis, rango de
pesos y edades de los animales etc. Sin embargo, es una via de gran interés debido a que
la investigacién sobre este compuesto relaciona su enriquecimiento en los productos

animales con una alimentacion saludable.
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Al CLA se le atribuyen multiples efectos que afectan tanto a la productividad como a la
calidad de la canal y de carne derivados por una parte de su potencial regulador del
metabolismo lipidico y diferenciacion celular, y de otro del interés para el consumidor

al prevenir ciertas patologias.

Esta tesis ha sido realizada con la finalidad de valorar y cuantificar los efectos del CLA
en diferentes situaciones productivas en los dos sistemas productivos caracteristicos de
Espafia, prestando atencioén especial en todos los casos a los posibles efectos en la

calidad de la carne.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. LIPIDOS. CARACTERISTICAS GENERALES

El término grasa se emplea generalmente para referirse tanto a grasas como a
aceites. Las grasas y los aceites son constituyentes tanto de las plantas como de los
animales, y su funcion principal es la de actuar como fuentes de energia, aunque
también actiian como aislantes térmicos. Ambos tienen la misma estructura general pero
con diferentes propiedades fisicas y quimicas. Los aceites son liquidos a temperatura
ambiente y mas reactivos quimicamente, mientras que las grasas tienen consistencia
solida o semisolida a temperatura ambiente. Quimicamente hablando, grasas y aceites se

clasifican como lipidos y constituyen el grupo mas numeroso dentro de éstos.

Los lipidos son un conjunto de moléculas orgénicas, compuestas principalmente por
carbono e hidrogeno y en menor medida oxigeno, que tienen como caracteristica
principal el ser hidrofébicas o insolubles en agua, pero solubles en disolventes

organicos como la bencina, el alcohol, el benceno y el cloroformo.

Los acidos grasos (AG) forman parte de la estructura de la mayoria de los lipidos. Los
AG son cadenas hidrocarbonadas de longitud variable que tienen en un extremo
terminal un grupo carboxilo (COOH): CH3(CH,)xCOOH.

El grupo carboxilo es reactivo y forma facilmente uniones de tipo éster con grupos
alcohol, de forma que la reaccion con el colesterol o el glicerol, da lugar a ésteres de
colesterol y acilgliceroles, respectivamente. Los AG mas abundantes en la naturaleza
son los de cadena lineal con un niimero par de carbonos. Los AG pueden ser saturados,
cuyos carbonos estan unidos por enlaces sencillos, monoinsaturados (AGMI) con un
unico doble enlace entre carbonos adyacentes o poliinsaturados (AGPI) con dos o mas
enlaces dobles. Dentro de los AGPI, los AG que contienen mas de cuatro enlaces dobles
en la cadena hidrocarbonada se les denomina AG altamente poliinsaturados (AGAPI)
(Akoh, 2006). Por tanto, el nombre que reciben los AG esta determinado por el nimero
de carbonos y el niimero de dobles enlaces presentes en la cadena hidrocarbonada
(Tabla 1). En el caso de los AG insaturados existen varias caracteristicas que deben ser
claramente designadas para su correcta identificacion, como la posicion y configuracion

de los dobles enlaces. Los dobles enlaces de los AG pueden adoptar una configuracion
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cis o trans segun se situe el punto inicial y final, en el mismo o distinto plano respecto
al doble enlace (Figura 1). La posicion de los dobles enlaces se identifica nombrando el
numero del carbono que participa en el doble enlace, siendo el carbono 1 el que se
encuentra en el extremo terminal carboxilo. Desde el punto de vista nutricional, se ha
extendido una nomenclatura abreviada para la identificacion de los AG que se basa en
identificar el nimero de atomos de carbono en la cadena acilada, el numero de dobles
enlaces y la posicion del primer doble enlace, donde el carbono del extremo metilo o
carbono omega () es el numero 1. Ademas de estas dos nomenclaturas, frecuentemente

los AG se identifican por sus nombres comunes (Calder y Field, 2002).

Figura 1. Configuracion cis o trans de los acidos grasos

: H H CH,
>c=< \_/
[HsC CH, HSC/ \H
Configuracion cis Configuracion trans

Existen tres grandes familias de AGPI, de acuerdo a la posicion del primer doble enlace
en la cadena acilada: los ®-3 o n-3, los ®-6 0 n-6 y los ®-9 o n-9. Los miembros mas
sencillos de cada familia (menor nimero de carbonos y dobles enlaces) son el acido a-
linolénico (18:3 n-3, ALA) y el acido linoleico (18:2n-6, LA), que reciben el nombre de
AG esenciales, ya que no pueden ser sintetizados por mamiferos y deben ser aportados a
través de la alimentacion. A diferencia de los ®-3 y o -6, los ®-9 no son AG esenciales.
El 4cido oleico (18:1 n-9, OA) es el miembro mas representativo de los ®-9 y se
encuentra presente principalmente en el aceite de oliva. Las principales fuentes de LA
son los aceites de semillas: germen de trigo, girasol, maiz, cdrtamo, soja, pepita de uva
y cacahuete, y las margarinas. Por el contrario, el ALA se encuentra en los vegetales, en
algunos aceites vegetales como el de soja, colza y linaza, y en las nueces (Yaqoob y
Calder, 2007). El LA y el ALA constituyen la parte mayoritaria de la ingesta total de
AGPI en la mayoria de dietas occidentales de humanos. Debido al incremento de la

ingesta de LA frente a ALA en la mayoria de las personas, la relacion de AGPI 0-6/w-3
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se ha incrementado y actualmente se halla entre 5 y 20 en la mayoria de poblaciones
humanas occidentales.

En la serie n-6 el LA es el mas comun. Se encuentra en plantas y tejido animal, no
puede ser sintetizado por los animales por eso es el principal AG del grupo de los acidos
grasos esenciales; es el precursor de todos los de la serie n-6 por desaturaciéon y
elongacion. El dcido araquidénico (AA) es el mas importante de esta serie porque es el
que se utiliza en la sintesis de los fosfolipidos que constituyen la membrana celular y
ademds es precursor de eicosanoides, de importante papel regulador de diversas
funciones vitales. En la serie m-3 el principal representante es el ALA, a partir de ¢l se
origina el acido Eicosapentaenoico (EPA), el acido Docosapentaenoico (DPA) y el
acido Docosahexaenoico (DHA). El EPA y/o DHA también pertenecen a esta serie -3,
el DHA es necesario para la funcion 6ptima de cerebro y retina.

En la mayor parte de las ocasiones los AGPI de los tejidos animales tienen los dobles
enlaces guardando una distancia de 3 carbonos entre los dobles enlaces, teniendo un
carbono intermedio que no participa en ningun doble enlace. No obstante, en
circunstancias excepcionales, asociado a procesos de hidrogenacion de los AG, estos
dobles enlaces se pueden situar a tan solo dos carbonos, de modo que haya cuatro
carbonos consecutivos que participen en dobles enlaces. A este tipo de enlaces se les
denomina conjugados, describiéndose su presencia natural en los animales rumiantes en

1935 (Booth et al., 1935).
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Tabla 1. Nomenclatura y fuentes de AG. Modificada de Calder y Field (2002)

Nombre IUPAC

Nombre comun

Abreviatura

Fuentes enddgenas y exdgenas

Acido Decanoico Acido Céprico C10:0 Sintesis de novo, aceite de coco

Acido Dodecanoico Acido Latrico C12:0 Sintesis de novo, aceite de coco

Acido Tetradecanoico | Acido Miristico C14:0 Sintesis de novo, leche

Acido Hexadecanoico | Acido Palmitico C16:0 Sintesis de novo, leche, huevos, grasa animal, carne, manteca de cacao, aceite de palma
(otros aceites vegetales contienen menores cantidades), aceites de pescado

Acido Octadecanoico Acido Estearico C18:0 Sintesis de novo, leche, huevos, grasa animal, carne, manteca de cacao

Acido 9- Acido Palmitoleico C16:In-7 Desaturacion del acido palmitico, aceite de pescado

Hexadecanoico

Acido 9- Acido Oleico (0A) C18:1n-9 Desaturacion del acido estearico, leche, huevos, grasa animal, carne, manteca de cacao,

Octadecanoico la mayoria de aceites vegetales

Acido 9,12- Acido Linoleico (LA) C18:2n-6 No es sintetizado en mamiferos, algunas leches, huevos, grasa animal, carne, manteca

Octadecanoico de cacao, la mayoria de aceites vegetales (especialmente de maiz, girasol, cartamo y
soja, hojas verdes)

Acido 9,12,15- Acido a-Linolénico (ALA) C18:3n-3 No es sintetizado en mamiferos, hojas verdes, algunos aceites vegetales (especialmente

Octadecatrienoico colza, soja y semillas de lino)

Acido 6,9,12- Acido y-Linolénico (GLA) C18:3n-6 Sintetizado a partir del acido oleico, aceite de onagra

Octadecatrienoico

Acido 11,14,17- Acido Aguamiel C20:3n-9 Sintetizado a partir del acido oleico

Elcosatrienoico

Acido 8,11,14- Acido  Dihomo-y-linolénico C20:3n-6 Sintetizado a partir del acido y-linolénico

Eicosatrienoico (DGLA)

Acido 5.,8,11,14- Acido Araquidénico (AA) C20:4n-6 Sintetizado del acido linoleico a través de los acidos y-linolénico y dihomo-y-

Eicosatetraenoico linolénico, carne

Acido 5,8,11,14,17- Acido Eicosapentaenoico

Eicosapentaenoico (EPA) C20:5n-3 Sintetizado del acido a-linolénico, aceite de pescado

Acido 7,10,13,16,19- | Acido

Docosapentaenoico Docosapentaenoico(DPA) C22:5n-3 Sintetizado del acido a-linolénico via acido eicosapentaenoico

Acido 4,7,10,13,16,19- | Acido

Docosahexanoico Docosahexaenoico(DHA) C22:6n-3 Sintetizado del 4cido a-linolénico via 4cido eicosapentaenoico, aceite de pescado
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2.2. ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA)

2.2.1. ESTRUCTURA Y ORIGEN DEL CLA

El 4cido linoleico conjugado (CLA) es un término genérico que se refiere a una mezcla
compleja de isomeros geométricos y posicionales del acido linoleico (C18:2n-6). El
CLA esta constituido por 18 atomos de carbono y dos dobles enlaces y posee la misma
estructura quimica que el acido linoleico (Figura 2). Los dobles enlaces en el CLA, son
conjugados, lo que posibilita que puedan adoptar la posicion cis o trans. La mayoria de
AG insaturados tienen los dobles enlaces en configuracion cis. Sin embargo, los dobles
enlaces framns estan presentes en productos intermedios de la biosintesis de grasas en
rumiantes, aceites vegetales y en algunos aceites de semillas. Los dobles enlaces de los
isomeros del CLA pueden estar en posicion 7-9, 8-10, 9-11, 10-12 y 11-13, con todas

las combinaciones posibles de enlaces tipo cis y trans.

Figura 2. Estructura de enlaces del CLA (Stryer, 1988)

Doble
enlace

11t

Los primeros estudios cientificos acerca del CLA fueron realizados en la década de los
70 después de descubrir una sustancia con efecto antimutagenico en la carne de ganado
vacuno (Pariza et al., 1979). Se demostré que un derivado parcial purificado de este
extracto tenia la capacidad de prevenir los tumores inducidos en ratén con 7-12 dimetil-
benzoantraceno (Figura 3) (Pariza et al., 1979). Estudios posteriores confirmaron la
actividad anticarcinogénica del CLA en modelos in vivo e in vitro (Pariza y Hargraves.,

1985; Ha et al., 1990; Ip et al., 1991).
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Figura 3. Efecto del CLA en el desarrollo de tumores mamarios en ratas tras la
administracion de dimetilbenzantraceno (Ip et al., 1991)
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Estudios posteriores han demostrado la presencia de CLA en otros alimentos como
leche, productos lacteos, leche humana y tejido adiposo humano (Joo et al., 2002; Chin
et al., 1992) hasta encontrar un total de 17 isomeros naturales del CLA (Dhiman et al.,
2005).

La complejidad estructural del CLA hace que resulte dificil identificar los isémeros
concretos con actividad bioldgica. Es posible que sean varios los compuestos
responsables, aunque hasta el momento, las investigaciones sefalan que son dos
isomeros los que tienen actividad biologica: el ¢9,/11-CLA y el t10,c12-CLA que
constituyen alrededor del 80 % del total de isdmeros del CLA presentes de forma
natural en la carne de rumiantes (Pariza ef al., 2001).

No obstante, es preciso indicar que la informacion respecto a la actividad de estos
compuestos es, confusa e incluso contradictoria, debido probablemente a la
insuficiencia de estudios para obtener un conocimiento mayor sobre este compuesto,
teniendo en cuenta la gran complejidad que existe debido a la variedad de isomeros de
CLA potencialmente activos, las distintas funciones que pueden regular o afectar, las
posibles interacciones entre ellos, la necesidad de establecer una dosis y tiempo de
administracion adecuado para cada objetivo y las diferencias en la respuesta debidas al
animal (especie, raza, sexo, etc). Asi, a lo largo de distintas investigaciones se ha
puesto de manifiesto que algunos de los efectos pueden ser producidos por uno solo de
los isdmeros, mientras que en otros casos parece importante la presencia simultdnea de

al menos dos. Por ejemplo, en roedores se ha demostrado que la administracion de
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t10,c¢12-CLA, produce reduccion del engrasamiento, mientras que el isomero ¢9,t11-
CLA mejora el crecimiento y la conversion de alimentos (Pariza ef al., 2001). En otras
ocasiones se ha demostrado un efecto sinérgico entre ambos isomeros (Pariza, 2004).
Las principales fuentes naturales de CLA son los tejidos corporales, principalmente el
tejido adiposo de los animales rumiantes. Puesto que el CLA se encuentra en baja
proporcion en la alimentacion de los animales rumiantes —grano y forraje- es evidente
que estos animales poseen la capacidad de transformar el 4cido linoleico en los
isomeros de CLA. En el poderoso ambiente reductor del rumen se lleva a cabo la
isomerizacion bacteriana o/y la biohidrogenacion del acido linoleico (Griinari y
Bauman, 1999) (Figura 4). El primer paso de este proceso es una isomerizacion que
forma el 4cido conjugado cis-9, trans-11-18:2 (acido ruménico) el cual es
posteriormente hidrogenado en sus dobles enlaces cis originando el acido trans-11
octadecenoico 18:1-t11 (acido vaccénico) (VA), y éste AGMI trans que predomina en la
fraccion grasa de los productos de origen rumiante es el pentltimo producto antes de
formar el acido estearico (Figura 4). Si bien distintas bacterias ruminales participan en
el proceso de biohidrogenacion, el mecanismo de biohidrogenacion fue estudiado con
mas detalle en cultivos de Butyrivibrio fibrisolvens. Griinari y Bauman. (1999)
utilizando cultivos puros de Butyrivibrio fibrisolvens demostraron que en la
biohidrogenacion del acido linoleico, el primer paso era la isomerizacion del acido
linoleico con la formacion del 4cido linoleico conjugado (CLA), en la forma cis-9,
trans-11 (o trans-9, cis-11, o ambos), este intermediario es posteriormente hidrogenado
originando el acido estedrico por otras bacterias ruminales (Harfoot y Hazelwook, 1988;
Kepler et al., 1966). Si bien el CLA lo constituyen distintos isdémeros, el predominante
es el cis-9, trans-11, el cual constituye la mayor parte de los isomeros de CLA totales y
estd presente en lipidos de la carne y leche de rumiantes (Parodi, 1977).

La isomerizacion y la biohidrogenacion estan directamente afectados por el pH ruminal
(Bessa et al., 2000), ya que si varia el pH ruminal pueden producirse cambios en la
poblacion bacteriana, la cual influye en los productos finales de la fermentacion.
Aunque existe una estrecha relacion entre la funcidon del rumen y el contenido de CLA
en la leche y en los lipidos de los tejidos, se ha visto que solo una pequefia cantidad se
absorbe en el rumen e intestino delgado. Se descubrié que de forma endogena la delta 9
desaturasa es capaz de desaturar el acido trans-vacenico y formar cis-9 trans11-C18:2.
(Bauman et al., 1999; Corl et al., 2001; Griinari et al., 2000) y ésta desaturacion es la
principal fuente de CLA en los lipidos de la leche y de la carne (Knight et al., 2003).

13



Revisidon bibliografica

En la especie humana la principal fuente de CLA se debe a su ingestion a través de la

carne, la leche y sus derivados (Adlof et al., 2000; Salminen et al., 1998).

Figura 4. Vias de hidrogenacion del acido linoleico en el rumen y en los tejidos
(Griinari y Bauman, 1999).

RUMEN TEJIDOS

18:2 cis-9, cis-12
NG C18:2 cis-9, cis-12
Acido Linoleico ,
l Acido Linoleico

Isomerizacion I

C18:2 cis-9.trans-11
C18:2 cis-9,trans-11 ]
ro, L. Acido Ruménico
Acido Ruménico

Delta-9 desaturasa
Hidrogenacion
C18:1 trans-11 1
Acido vaccénico Cl18:1 trans-11
Acido trans-vacénico
Hidrogenacion
C18:0 C18:0

Acido estearico

Acido estearico

2.2.2. FUENTES DE CLA

Como se ha mencionado anteriormente, la principal fuente de CLA son los productos
obtenidos de animales rumiantes. Sin embargo, el contenido de CLA esta condicionado
por las caracteristicas fisioldgicas y genéticas propias de cada animal, por el tipo de
alimentacion que reciben y por los factores tecnologicos asociados a los procesos de
elaboracién y conservacion de los alimentos.

En la Tabla 2 se muestran de forma resumida los alimentos con un contenido
significativo de CLA. Concretamente, los productos procedentes de leche de oveja y/o
cabra poseen mayor contenido de CLA que aquellos procedentes de leche de vaca. Entre

los animales no rumiantes el pavo es la fuente mas importante de CLA. También se han
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visto cantidades de CLA en tejidos de animales menos comunes para el consumo
humano, como la carne de vison, btfalo y cebu. La concentraciéon de CLA mas alta se
ha encontrado en el tejido adiposo de los canguros (38mg/g de grasa) (Schmid et al.,
2006).

Los animales acuaticos, cerdos y aceites vegetales aportan pequenas cantidades de CLA

en comparacion con los productos de los animales rumiantes.

Tabla 2. Contenido de CLA en los alimentos (modificada a partir de Chin et al.,
1992)

Alimento Total CLA Alimento Total CLA
(mg/g grasa) (mg/g grasa)
CARNES ACEITES
VEGETALES
Ternera 2.9 Girasol 0.4
Oveja 5.6 Maiz 0.2
Cerdo 0.6 Oliva 0.2
PRODUCTOS
Pollo 0.9 LACTEOS
Pavo 2.5 Leche homogenizada 5.5
Conejo 1.1 Mantequilla 4.7
:gélrﬁlé%ss Yogur natural 4.8
Salmon 0.3 Helado 3.6
Trucha 0.5 Queso Burgos 6.7
Gambas 0.6 Queso Mozzarella 4.9

Los alimentos procesados utilizados en aperitivos, pasteles y chocolates son otra fuente
de CLA debido a que derivan de productos lacteos de rumiantes (Fristsche et al., 1999).

Ademas, hace unos anos se describidé un posible mecanismo de formacion de CLA en
alimentos bajo determinadas condiciones de procesado y almacenamiento. Ha, Grimm
y Pariza (1989) propusieron que los radicales libres de oxidacion del acido linoleico y
linolénico durante el procesado pueden permitir la formacion de CLA a través de la
protonacion de estos radicales. Ha et al. (1989) observaron un incremento en el
contenido de CLA en quesos almacenados que se puede atribuir al mecanismo descrito
anteriormente.

Por ultimo, distintos isomeros del CLA pueden ser quimicamente sintetizados a partir
del 4cido linoleico o de fuentes ricas en éste acido graso, como el aceite de girasol, de
soja o de maiz por isomerizacién en agua alcalina e isomerizacion en propilen glicol

(Christie et al., 1997; Sehat et al., 1998). Los principales isémeros que se obtienen de
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ésta sintesis quimica son el ¢9,111-CLA y ¢10,c12-CLA, y no se han visto diferencias
entre las formas naturales y sintéticas de CLA. Precisamente estos dos isdOmeros
sintéticos son los mas utilizados en los experimentos de alimentacién porcina que

incluyen el CLA (Dugan et al., 2004).

2.2.3. MECANISMO DE ACCION DEL CLA

La produccién de animales de carne consiste en la transformacion de alimentos de
distinto origen (animal, vegetal, mineral) en tejidos animales. A partir de los
compuestos adquiridos en el alimento y de los sintetizados por el propio animal. El
organismo ejerce una funcion de distribucion de los mismos en los distintos tejidos,
células o compartimentos, por lo que la regulacion metabolica juega un papel esencial
en la composicion y propiedades de la carne (Lopez-Bote, 2001). Todas las células del
organismo animal son capaces de llevar a cabo las rutas principales del metabolismo, si
bien los distintos tejidos y 6rganos estan especializados en determinadas funciones.

Los lipidos de la dieta son digeridos, absorbidos y posteriormente utilizados o
almacenados en el organismo. Desde el punto de vista de la nutricion animal, la porcion
cuantitativamente mas importante de los lipidos estd constituida por los triacilgliceroles

(triglicéridos) y en ellos se almacena la energia proveniente de la grasa.

2.2.3.1. Mecanismos de regulacion de la grasa corporal por el CLA

La grasa presente en los tejidos animales puede tener un doble origen. Mientras una
parte ingresa en el animal con el alimento (origen exdgeno), otra fraccion se sintetiza
por el propio animal (origen endogeno). La cantidad de grasa acumulada en los
animales depende del balance entre la cantidad de grasa que ingresa en el organismo
con el alimento, la que sintetiza el animal y la que destina al catabolismo lipidico o a
fines metabdlicos.

Algunos trabajos experimentales llevados a cabo con cultivos de adipocitos de cerdo,
han comprobado que la sintesis endogena es bastante constante y que,
aproximadamente, el 45 por 100 de los AG sintetizados son saturados y el 55 por 100
monoinsaturados (Brooks, 1971). Sin embargo la incorporacion directa de AG se lleva a
cabo por una serie de complejos mecanismos de digestion, absorcidon y transporte. Los
AG acumulados por este mecanismo dependen de la composicion de la racion (Sanz et

al., 2000; De Smet et al., 2004).
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El CLA puede afectar a la acumulacion y movilizacion grasa, sintesis, desaturacion y
elongacion de AG. Uno de los aspectos mas importantes del CLA, es su capacidad para
reducir el engrasamiento en los animales (Park., et al 1995). Park et al. (1999)
descubrieron que este hecho es debido al isémero #10,c12-CLA. Se han descrito varios
mecanismos por los cuales el CLA puede producir esta reduccion del engrasamiento
corporal.

La localizacion del tejido adiposo en el cerdo se divide en tres categorias dependiendo
de su posicion anatdmica y su contribucion relativa al engrasamiento de la canal (Hood
y Allen, 1973; Henry, 1977). La grasa subcutanea constituye el 65% de toda la grasa del
animal. La grasa intermuscular asociada con el tejido conectivo que separa los planos
musculares medio y profundo, representa el 30%. Finalmente, la grasa interna,
representada principalmente por la grasa intestinal y perirrenal representa

aproximadamente el 5% de la grasa total (Mourot y Hermier, 2001).

A continuacion se describen los mecanismos de regulacion de la grasa corporal por el
CLA:

2.2.3.1.1. Incremento del gasto energético

El gasto energético es la relacion entre el consumo de energia y la energia necesaria por
el organismo. Para que el organismo pueda mantener su equilibrio la energia consumida
debe de ser igual a la utilizada, o sea que las necesidades energéticas diarias han de ser
igual al gasto energético total diario. La acumulacion de grasa en los tejidos animales
depende del exceso de calorias consumidas respecto a las necesidades, es decir, la
importancia de los procesos de sintesis propios del animal y la incorporacién directa.

El incremento del gasto energético, es un mecanismo potente, capaz de ocurrir a
cualquier nivel en todo el animal. Para ser eficaz, esto tendria que ocurrir sin consumo
de alimento. En ratones con dietas altas y bajas en grasa, el CLA provoc6 aumento en el
gasto de energia por incremento en el consumo de oxigeno y por incremento de la
expresion de las (uncopling proteins) proteinas desacopladoras (UCP) ya que ambos son
indicadores del gasto energético (Choi et al., 2004; Nagao et al., 2003; West et al.,
2000). Sin embargo otros trabajos no detectaron efectos sobre el gasto de energia en
ratones (Tsuboyama-Kasaoka et al.., 2000), y cerdos (Muller et al.., 2000; Muller et
al.., 1999). Aunque no estda muy claro la UCP-2 (uncopling-protein 2) puede actuar
como intermediario en el gasto energético incrementando la produccion de calor, pero

los estudios desarrollados en tejido adiposo de ratén no han encontrado efectos claros.
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El gasto energético podria ser un mecanismo para reducir la grasa en animales
alimentados con CLA, pero no parece ser un mecanismo universal y sus resultados son

controvertidos.

2.2.3.1.2. Modulacién del metabolismo de los adipocitos

Los adipocitos, células constituyentes del tejido adiposo, proceden de las células
parenquimatosas pluripotenciales. A partir de éstas se generan las células
parenquimatosas, que ya derivan en adipoblastos, que son células indiferenciadas sin
enzimas lipogénicas ni vacuolas grasas. A lo largo de las sucesivas divisiones de los
adipoblastos, algunos de ellos sufren una diferenciacion final y adquieren las enzimas
asociadas con la sintesis y movilizacion de lipidos a la vez que pierden su capacidad
para la sintesis de proteinas estructurales. De este modo pasan a ser células con un
mayor grado de diferenciacion, denomindndose preadipocitos (Ailhaud, 1982; Ailhaud
et al., 1992). Los preadipocitos se caracterizan por poseer al menos tres grupos de
proteinas especificas: proteinas que permiten la sintesis y almacenamiento de lipidos
tales como la acido graso sintetasa o la lipoproteina lipasa (LPL), proteinas que
permiten la hidrolisis y liberacion de lipidos almacenados, y proteinas necesarias para la
recepcion de sefiales hormonales (insulina, catecolaminas, etc). Posteriormente se
producirda una diferenciacion terminal en la que los preadipocitos se convierten en
adipocitos maduros, los cudles ya presentan mayor capacidad para la acumulacion de
lipidos en su interior con una Unica vacuola y se encuentran agrupados cerca de los
capilares

La capacidad del CLA para reducir el engrasamiento a través de la reduccion del
tamafio y/o numero de adipocitos puede estar relacionada con los siguientes

mecanismos de accion:

2.2.3.1.2.1. Modulacion de la proliferacion de preadipocitos
Un mecanismo para incrementar la acumulacion de grasa es aumentar el numero de
adipocitos. Los preadipocitos cuando proliferan tienen la capacidad de llenarse de
lipidos e incrementar el deposito graso. Se ha visto en experimentos realizados con
células 3T3-L1 de ratones clonados, una reduccion del 10-50 % en la proliferacion
celular dependiendo de la dosis de CLA utilizada (de 25 a 100 M de CLA) (Brodie et
al., 1999; Evans et al., 2000; Satory y Smith, 1999). Idéntico comportamiento se ha

observado en experimentos con cultivos celulares de preadipocitos en humana, a dosis
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de 50 M de CLA (McNeel y Mersmann, 2001). Asimismo en algunos experimentos
realizados en animales superiores (cerdos) que recibian CLA en el alimento se ha
podido observar una reduccion en la sintesis de ADN y por tanto, menor potencial
genético de las células (Adams et al., 2001). Sin embargo en otros experimentos in vivo
realizados en ratones, humanos y cerdos no se han obtenido resultados, lo cual, hace
pensar que la reduccion de la grasa acumulada por este mecanismo puede verse

mediatizada por otras variables.

2.2.3.1.2.2. Modulacion de la diferenciacion de preadipocitos
Cuando los preadipocitos presentan un entorno apropiado de factores de diferenciacion,
tales como factores de crecimiento y hormonas, comienzan a diferenciarse. Este proceso
de diferenciacion es complejo, ya que los preadipocitos deben interrumpir su
crecimiento y salir del ciclo celular, previamente a su conversion terminal en adipocitos
(Ailhaud, 1996). Ademas, este proceso de diferenciacion supone cambios cronoldgicos
en la expresion de numerosos genes. Inicialmente los factores de transcripcion, CCAAT
llamados proteinas de unidn al activador, conocidos en inglés como Enhancer Binding
Proteins (C/EBPs) aumentan. Estos factores estimulan el incremento de otro de los
factores de transcripcion que son los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas, conocidos en inglés como Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPAR), el cual a su vez genera un incremento del C/EBP. Estas dos familias de
factores de transcripcion, la C/EBPs y los PPARs son las principales reguladoras de la
transcripcion de genes adipogénicos (MacDougald et al., 1995).
La familia C/EBP est4 constituida por varias isoformas (Cao et al., 1991): C/EBPa,
C/EBPpB y C/EBPS. C/EBPa parece ser un factor nuclear indispensable y critico en el
proceso de diferenciacion de los adipocitos (Lin y Lane, 1994). Varios estudios han
puesto de manifiesto que este factor de transcripcion es suficiente para poner en marcha
el proceso de diferenciacion e incluso en ausencia de agentes inductores de la
diferenciacion (Freytag ef al., 1994).
Diversos ensayos indican que en relacién con el CLA, es mucho mas importante el
PPAR como factor de diferenciacion adipocitaria que el C/EBPs (Wu et al., 1995) ya
que el CLA es un ligando activador de muy alta afinidad (Belury, 1999).
Los PPARs son un grupo de factores de transcripcion pertenecientes a la familia de
receptores de ubicacion nuclear, que estan activados por AG y sus metabolitos

(eicosanoides), y controlan una gran variedad de genes implicados en etapas clave del
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metabolismo lipidico (como la LPL, carnitin palmitoil transferasa (CPT), proteina de
uniéon de 4cidos grasos (FABP) y estearoil CoA desaturasa (SCD)) y de la
diferenciacion celular (Grimaldi, 2001). Se han identificado varios subtipos de PPAR en
diferentes especies de vertebrados. En base al andlisis del dominio de uniéon a DNA,
altamente conservados, los PPARs han sido clasificados en la subfamilia de receptores
nucleares que incluyen al receptor de acido retinoico (RAR), de la hormona tiroidea, y
de los receptores huérfanos (sin ligando conocido). La familia de los PPARs esta
compuesta de tres subtipos, PPARa, PPARB y PPARY. El PPAR no actta solo, sino que
forma un heterodimero con otro factor de transcripcion, el receptor de retinoides X
(RXR) (Belury et al., 1997; Kliewer et al., 1997). Los tres PPARs muestran patrones de
expresion muy diferentes: PPARa se expresa abundantemente en el higado, el rifidn, el
corazon y los musculos; PPARy es més expresado en células de grasa, intestino grueso,
y las células de los monocitos, y PPARP se expresa en casi todos los tejidos (Tontonoz
etal., 1994).

El PPARa modula la accion pleiotrépica de los proliferadores peroxisomales, regulando
genes de la homeostasis lipidica, tales como los del metabolismo de AG en
mitocondrias, peroxisomas, y citocromo P450, la sintesis de apolipoproteinas, el
transporte intracelular de lipidos y la supresion de la apoptosis (Belury et al., 1997). El
PPARa participa en el catabolismo de acidos grasos asi como en el transporte
extracelular de lipidos y puede ser regulado, entre otros compuestos, por acidos grasos
poliinsaturados (Lemberger et al., 1996). Se sabe que el CLA es un potente ligando y
activador del PPARa (Moya-Camarena et al., 1999) y se ha propuesto que su efecto
hipolipemiante esta mediado por éste receptor, al igual que los farmacos
hipolipemiantes del grupo de los fibratos (Houseknecht et al., 1998).

Por otro lado se ha demostrado que el PPARY tiene funcién clave en la diferenciacion
de adipocitos (Lemberger et al. 1996; Walczak y Tontonoz, 2002) y regula la expresion
de la LPL (Park et al., 1997). Houseknecht et al. (1998) y Belury et al. (2002)
observaron que el CLA es también un activador y ligando de afinidad intermedia para
PPARY. Se conoce poco atn de la funcién de PPARP.

Hasta el momento se han planteado dos teorias a través de las cuales puede actuar el
CLA: una basada en el efecto antagdnico con algunos eicosanoides a nivel del reticulo
endoplasmico (PPARy-independiente) y otra a través de la activacion del PPARY a nivel
nuclear (PPARy-dependiente) (Banni ef al., 2001).
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La mas importante es la que se basa en que el CLA es un activador de PPARY, de gran
importancia porque es el inico miembro da la familia PPAR que se encuentra expresado
en niveles altos en tejido adiposo (Tontonoz y Spiegelman, 1994).

En resumen, si se consigue controlar el nimero de preadipocitos que se diferencian en
adipocitos maduros, se puede conseguir disminuir su capacidad para llenarse de lipidos
y por tanto reducir los depdsitos grasos en los animales. Varios trabajos han puesto de
manifiesto una relacion cuantitativa entre la dosis de CLA y la diferenciacion de
preadipocitos en cultivos celulares (3T3-L1) en roedores (Brodie et al., 1999; Evans et
al., 2000). Otros trabajos realizados en cultivos celulares de humana tratados con CLA
también observaron una disminucion de la diferenciacion de preadipocitos (Brown et
al., 2001). La concentracion de mRNA de los factores de transcripcion PPAR y C/EBP
disminuyeron en cultivos celulares (3T3-L1) en presencia de CLA (Brodie ef al., 1999),
sin embargo otras investigadores no encontraron efecto del CLA en la concentracion de
mRNA de PPARY (Evans et al., 2001). También, se ha propuesto que el CLA puede
ejercer efectos antidiabéticos, mediante la unién al receptor nuclear PPARy. Este regula
la sensibilidad a la insulina activando la transcripcion de los genes involucrados en la
sefalizacion de la insulina, el consumo de glucosa y AG, al igual que el
almacenamiento de AG (Brown et al., 2003; Zhou et al., 2008). Por otra parte, el CLA
esta implicado en diversos procesos inmunologicos, ya que se ha descrito que cerdos
alimentados con una dieta rica en CLA muestran un incremento en la produccion de
PPARYy, y un menor dafio inflamatorio en la mucosa por la disminucion de citocinas
pro-inflamatorias en la enfermedad inflamatoria intestinal de cerdos blancos.

Tal y como se ha sefialado, existe muy poca informacion sobre la modulacion de la
diferenciacion de preadipocitos por el CLA in vivo en ganado porcino, pero los
resultados disponibles muestran que no es un mecanismo consistente en estos animales

(Suryawan y Hu, 1993).

2.2.3.1.2.3. Inhibicion la actividad de la estearoil-CoA desaturasa
Esta enzima cataliza la conversion de AG de cadena larga a AGMI (Lee et al., 1998).
Los principales sustratos de la enzima son, el C16:0 y el C18:0 que son convertidos a
C16:1 n-7 y el C18:1 n-9 respectivamente. La concentracion de mRNA de la SCD se
redujo en ratones alimentados con CLA (Lee et al., 1998). Numerosos estudios han

mostrado la modificacion de la composicion de AG en varios tejidos animales
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alimentados con CLA o en células tratadas con CLA, se produce un incremento en la
concentracion de C16:0 y/o C18:0 con disminucién en la concentracion de C16:1 y/o
C18:1 o de las proporciones C16:1/C16:0 y/o C18:1/C18:0. Estas modificaciones en la
composicion de AG sugiere una inhibicion de la actividad de la SCD en las células 3T3-
L1 de raton (Lee et al., 1998), cerdo (O'Quinn et al., 2000b) y leche de cerda (Bee,
2000a).

2.2.3.1.2.4. Incremento de la apoptosis de preadipocitos y adipocitos
Un aumento de los procesos de apoptosis de los preadipocitos y de los adipocitos podria
contribuir, o incluso ser la principal causa, en la disminucion de la acumulacion de grasa
en los animales tratados con CLA. Miner et al. (2001) observaron en ratones tratados
con CLA durante 7-9 dias un incremento en la fragmentacion del DNA de los
adipocitos, lo cual es indicativo de apoptosis. Por otra parte, Evans et a/. (2000) también
observaron aumento de apoptosis en preadipocitos clonados de 3T3-L1 al aportar CLA.
Por tanto, éste podria ser un mecanismo de importancia para explicar la disminucion de
la acumulacién grasa observado en algunos animales superiores. No obstante, es preciso
tener en consideracion que el CLA es toxico para las células y determinadas
concentraciones de CLA pueden producir incrementar la apoptosis por esta via, lo que
no significa necesariamente que este efecto del CLA en la apoptosis celular sea de
importancia in vivo. De hecho, los efectos toxicos a nivel celular del CLA,
particularmente a altas concentraciones, no se han observado en experimentos in vivo,

solo en trabajos con cultivos celulares.

2.2.3.1.3. Regulacion de la sintesis v catabolismo de los &cidos

grasos

La regulaciéon de la lipogénesis y la lipolisis, como dos importantes rutas del
metabolismo energético, es dependiente del estatus energético o nutritivo del animal.
Cada proceso estd controlado individualmente e integrado con unos mecanismos
celulares concretos. Aunque el producto inicial de uno sea el producto final de otro, el

equipamiento enzimatico es también diferente.

2.2.3.1.3.1. Sintesis de acidos grasos
La lipogénesis en mamiferos se realiza de forma activa tanto en el tejido adiposo como
en el hepatico. Los procesos de sintesis comienzan como resultado de la abundancia

energética de la célula. Cuando se detectan altos niveles intramitocondriales de citrato
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como resultado del catabolismo de hidratos de carbono y aminoacidos cetogénicos, se
produce un fenomenos de expulsion del citrato al citosol, donde se escinde en acetil-
CoA y oxalacetato (Stryer, 1988). El acetil-CoA producido puede ser carboxilado a
malonil-CoA mediante la accion de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACoAC).
Posteriormente la cadena se elonga por enlaces sucesivos de acetil-CoA al malonil-
CoA. Este paso estd catalizado por el complejo multienzimatico denominado acido
graso-sintetasa (AGS). La adicion sucesiva de unidades de 2 dtomos de carbono a un
cebador de acetilo da lugar a la formacion de cadenas de AG con un niimero par de
atomos de carbono. El producto final mayoritario de la sintesis de AG en el higado y en
el tejido adiposo es el C16:0 (Enser, 1984). Un aspecto esencial en el funcionamiento
del complejo AGS es la necesidad permanente de un aporte constante de poder reductor
en forma de NADPH, que es suministrado principalmente por la actividad de la enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) integrada en la ruta de las pentosas fosfato
que se ve favorecida por la degradacion de la glucosa sobrante que entra en la célula. La
enzima malica (ME), la isocitrato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato deshidrogenasa
también aportan NADPH al proceso pero en menor cuantia (Stryer, 1988). Los AG de la
dieta junto con los recién sintetizados se incorporan en la estructura de las membranas
en forma de fosfolipidos, o son esterificados en triglicéridos para ser almacenados en el
higado o transportados en forma de VLDL.

En mamiferos, la hormona mdas importante asociada con el control de lipogénesis es la
insulina. Los niveles de insulina aumentan después de las comidas, estimulando la
sintesis del glucogeno, la oxidacion de glucosa y la sintesis de AG.

La via principal para la sintesis de novo de AG ocurre en el citosol y se produce sobre
todo en el tejido adiposo. Los cofactores que se usan son el NADPH, ATP, Mn*',
biotina y HCOs- (como fuente de CO,). El Acetyl-CoA es el substrato y el palmitato es
el producto final.

La produccion de Malonil-CoA es el paso controlador para la iniciacion de la sintesis de
AG y se produce por la carboxilacion del acetil-CoA en presencia de ATP y acetil CoA
carboxilasa (ACoAC) la reaccion catalizada por la ACoAC se encuentra en una posicion
clave del metabolismo lipidico, entre la ruta de sintesis y de degradaciéon de los AG.
Como citamos anteriormente la ACoAC, convierte el acetil CoA en malonil CoA que es
el metabolito donante de los dos atomos de carbono necesarios tanto para la sintesis de
AG como para los procesos de elongacion de los AG. La ACoAC esta sometida a dos

tipos de regulacion, una alostérica realizada por distintos moduladores que actian de
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forma muy puntual activando la enzima, como el citrato, o inhibiéndola como los acil-
CoA de cadena larga o el AMD, y una regulacién por modificacion covalente, existen
dos formas de la enzima, una activa y otra sin activar, el paso de una a otras esta
regulado hormonalmente, la insulina la activa, y el glucagén y la adrenalina la inactivan
(Zammit 1996; Garrido et al. 2003).

El aumento de tamafo del tejido adiposo, en muchas especies, es por la hipertrofia de
las células como resultado del aumento del triacilglicerol en los adipocitos. La
inhibicion de sintesis de lipidos disminuiria la acumulacidon grasa. Este efecto de
disminucién de grasa se ha observado en la leche en vacas (Baumgard et al., 2000;
Baumgard et al., 2001; Chouinard et al., 1999; Loor y Herbein, 1998). Ademas, las
concentraciones de transcripcion para la acido graso sintasa y acetilCoA carboxilasa
fueron mas bajas en el tejido adiposo de ratones alimentados con CLA (Tsuboyama-
Kasaoka et al., 2000) y el mRNA de la acido graso sintasa fue menor en el tejido
adiposo de cerdos.

La enzima lipoproteina lipasa (LPL) se sintetiza en el adipocito y migra a la superficie
de la célula endotelial, y ahi actua para unir los AG a las lipoproteinas circulantes. A
partir de ese momento, los AG pueden entrar en el adipocito para ser oxidados o servir
como componentes bdsicos para la sintesis de lipidos complejos, incluyendo los
triglicéridos. Un descenso en la actividad de la LPL en los adipocitos, reduciria el
numero de AG disponibles para la sintesis de triacilglicerol y por tanto la acumulacién
grasa. Algunos experimentos in vitro han puesto de manifiesto que la actividad de la
LPL en células 3T3-L1 se redujo en células tratadas con ¢10,c12-CLA, pero no por la
adicion de ¢9,t111-CLA (Lin et al., 2001; Park et al., 1997). La concentracién de
triacilglicerol en plasma aumentd en cerdos alimentados con CLA, sugiriendo una
menor absorcion de lipidos. Estos datos permiten suponer que la capacidad de modular

la acumulacion grasa es una caracteristica del isdémero ¢10,c12-CLA.

2.2.3.1.3.2. Catabolismo de acidos grasos (f-oxidacion)
La B-oxidacion de AG la principal ruta en el metabolismo animal para obtener energia
en forma de ATP. Los AG se oxidan en el interior de la mitocondria (B-oxidacion
mitocondrial) o en los peroxisomas (f-oxidacién peroxisomal).
En mamiferos la B-oxidacion mitocondrial, oxida AG de cadena corta, media y larga,

mientras que en los peroxisomas solo se oxidan algunos AG de cadena larga pero
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principalmente los de cadena muy larga (Stryer, 1988). La diferencia entre los sistemas
enzimaticos de estos dos procesos se encuentra en la activacion del AG a éster-CoA. La
mitocondria utiliza una acil-CoA deshidrogenasa para convertir el acil-CoA a enoil-
CoA y ésta enzima transfiere los electrones al Flavin Adenina Dinucleotido (FAD), y ya
pasa a la cadena transportadora de electrones. En los peroxisomas, la enzima acil-CoA
oxidasa, se utiliza para introducir un doble enlace al acil-CoA y transferir los electrones
al oxigeno, produciendo perdxido de hidrégeno, un producto que da lugar a agua y
oxigeno por accion de la enzima catalasa. Los siguientes pasos son iguales para ambos
procesos, pero las enzimas para cada uno de ellos son codificadas por distintos genes.
La oxidacion de los AG comienza con una activacion (union al CoA) en la membrana
mitocondrial externa catalizada por la enzima acil-CoA sintetasa (ACS) (también
llamada &cido graso tioquinasa) en una reaccion que requiere la energia del ATP y
donde los AG libres se convierten en tioésteres de coenzima A (acil-CoA) (Garrido et
al. 2003). Las moléculas de acil-CoA de cadena larga no pueden cruzar por si mismas la
membrana mitocondrial interna, por lo que necesitan un mecanismo especial de
transporte, que estd mediado por la carnitina. El Acil CoA se convierte a acil carnitina
que penetra en el interior de la membrana mitocondrial permitiendo su restauracion a
Acil-CoA en la matriz mitocondrial. La carnitina palmitoil transferasa -1 (CPT-1) regula
la entrada de grupos acilo a la matriz mitocondrial, el cual es un paso crucial, previo a la
oxidacion (Freyland et al., 1998).

Por tanto la enzima CPT-1 es la enzima limitante de la entrada de AG de cadena larga al
interior mitocondrial para su posterior oxidacion. Después de la activacion de los AG, el
resto del proceso se produce en el interior de la mitocondria. La B-oxidacion es una
serie ciclica de reacciones donde los productos finales son, NADH y FADH2, que se
oxidaran posteriormente en la cadena respiratoria. El acetil-CoA se oxidara a través del
ciclo del acido citrico, para la produccion de energia en forma de ATP.

En la B-oxidacion peroxisomal, la enzima clave es la acil-CoA oxidasa. Cuando los AG
son oxidados en los peroxisomas, se produce una pérdida de energia en forma de calor,

en lugar de aumentar el nimero de ATP producidos en la mitocondria.
2.2.3.1.3.2.1. Incremento de la f-oxidacion

La capacidad de los animales para catabolizar grasas depende, entre otros factores, de la

capacidad mitocondrial para oxidar AG, que a su vez es funcion de la capacidad real del
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sistema de transporte de carnitina para transferir los AG activados de fuera a dentro de
la mitocondria (Brouns y Vusse, 1998).

La actividad de este sistema esta regulada por el malonil-CoA (Saggerson et al., 1992)
que es el producto de la primera reaccion en la sintesis de AG y actiia como potente
inhibidor de la CPT-1. De todo ello se deduce que si el organismo utiliza glucosa para la
sintesis de AG, la concentracion de malonil-CoA se vera incrementada y por tanto se
produce un inhibicién de la actividad CPT-1. Por el contrario los niveles de malonil-
CoA seran bajos si los niveles de glucosa también lo son o si el nivel de glucagén es
relativamente alto comparado con el de la insulina.

Por otra parte, un incremento en [-oxidacion de los AG produce una reduccion en la
disponibilidad de AG para la sintesis de triglicéridos, y por tanto una disminucion de la
acumulacion de grasa. La B-oxidacion provoca un descenso en el cociente respiratorio
(RQ). West et al. (1998) observaron una disminucidon de este cociente en ratones
alimentados con una dieta baja en grasa que contenia CLA al compararse con un grupo
testigo, lo que indica una activacion de los mecanismos de lipolisis.

Asimismo, Pariza et al. (2001) y Wahle ef al. (2004) observaron que el CLA incrementa
la B-oxidacion de AG en el musculo esquelético, lo que sugiere un aumento en la
actividad y/o expresion de la CPT-1. Al igual que ocurre en muchos de los efectos del
CLA, Park et al. (1997) encontraron en ratones que la actividad de la CPT-1 se redujo

por el isomero #10,c12-CLA y no por el isémero ¢9,t11-CLA.

2.2.3.1.4. Modulacidén de Eicosanoides

Los eicosanoides o icosanoides son un grupo de moléculas de caracter lipidico, en el
cual se agrupan un amplio nimero de sustancias biologicamente activas. La caracteristica
comun de los eicosanoides de derivarse de 4cidos grasos poliinsaturados de 20 atomos de
carbono (Lee et al., 1985) (conocidos como acidos eicosapolienoicos o eicosanoicos).
Desempenan una gran variedad de funciones, como ser mediadores del sistema nervioso
central, intervenir en los procesos de la inflamacion y de respuesta inmune, etc. Los
eicosanoides estan agrupados en prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos.

Varios experimentos realizados con CLA han demostrado que la inclusion de éste acido
graso puede afectar a la sintesis de eicosanoides, especialmente a las prostaglandinas
(PGE2) (Sugano et al., 1998). El CLA modifica el metabolismo de los AG omega-6
inhibiendo su desaturacion por inhibicion de la enzima delta 6-desaturasa (Sugano et

al., 1998). La sintesis y funcion de los eicosanoides se puede alterar por una baja
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disponibilidad del AA. La disponibilidad del AA o similares derivados pueden
disminuir si el CLA compite con las enzimas de desaturacién y elongacion del LA
(Banni et al., 2001).

La cantidad de leptina sintetizada estd relacionada con el tamafio del adipocito. La
concentracion plasmatica de esta hormona se relaciona con la masa de tejido adiposo
corporal. Delany et al. (1999) observaron una reduccion de la concentracion plasmatica
de leptina en ratones alimentados con piensos enriquecidos en CLA. Ademas se ha
demostrado que el CLA es reduce la expresion y secrecion de leptina (Inoue et al.,
2004; Ryder et al., 2001), pero esta reduccion puede ser debida a un efecto indirecto
debido a la la reduccion del tejido adiposo, por lo que se hace necesario profundizar en
estos estudios.

La mayoria de las investigaciones iniciales en torno a la leptina se han centrado en su
papel como factor regulador del peso corporal (Doerrler et al., 1994). Sin embargo,
estudios posteriores han permitido describir una amplia distribucion de receptores para
esta hormona en diversos tejidos periféricos, abriéndose, asi, un vasto campo de
investigacion sobre las funciones biologicas de esta hormona (Belury et al., 1999;
Akahoshi et al., 2002). Por otra parte, la leptina participa en procesos fisiologicos tan

diversos como la reproduccion, la ingestion voluntaria o la inmunidad.

2.2.4. INTERES DEL CLA EN LA ALIMENTACION

El hallazgo de la presencia y propiedades del CLA en los alimentos obtenidos de los
rumiantes supone un hecho de gran relevancia para la produccion animal, y
especificamente para la produccion de rumiantes. Se trata de la primera informacion
positiva que se ha generado en las tltimas décadas que hace referencia al consumo de
alimentos de origen animal, lo que contrarresta en parte la acumulacién de informacioén
negativa (colesterol, AGS, radicales libres y productos de oxidacion, residuos de
sustancias de secrecion hormonal, posible transmision de enfermedades, tales como
salmonelosis, encefalopatias, etc) que produce graves consecuencias a largo plazo en el

sector ganadero (Lopez-Bote, 2002).
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2.24.1. ElCLA como alimento funcional
Alimentos funcionales son aquellos que son elaborados no sélo por sus caracteristicas
nutricionales sino también para cumplir una funcién especifica como puede ser mejorar
la salud y reducir el riesgo de contraer enfermedades.
El reconocimiento del CLA como componente funcional de los alimentos se produjo de
forma accidental, cuando se descubrieron sus propiedades antimutagénicas en la carne
cocida de bovinos (Pariza, 1999).
Resulta dificil cuantificar la ingesta de CLA ya que no se dispone de suficientes datos
sobre el contenido de los isémeros en los alimentos. Ademads, conviene ser precavido al
establecer recomendaciones genéricas en el consumo de cualquier nutriente, debido a la
gran variedad de situaciones en los consumidores.
En una dieta mixta, promedio occidental, se estima que el consumo de CLA oscila entre
0,3 a 1,5 g por persona y dia (Parodi, 1994). Algunos estudios han puesto de manifiesto
que dicho consumo seria superior en el hombre (0,212 g/dia) respecto al registrado en la
mujer (0,151 g/dia), dependiendo también del balance entre el consumo de productos de
origen animal y vegetal. Sin embargo, el consumo es muy variable y depende de los
habitos de cada pais. Por ejemplo, dentro de los paises cuyo consumo se ha establecido,
Australia presenta los valores mas altos (1,5-1,8 g/dia), en tanto que Alemania muestra
los valores mas bajos (0,5 g/dia) (Fritsche y Steinhart, 1998). La carne consumida en los
paises germanos proviene principalmente del cerdo. En Estados Unidos el consumo
promedia los 0,9-1,2 g/dia (Hunter y Applewhite, 1986). Se desconoce el consumo de
CLA en América Latina. En general, el 60% de la ingesta total de CLA procede de
productos lacteos y el 37% de productos carnicos, donde la proporcion entre ¢9,¢11-
CLA y #10,c12-CLA varia de 30:1 a 70:1 (Wahle et al., 2004; Haro et al., 2006). Del
total de CLA presente en leche, el isémero ¢9,¢/11-CLA representa el 80-90% del CLA
total (Chin et al., 1994b). La ingestion diaria de CLA con los alimentos convencionales
puede resultar insuficiente para que los mismos puedan expresar sus potenciales efectos
bioquimicos, moleculares y fisiologicos contra el céncer, aterosclerosis y obesidad
(Watkins y Li, 2003). Otros muchos trabajos han estimado que la media total de CLA,
ingerido de fuentes naturales de CLA (Schimd et al., 2006), se encuentra entre 95-
440mg debido a diferencias entre paises, habitos alimenticios y diferente valor de CLA
en los alimentos, y por tanto el consumo alimenticio ptimo todavia no esta establecido.

Por otra parte, una alimentaciéon de los animales rumiantes dirigida a aumentar la
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concentracion de CLA puede permitir lograr sustanciales incrementos de este
compuesto en el producto final.

Un aspecto de importancia practica y no claramente dilucidado aln, reside en la
estimacion de la cantidad efectiva minima de compuesto (CLA) a consumir diariamente
por un ser humano para obtener un efecto terapéutico o protector sobre la salud. En
animales de laboratorio (ratas) se ha demostrado que con concentraciones muy bajas de
CLA se logra disminuir el nimero de tumores mamarios (Ip ef al., 1994). Para una rata
de unos 350g de peso vivo el consumo diario preventivo de CLA seria del orden de
0,015g, y por tanto una extrapolacion directa a un ser humano de 70kg implicaria un
consumo de 3g/dia de CLA. Sin embargo y para calcular una ingestion equivalente de
CLA en el ser humano, es probablemente més adecuado utilizar como base de célculo el

r1: : 0.75
peso metabolico (peso vivo *

). De acuerdo con este calculo seria necesario alcanzar un
consumo diario de 0,8 g de CLA para ejercer un efecto anticancerigeno en una persona
de unos 70kg de peso vivo (Watkins y Li, 2003). Algunos autores se han arriesgado a
establecer consumos tedricos recomendables de CLA para la especie humana,
situdndolo en 95mg por dia como suficientes para mostrar efectos positivos en la
reduccion del cancer de pecho de las mujeres. Ip ef al. (1994) y Pariza et al. (2001),
establecieron una dosis alrededor de 15-20g/dia cuando el objetivo es conseguir un
efecto antilipogénico y lipolitico. Ritzenthaler et al. (2001) también basandose en
resultados con experimentos en animales, establecieron una dosis de 620mg/dia para los
hombres y 440mg/dia para las mujeres para prevenir el cancer. Por tanto, ya hemos
visto que hay diferentes recomendaciones de ingestion de CLA, pero el objetivo
principal es enriquecer los alimentos con una concentraciéon de CLA adecuada para que

pueda tener efectos beneficiosos sobre la salud del consumidor (Tabla 3), y sobre todo

en la proteccion frente al cancer.
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Tabla 3. Estimacion del consumo diario de CLA ante la ingestion de alimentos
convencionales o naturalmente enriquecidos en CLA

Alimento Consumo | CLA normal CLA CLA dieta CLA
diario (g) | (mg/g grasa) | enriquecido normal enriquecida
(mg/g grasa) (mg) (mg)
Carne de vacuno " 80.7 43 124 19.1 55
Carne de cerdo ¥ 61.1 0.6 7.1 1.5 17.4
Carne de pollo ¥ 64.2 0.9 17.8 1.7 34.3
Leche @ 726 5.5 14.1 127.7 327.5
Huevos © 0.66 0.00 87.0 0.0 258.4
Consumo total CLA 150 692.6

15.5% de grasa. W4% de grasa. ©3% de grasa. M3.2% de grasa. ©'4.5 g de grasa por
huevo

Cuando el aporte en la dieta de AA es alto, sobre el 5% del aporte de grasa, como el que
se puede obtener en forma experimental en ratas, es posible encontrar CLA
ampliamente distribuido en el higado, en los pulmones, y en el tejido muscular y
adiposo (Kramer et al., 1998). En humanos también se ha observado la presencia de
CLA, ya sea en la leche o en el plasma sanguineo (Jahreis ef al., 1999). En la leche, el
isomero mas frecuente es el ¢9,/11-CLA, cuyos niveles fluctian en 0,15%-0,22%
(Jensen et al., 1998). En el suero sanguineo humano el isomero ¢9,/11-CLA llega a
constituir hasta el 0,4-0,5% del total de los lipidos circulantes (Salminen et al., 1998).
De cualquier forma, los niveles de CLA determinados en los humanos pueden ser muy
variables, ya que dependeran de la cantidad y tipo de carne que se consume y del tipo de
alimentacion que reciben los animales, de los habitos de consumo individuales, de la
composicion total de la dieta, entre otros factores (Ackman et al., 1981). No existe

informacion si en humanos es posible la transformacion de 4acido vaccénico en CLA.

2.2.4.2. Composicion, concentracion y dosis de CLA
Los efectos del CLA dependen de la composicion de la preparacion y del contenido de
los isémeros principales ¢9,/11-CLA y t10,c12-CLA. La diversidad e incluso la
contradiccion de los resultados obtenidos en estudios experimentales previos se deben
en gran medida a la diferente utilizacion de isomeros y dosis de CLA en ellos.
Las principales dosis utilizadas estan entre 0.125 y 5% de la racion. La relacion dosis-
respuesta es importante porque muchos estudios han encontrado un incremento de

respuesta segun se incrementa la dosis de CLA (Delany et al., 1999; Ostrowska et al.,
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1999). En la Tabla 4 se muestran los diversos experimentos realizados, con una gran

variedad en el numero de animales, pesos, duracion etc.

Tabla 4. Resumen de experimentos en cerdos que utilizan CLA

CERDOS RANGO DE DURACION CLA PUREZA
(° PESO (kg) (@ (%) CLA (%)
Inicial | Final
King et al. (2004) 6 5.6 25.6 35 1.5 60
Demaree et al. (2002) 6 5.6 26 35 3 60
Smith et al. (2002) 6 5.6 25.6 35 1.5 60
Bee (2000b) 10 9.8 22 35 2 59
Ramsay et al. (2001) 7 20 55 48 0.25-0.5-1-2 67
Tischendorf et al.
(2002) 40 23.5 114 131 2 54
Thiel Cooper et al. 0.2-0.42-0.83-
(2001) 8 26.3 116 90 167 60
Wiegand et al. (2002) 23 28 115 95 1.25 60
Dugan et al. (2001)
(2003) 35 36 115 83 0.25-0.5 65
O’Quinn et al. (2000) 20 334 | 118.7 85 0.25-0.5-1 69
Waylan et al. (2002) 36 45.5 | 114.6 60 0.5 66
Gatlin et al. (2002) 24 72 113 47 1 60
0.125-0.25-
Ostrowska et al. (1999) 10 56.6 107 56 0.5-0.75-1 55
0.125-0.25-
Ostrowska et al. (2003) 5 57.2 | 106.2 56 0.5-0.75-1 55
D’Souza et al. (2002) 72 60 105 42 0.5 ?
Dugan et al. (1997)
(1999) 54 61.5 106 45 2 50
Dunshea et al. (2002) 80 62 110 49 0-4 55
Bee (2001) 8 70 105 35 2 58.9
Migdal et al. (2004) 20 70 130 80 2 60
Eggert et al. (2001) 10 75 120 56 1 60
Joo et al. (2002) 5 77 105 28 1-2.5-5 91
Corino et al. (2003) 12 97 172 101 0.25-0.5 65
Martin et al. (2007) 8 70 107 53 0-1-2 56
Fernandez-Figares et al.
(2008) 5 20 50 54 0-1 60
Larsen et al. (2009) 8 55 113 56 0.75 60
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2.2.4.3. Efecto sobre la salud: anticarcinogénico, hipocolesterolémico

y antiteratogénico. Relacion con el sistema inmune.

A partir del descubrimiento del efecto antimutagénico del CLA (Pariza et al., 1979), se
han llevado a cabo numerosos estudios en animales y voluntarios sanos para determinar
las propiedades fisiologicas del CLA. En la mayoria de estudios se han utilizado una
mezcla de los dos isomeros de CLA con actividad biologica ¢9,/11-CLA y #10,c12-
CLA. Entre las propiedades atribuidas al CLA, cabe destacar el efecto anticancerigeno,
antiaterogénico, la reduccion de la grasa corporal, el incremento de masa muscular y
muchos més que aparecen reflejados en la Tabla 5. Se considera que algunos efectos
son especificos de un isémero determinado, mientras que otros se deben al efecto

sinérgico de ambos.

Tabla 5. Principales efectos biologicos atribuidos al CLA (modificado de Pariza,
2004)

e Efecto anticancerigeno

e Mejora la funcion del sistema inmune y reduce los efectos catabdlicos asociados
a la respuesta inmune

e Reduce la inflamacion

e Poder antioxidante

e Reduce el asma

e Reduce la arteriosclerosis

e Mejora el crecimiento y conversion en roedores

e Reduce engrasamiento

e Aumenta la masa muscular

e Reduce algunos sintomas de la diabetes

e Reduce la hipertension

Los efectos anticarcinogénicos del CLA son quizéas los mejor documentados y ademas
estan respaldados por estudios realizados en humanos. Dentro de los diferentes tipos de
cancer en los que se ha estudiado el efecto del CLA su accion sobre el cancer mamario

parece ser la mas evidente. El CLA es mas eficiente en su efecto de prevencion de este
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tipo de cancer que el AO, el LA, el DHA y el EPA (Ip et al., 1997). El primer estudio se
llevo a cabo en mujeres finlandesas post-menopdusicas y demostré una correlacion
negativa entre el consumo de CLA, proveniente de la leche y el queso de consumo
habitual en esta poblacion, y el desarrollo de cdncer mamario (Aro et al., 2000). Sin
embargo, estudios posteriores no han encontrado relacion entre la ingesta de CLA y el
riesgo de padecer cancer de mama. (Haro et al., 2006). Sin embargo, el efecto
anticancerigeno de CLA se ha demostrado in Vitro utilizando lineas celulares humanas
de glandula mamaria, colon, préstata y estomago (Palombo et al., 2002; Beppu et al.,
2006). De acuerdo con estos trabajos, el efecto preventivo parece ser dosis dependiente,
y se ha podido establecer con rangos de aportes de CLA desde un 0.05% hasta un 2%.
Estudios realizados por Pariza et al. (1999) demuestran que el isomero ¢9,111-CLA, es
el mas activo como agente anticancerigeno.

El CLA muestra, ademas, efectos antimutagénicos, ya que inhibe la induccion de cancer
de piel en ratas producida por 7,12 trimetilbencil antraceno, un poderoso agente
carcinogénico (Pariza et al., 1985).

El mecanismo de los efectos inhibitorios que ejerce el CLA sobre el cancer no son
conocidos en la actualidad, por lo que las investigaciones apuntan a que podrian estar
relacionados con la regulacion del ciclo celular mediante la inhibicion de la replicacion
celular, el incremento de la muerte celular mediante necrosis o apoptosis, la alteracion
del metabolismo lipidico y su accion a nivel de la expresion de ciertos tipos de mRNA
que codifican para receptores de membrana involucrados en la transduccion de senales,
o en la traduccion de receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs)
(Sébédio et al., 1999). Sin lugar a dudas es un campo muy fértil de investigacion que
requiere de muchos mas antecedentes experimentales.

Diversos estudios experimentales han permitido poner de manifiesto que el CLA
disminuye los niveles plasmaticos de colesterol, con respuestas muy similares a las que
se obtienen con los AG omega-3 (Nicolisi et al., 1997). En hamsters alimentados con
dietas que aportan 0,06% a 1,1% de CLA, con un aporte ademas de 1,1% de LA, se
produce una disminucién progresiva, en relacion a la dosis de CLA, del colesterol-LDL,
pero no del colesterol-HDL. Si bien el modelo de hamster es mas similar al humano, en
los ultimos anos el modelo de ratén ha sido el mas utilizado, debido a su elevada
susceptibilidad a desarrollar placas ateroscleroticas en estado avanzado (Mitchell y
McLeod, 2008). También se han utilizado conejos, y se vio que la adicion de tan solo

0,5 g/dia de CLA a una dieta semisintética que aporta 14% de grasa, produce una
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disminucién significativa del colesterol-LDL y de los triglicéridos plasmaticos,
produciendo al mismo tiempo una disminucion de la relacion colesterol-LDL/colesterol-
HDL, y una disminucién de la acumulacion de placas aterosclerdticas en los grandes
vasos (Lee et al., 1994). En humanos los resultados son contradictorios y dificiles de
interpretar. Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que los isomeros ¢9,/11-CLA y
t10,c12-CLA tienen un efecto opuesto sobre el perfil lipidico de personas con un peso
normal. Asi se ha visto que el isomero ¢#10,c12-CLA podria ejercer efectos adversos
sobre el aparato cardiovascular, sin embargo el isdmero ¢9,/11-CLA disminuye el
colesterol en sangre y por tanto tiene un efecto beneficioso (Tricon ef al., 2004, Haro et
al., 2006). La aterosclerosis es una alteracion vascular, de elevada incidencia, que
contribuye al incremento de la morbilidad y mortalidad cardiovascular. Los efectos del
CLA sobre la aterosclerosis son muy contradictorios tanto en animales como en
humanos. Las discrepancias entre estudios pueden atribuirse a variaciones en el modelo
experimental utilizado, especie, dosis de CLA, duracion del periodo de administracion y
metodologia usada para determinar el grado de lesion.

El mecanismo de los efectos inhibitorios que ejerce el CLA sobre el colesterol, no se
conocen hasta el momento. Podria ser que el CLA actie como ligando de PPAR

(Meadus et al., 2002).

Interaccion sistema inmunitario y CLA

Los efectos del CLA sobre el sistema inmunitario se han evaluado en cultivos celulares,
modelos animales y ensayos clinicos. Las principales especies animales han sido raton,
rata y cerdo, aunque existen algunos estudios en conejos y perros. El CLA parece
ejercer un estimulo que incrementa la sintesis de IgA, IgG, IgM y a la disminucién
significativa de los niveles de IgE, por lo cual se presume que el AG podria tener
efectos favorables en la prevencidon y/o tratamiento de ciertas alergias alimentarias
(Sugano et al., 1998). Otros estudios realizados en cerdos con enfermedad inflamatoria
intestinal muestran que el suplemento con un 2,21% de CLA (mezcla de los isomeros
50:50) disminuia el dafio inflamatorio en las mucosas y disminuye la expresion de
citocinas proinflamatorias, aumentaba la concentracion de diversas interleuquinas en
colon, a la vez que aumentaba la expresion de PPAR-y, siendo mas efectivo el isobmero
t10,c12-CLA que el ¢9,/11-CLA. (Hontecillas et al., 2002; Bassaganya-Riera y
Hontecillas., 2006).
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Estudios similares han demostrado, en una relacion dosis dependiente, que el CLA
aumenta el nivel de linfocitos en el bazo de ratones y la secrecion de IgG e IgM por
parte de estas células (Hayek et al., 1999). Bontempo et al. (2004), estudiaron los
efectos del CLA sobre las variables inmunoldgicas en cerdas lactantes y su progenie y
encontrd un incremento de la IgG en el calostro. Bassaganya-Riera et al. (2001),
realizaron estudios que se centraban en los efectos del CLA sobre las subpoblaciones
linfocitarias en cerdos y vieron un aumento de linfocitos (Tc) y células NK en sangre,
independientemente de la mezcla isomérica utilizada y el tiempo de suplementacion.
Como se ha mencionado anteriormente, los dos isémeros de CLA con actividad
biologica conocida son el ¢9,¢/11-CLA y ¢10,c12-CLA, y aunque a cada uno se le
atribuyen propiedades fisiologicas especificas, pueden también actuar de forma
sinérgica (Pariza et al., 1986). No se dispone de suficiente informacion relativa al
efecto particular de cada isomero sobre el sistema inmunitario ya que la mayoria de
estudios han utilizado mezclas 50:50 de los dos isémeros, por lo que es dificil establecer
el isdbmero responsable de los distintos efectos sobre el sistema inmune.

Las acciones sobre el sistema inmune atribuidas al CLA guardan estrecha relacion con

su efecto en la prevencion del desarrollo de ciertos canceres.

2.2.4.4. Efecto del CLA sobre la composicion corporal

La accion reductora del contenido lipidico corporal atribuida al CLA, ha derivado en su
creciente interés en la especie humana para el control de la obesidad. Aunque tiene
interés potencial en otros modelos animales (fundamentalmente en animales de
compaiiia), existen hasta el momento escasas publicaciones cientificas con animales
domésticos. No obstante, se incluye en la revision bibliografica de esta Tesis Doctoral
porque los efectos metabolicos y celulares estdn profundamente relacionados con
algunos aspectos de composicion corporal y de la carne de gran interés en ganado
porcino.

Existen un gran nimero de estudios, con modelos animales, entre ellos, rata, raton,
hamster y cerdo (Park et al., 1997; Deckere et al., 1999; Ostrowska et al., 1999; Park y
Pariza, 2007). Park et al. (1997) demostraron por primera vez, que la adicién de un
0,5% de CLA (c9,t.11-CLA y ¢10,c12-CLA; 50:50) en la dieta de ratones causaba
disminucién de la grasa corporal y aumento de la masa muscular, sin modificar su peso
corporal. Estudios posteriores confirmaron los resultados referentes a la grasa y masa

muscular corporal, pero ademas observaron la existencia de una pérdida de peso (West
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et al., 1998; Bhattacharya et al., 2006). West et al. (1998) realizaron un estudio con
ratones que recibian dietas con distinto contenido en grasas (15 y 45 % de la energia de
la racion) y suplementadas con 1 0 2% de CLA respectivamente observaron que existia
una disminucion de la ingestion de energia y del deposito de grasas en el tejido adiposo
ademds de una disminucion significativa del peso de los animales al cabo de seis
semanas.

Estudios posteriores in vitro e in vivo, mostraron que el isomero #10,c12-CLA es el
responsable de la reduccion de grasa corporal (Pariza et al., 2001; Park y Pariza 2007).
Los resultados obtenidos en cerdos son contradictorios, ya que muestran incremento,
disminucién, e incluso ausencia del efecto sobre la masa muscular, grasa y peso
corporal (O'Quinn et al., 2000; Thiel-Cooper et al., 2001; Wiegand et al., 2001;
Ostrowska et al., 2005; Martin et al., 2007; Larsen et al., 2009).

De todos los modelos animales estudiados, el de raton es en el que se demuestran los
mayores efectos de CLA. Los trabajos realizados con personas que presentan sobrepeso,
0 que son obesas, han demostrado que la ingestion diaria de 3.4 gramos de CLA
produce una disminuciéon de la masa grasa total sin afectar otros parametros
metabolicos, como el recuento eritrocitario y la cantidad de masa magra. Se han llevado
a cabo diversos ensayos clinicos en personas en los cuales la cantidad de CLA ingerida
varia desde 0,7 a 6,8 gramos al dia (Sneddon et al., 2008). Los resultados también son
contradictorios, sin embargo, la mayoria demuestran que el CLA no modifica el peso
corporal ni el indice de masa corporal (IMC), si bien, tiende a reducir la grasa corporal
(Wabhle et al., 2004; Bhattacharya et al., 2006; Park y Pariza., 2007).

Las diferencias observadas entre animales y humanos, pueden atribuirse entre otros
factores, a la baja dosis de CLA utilizada en humanos. La dosis habitual en raton es de
0.5% (p/p), lo que corresponderia en humanos a 56g CLA/dia/70kg que son incluso
menores que las empleadas en raton (Malpuech-Brugére et al., 2004). Otro factor
influyente podria ser las diferencias metabdlicas entre raton, y especie porcina y el ser
humano, ya que el ratén tiene una elevada tasa de conversion lipidica, de ahi que el
CLA sea mas efectivo en esta especie.

Los trabajos realizados en ganado porcino para conocer los efectos del CLA sobre la
productividad han obtenido resultados heterogéneos, debido probablemente a las
diferencias en edades y pesos de los animales entre los experimentos. Existen estudios
realizados con lechones (Demaree et al., 2002; King et al., 2004; Smith et al., 2002;
Bee, 2000b; Corino et al., 2009), cerdos de cebo (Joo et al., 2002; Tischendorf et al.,

36



Revisidon bibliografica

2002; Thiel-Cooper et al., 2001; Larsen et al., 2009; Martin et al., 2007, 2009) y
reproductores (Bee, 2000a; Pietras et al., 2002; Rossi et al., 2004).

Hay diversos factores que pueden afectar a los resultados obtenidos como por ejemplo
el genotipo. La mayoria de los trabajos revisados se han hecho en cerdos de genotipo
magro, pero el trabajo realizado por Fernandez-Figares et al. (2009) se realizé con un
genotipo graso (cerdo ibérico).

En los pardmetros ganancia media diaria, ingestion media diaria de alimento y
eficiencia de conversion de alimentos, los resultados no han sido consistentes cuando se
comparan grupos de cerdos alimentados con una dieta control con otros alimentados

con una dieta que incluye CLA (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de la inclusion del CLA en pienso sobre la ganancia media diaria,
ingestion media diaria de alimento e indice de conversion expresado en cada caso
en porcentaje respecto al grupo testigo son CLA

Ganancia media| Ingestion media Eficiencia de

Referencia
diaria diaria de alimento conversion

Bee (2001) = = =
Dugan et al. (1997 y 1999) = ¥ 5.2% (P=0.07) N 5.9% (P=0.06)
Dugan et al. (2001) = = =
Dunshea et al. (1998) = = =
Eggert et al. (2001) NP = =
Gatlin et al. (2002) = = =
Lauridsen et al. (2005) A (P=0.06) = A~ (P=0.01)
Ostrowska et al. (1999) = = N 6.3% (P=0.009)
O’Quinn et al. (2000) ~ = =
Ramsay et al. (2001) = = =
Sparks et al. (1999) = = A (P<0.05)
Thiel-Cooper et al. (2001) N (P<0.05) = N (P<0.05)
Wiegand et al. (2001) = A (P<0.05)

En los estudios realizados por Dunshea et al. (1998), Bee (2001), Dugan et al. (2001),
Ramsay et al. (2001) y Gatlin et al. (2002) no se obtuvieron diferencias significativas.
Sin embargo, Dugan et al. (1999) encontraron una disminucion del 5,2 % (P=0.07) en la
ingestion de alimento pero sin efecto en la ganancia media diaria sin embargo,
encontraron una mejora del 5,9% en la eficiencia de conversion. Thiel-Cooper et al.
(2001) no encontraron ningtn efecto del CLA sobre la ingestion diaria de pienso, pero

si un incremento en la ganancia media diaria (P<0.05) y una mejora de la eficiencia de
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conversion (P<0.05). Lauridsen et al. (2005) también descubrieron un incremento en la
eficiencia de conversién y una tendencia en la mejora de la ganancia media diaria
(P=0.06). Esta diferencia entre experimentos podria ser explicada por la diferente
concentracion de los isomeros, contenido de los diferentes nutrientes en la dieta,

duracioén del experimento e incluso los diferentes genotipos usados.

2.24.5. Cantidad de grasa intramuscular y su relacion con la
incorporacion de CLA en la racion

La grasa intramuscular es un indicador de la calidad de la carne puesto que proporciona
sabor, consistencia, aroma y jugosidad a la misma (Fernandez et al., 1999). Son varios
los factores que influyen en el engrasamiento de los animales y en particular sobre el
ganado porcino, como por ejemplo la raza o tipo genético, la edad y la alimentacion. La
alimentacion es uno de los factores mas importantes que intervienen en el contenido y
caracteristicas de la grasa (canal e intramuscular) del cerdo. En concreto dos de sus
principios nutritivos, los carbohidratos, principal componente energético de las dietas
porcinas y las grasas, por su elevado contenido energético, ejercen un efecto evidente
sobre el contenido y perfil de la grasa corporal del cerdo.
Se han realizado muchos trabajos (Tabla 7) sobre la posibilidad de modificar el
contenido en grasa intramuscular con la utilizacion de diferentes tipos de grasa incluidos
en la racién (Duran-Montgé et al., 2008; Flachowsky et al., 2008). La inclusion de grasa
en la alimentacion porcina presenta numerosas ventajas nutricionales como incrementar
la concentracion energética del pienso, reducir el estrés caldrico y mejorar la eficacia
del alimento. Asimismo, presenta ventajas tecnologicas como reducir la formacion de
polvo, mejorar el aspecto y la estructura del pienso, lo que mejora la palatabilidad y el
consumo (Sanz et al., 2000). En la produccién porcina actual es preciso utilizar piensos
con una alta concentracion de nutrientes por lo que las grasas se afiaden frecuentemente
en las raciones en unas cantidades relativamente elevadas (4-6%).
La mayor parte de los trabajos coinciden en sefialar que el nivel de grasa intramuscular
o grasa de veteado, ejerce un efecto positivo sobre las caracteristicas sensoriales u
organolépticas de la carne de cerdo (Devol et al., 1988; Fernandez et al., 1999; Mourot
y Hermier, 2001). En concreto se ha observado un grado de correlacion evidente entre la
cantidad de grasa intramuscular y diferentes pardmetros de la calidad de la carne de
cerdo, representados por la terneza, la jugosidad, el flavour y la palatabilidad. La grasa

contribuye a la jugosidad de la carne mejorando la lubricacién del bolo alimenticio
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durante la masticacion, evitando las pérdidas de agua durante el cocinado y estimulando
la salivacion. Del mismo modo, existe una relacion entre el contenido de grasa
intramuscular de la carne y su terneza y parece ser que dicha relacion tiene que ver con
la mejora de la jugosidad, con el efecto protector sobre las proteinas carnicas durante el
cocinado (disminuyendo su coagulacion, y por lo tanto disminuyendo la dureza) y con

una disminucion global de la densidad de la carne.

Tabla 7. Efecto de las diversas dosis de CLA utilizadas sobre los parametros de
calidad de la carne del cerdo expresado en porcentaje sobre el grupo control sin
CLA (GIM, % de grasa intramuscular).

REFERENCIA DCOLTS(O/DO ;3 GSII‘J‘;%A GIM (%) | MARMOREADO | FIRMEZA
0.12 _18.2 0.0 4.6
Thiel-Cooper ef al. (1998) 0.25 -18.2 5.8 95
0.50 8.7 10.8 122
1 -10.1 -10.4 27.9
Dugan y Aalhus (1999) 2.00 24.6 113
O’Quinn et al. (2000) 0.50 6.5 13.7 0.9
Eggert et al. (2001) 1.00 8.5 1.3
. 0.75 5.6 17.8 15.7 18.6
Wiegand et al. (2001) 0.75 -14.7 19.2 24.6 17.2
0.75 5.6 16.6 37.0 50.0
D’Souza y Mullan (2002) 0.50 -4.9 24.0
0.50 4.3 17.1
Dunshea et al. (2002) 0.15 -6.8
0.18 3.9
Wiegand et al. (2002) 1.25 145 9.5 6.9 3.8
1.25 -20.6 25.9 13.2 5.5
Gatlin ef al. (2002) 1.00 22 14.9
1.00 2.0 35.3
Tischendorf et al. (2002) 2.00 -7.4 4.1
1.00 -2.00
Joo et al. (2002) 750 123
5.00 443
Migdal et al. (2004) 2.00 5.4 8.5
0.13 7.1 1.4 5.3 14.9
0.25 -17.8 -19.3 2.6 2.1
Ostrowska et al. (2005) 0.50 174 195 0.0 17.0
0.75 -19.1 -10.5 2.6 2.1
1.00 23.7 42.0 -10.5 10.6
Sun et al. (2004) 2.00 5.8 125
4.00 8.7 292
Lauridsen et al. (2005) 0.50 2.4 -5.8
Martin et al. (2007)
Larsen et al. (2009) 0.75 4'3C9n‘l’s 7
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Durante las ultimas décadas, la industria porcina se ha encaminado a producir canales
con un elevado contenido en tejido magro y un bajo contenido en tejido adiposo. Puesto
que el tejido adiposo es menos eficiente que el magro, y por tanto su desarrollo es mas
tardio, la eleccion del momento 6ptimo de sacrificio se ha situado a edades tempranas,
en el punto en el que la acumulaciéon magra es maxima, pero antes de que el
engrasamiento sea excesivo. Ademas, la coincidencia de intereses del sector de la
produccion (el magro es mucho més barato de producir) con el de los consumidores (se
paga mucho mas dinero por el magro que por la grasa), ha provocado que durante
décadas practicamente todos los esfuerzos genéticos y de alimentacién se hayan
enfocado a disminuir la grasa e incrementar el magro (Mourot y Hermier, 2001). Sin
embargo, dado que el contenido en grasa intramuscular se encuentra muy relacionado
con el engrasamiento total de la canal (Kouba et al., 1999), las acciones que se han
llevado a cabo en los ultimos afios en produccidon porcina han provocado de modo
colateral una disminucién del contenido de grasa intramuscular, hasta niveles por debajo
de lo minimo deseable. En la bibliografia se encuentran indicaciones que sefialan que
para mantener los atributos de calidad, es preciso que la carne contenga al menos un 2%
de grasa intramuscular (Bejerholm y Barton Gade, 1986). Devol et al. (1988) sugieren
que un 2.5-3.0% de veteado en la carne es un nivel minimo para mantener unas
caracteristicas de terneza y jugosidad aceptables, pero nuestras costumbres
gastrondmicas y la tradicion en el procesado de la carne hacen que en nuestra area de
produccion se prefieran carnes con un contenido claramente superior, especialmente en
carnes destinadas a la elaboracion de derivados carnicos. En el mismo sentido, recientes
estudios basados en paneles sensoriales, han demostrado que para el consumidor el
porcentaje ideal de grasa intramuscular en el L. dorsi del cerdo seria de un 3%
(Fernandez et al., 1999; Mourot y Hermier, 2001). La cantidad de grasa aun cobra mas
importancia en los productos derivados del cerdo. En el caso concreto del jamon,
producto que goza de gran tradicién e importancia en nuestro pais, es importante que
posean una cantidad importante de grasa infiltrada. Esta grasa ayuda a que se produzca
una penetracion de sal y una deshidratacion mas lenta, con lo cual es posible alargar el
periodo de maduracion para poder obtener un jamon de calidad superior. Por otro lado,
jamones extremadamente magros con frecuencia presentan una textura muy seca en los
musculos superficiales y muy blanda en el interior del jamoén, ya que se dificulta la

pérdida de humedad durante el proceso del secado, y la calidad resultante es peor.
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Figura 5. Porcentaje de grasa intramuscular en cerdos alimentados con distinto
contenido de CLA en el pienso (Joo et al., 2002)
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2.2.4.6. Efecto del CLA en la composicion de acidos grasos de los
tejidos animales

El efecto del CLA en el metabolismo de AG es un aspecto interesante en cerdos de
cebo, al relacionarse con la calidad de la carne. Como se ha indicado anteriormente, las
dietas con CLA pueden inducir cambios en la composicion de AG en los animales
(Aydin et al., 2001).
Chouinard et al. (1999) demostraron que vacas que consumian 50-100g/dia de CLA
durante s6lo 5 dias producian leche con un incremento similar en el cociente
C16:0/C16:1 y C18:0/C18:1. Cerdos alimentados con una mezcla de isomeros de CLA
de 1 a 5 % tenian un incremento en de AGS y una disminucion de AGMI en el tejido
muscular (Joo et al., 2002). Otras investigaciones llevadas a cabo por Bee (2000a)
evidenciaron que cerdas reproductoras alimentadas con un 2% CLA durante 35 dias,
tenian mas C16:0 (g/100g lipidos) y menos C18:1 en el tejido subcutdneo y también se
incremento el C16:0 y se redujo el C16:1 en la leche, comparandola con otras cerdas
que no habian ingerido CLA. Du et al. (2001) observaron que dietas con CLA reducian
el contenido de AGMI en la carne. En la ultima década la industria del cerdo ha hecho
grandes esfuerzos para responder a las preferencias de los consumidores por
desarrollar genotipos cerdos méas magros y a la suplementacion de dietas con mas
fuentes de grasas insaturadas (Gatlin et al., 2002). De todas formas el incremento en

grasas insaturadas debe realizarse con extremo cuidado ya que en algunos casos (AA 'y
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en general AGPI) una concentracion excesiva es indeseable para el procesado de la
carne ya que provoca distintos problemas asociados a la consistencia de la carne. La
saturacion de la grasa por las dietas con CLA puede dar solucion a estos problemas asi
como reducir las perdidas econdmicas debidas a la peor calidad de la carne.

Por otra parte, el incremento de AGS que produce el CLA, podria ser considerado como
un efecto adverso desde el punto de vista del consumidor, ya que el consumo de AGS
esta asociado con hipercolesterolemia y problemas cardiacos (MacRae et al., 2004). De
todas formas y como ya se ha mencionado anteriormente, se necesitan mas estudios que
demuestren los efectos del CLA en humanos.

Por otra parte, debido a las amplias posibilidades que ofrece la alimentacion animal para
modificar la concentracion de AG (Fontanillas ef al., 1998) el CLA también puede ser
utilizado en la alimentacion de animales monogdstricos con el objetivo de enriquecer su
concentracion en los productos finales de ellos obtenidos (Ostrowska et al., 2003).

El cerdo tiene una digestion donde predominan los fenémenos enzimaticos sobre los
fermentativos. Ademas tiene un menor potencial de hidrogenaciéon de AG y de
produccion de CLA. Consecuentemente, solo una pequefia cantidad de CLA se produce
por la via de biohidrogenacion bacteriana, y la carne de cerdo normalmente contiene
una cantidad limitada de CLA (0.1-0.2 mg/g AG). Por otra parte, debido a la escasa
alteracion microbiana de los AG ingeridos, el cerdo ofrece unas buenas posibilidades
para el enriquecimiento de la carne en CLA mediante la incorporacion del mismo en el
pienso. La carne de los animales monogdastricos, es el candidato ideal para su
enriquecimiento mediante CLA sintético, puesto que el CLA sintético no sera saturado
antes de su absorcion intestinal y se acumula en los tejidos con una relativa alta
eficiencia. De esta forma la carne de porcino podria ser una fuente fisiolégica de CLA
para los seres humanos (Dugan et al., 2004), aspecto este de gran interés en algunos
paises (como Espafia) donde el consumo de carne de porcino es muy importante en

relacion a las especies rumiantes.
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Figura 6. Efecto de la concentracion de CLA (5% en el pienso) en la composicion
de acidos grasos de la grasa intramuscular de cerdos desde los 77 hasta los 105kg
de peso vivo (Joo et al., 2002).
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2.2.5. UTILIZACION DE CLA EN CERDAS REPRODUCTORAS

2.2.5.1. Lactacion: Caracteristicas principales

Durante la gestacion, la prolactina hipofisaria se encuentra inhibida por la progesterona
y los estrogenos. Después del parto el estado hormonal cambia radicalmente; al caer
bruscamente la concentracion de hormonas esteroideas, la prolactina puede ejercer su
funcion iniciandose la secrecion lactea, en la cual estan también involucradas la
hormona del crecimiento, la hormona tirotropa, la insulina y seguramente la relaxina
(Cox et al., 1987). Para que se produzca la eyeccion de la leche secretada se tiene que
producir un mecanismo neuroendocrino que implica la succion del lechon y la descarga
de oxitocina. El estimulo de succion de los lechones provoca un estimulo nervioso que
accede via médula espinal al hipotdlamo provocando la liberacién de oxitocina
almacenada en la neurohipdfisis. La oxitocina, pasa a la glandula mamaria via hematica
provocando la contraccion de las células mioepiteliales de los alvéolos y la liberacion de
la leche.

La produccion diaria de leche de cerda aumenta progresivamente desde el parto hasta la
segunda o tercera semana de lactacion disminuyendo progresivamente. De manera
general, sin especificacion del factor raza, la produccion lactea en cerdas es de 3 a 8 kg

diarios (Daza et al., 1999) (Tabla 8).
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La forma de la curva de lactacion puede ser muy variable. Se considera que las cerdas
buenas productoras, alcanzan el pico de lactacion en la segunda semana y el resto
alrededor en la tercera semana de lactacion (Garst et al., 1999). Las cerdas primiparas y

las viejas suelen presentar curvas mas irregulares.

Tabla 8. Evolucion de la produccion de leche de cerdas cruzadas (Daza et al., 1999)

Periodo de lactacion (dias) | Produccion de leche (kg/dia)
0-4 3.11+1.0
5-11 443+1.2
12-18 6.26+1.3
19-25 7.40+£0.9
26-32 8.14+0.9

2.2.5.2. Componentes de la leche materna

El Cédigo Alimentario Espaiol define la leche como el producto integro no alterado, no
adulterado y sin calostros, del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de
las hembras domésticas sanas y bien alimentadas. Desde un punto de vista mas
cientifico se define a la leche materna como un fluido corporal dindmico sintetizado en
los lactocitos de la glandula mamaria que presenta variaciones en su composicion a lo
largo del dia y del periodo de lactancia, y cuya composicion esta especificamente
adaptada al crecimiento de los neonatos de cada especie (Wheeler et al., 2007).

A lo largo del periodo de lactancia se distinguen dos tipos de secrecion lactea, en
funciéon de su composicion: calostro y leche madura. El calostro es la secrecion inicial
que se produce durante los primeros 1-2 dias posparto. A continuacioén ya se produce
leche madura. En comparacion con la leche, el calostro contiene mayor concentracion
de proteinas (fundamentalmente IgA y lactoferrina), leucocitos y niveles inferiores de

lactosa y lipidos.

44



Revisidon bibliografica

Tabla 9. Composicion quimica media (por 100 g) de la leche de cabra, oveja, vaca
cerda y humana (Modificada de Martin 1984)

Nutrientes | Cabra | Oveja Vaca Cerda | Humana

Agua (%) 87-90 82-86 86-90 83-85 88-90
Proteina 3.5-39 | 5.4-5.8 3-3.8 5.5-6 1.2-1.7

Lactosa 42-48 | 43-47 | 4.7-5.2 4-5 6.5-7
Grasa 3.9-4.1 6.5-10 3-4.4 5-6.5 3.5-3.8
Cenizas 0.8-1 0-9-1.2 | 0.7-09 | 1.1-1.3 0.2-0.3

En la Tabla 9 se puede apreciar la composicion quimica de la leche de algunos
animales domésticos. La leche de cerda es rica en energia y proteinas comparada con la
de vaca. La leche de cabra y vaca son las mas equilibradas en proteina, grasa y lactosa
con unos valores similares a la leche humana. Excluyendo el agua, los componentes
cuantitativamente mas importantes son la grasa, la proteina y la lactosa. Ademas se
aprecia que a pesar de lo variable de las diferentes fracciones entre especies, la lactosa
es el constituyente mas estable (McDonald et al., 1999) y que la proteina y la grasa
aumentan o disminuyen a la vez, pero ambas evolucionan en sentido contrario a la
cantidad de leche producida.

En cuanto a la sintesis de los distintos componentes de la leche, casi todas las proteinas
se sintetizan en la glandula mamaria a partir de los aminoacidos transportados por la
sangre, excepto algunas globulinas que proceden directamente del suero sanguineo y
aparecen principalmente en el calostro proporcionando inmunidad. Los hidratos de
carbono y las grasas se sintetizan a partir de los acidos grasos volatiles en los rumiantes
y a partir de la glucosa en monogastricos. A pesar de lo nutritiva que es la leche de la
cerda, esta carece de un nutriente muy importante, el hierro y unido a que el lechén nace
con muy pocas reservas corporales de hierro, es frecuente la aparicion de anemia en los
primeros dias de vida de los lechones.

El contenido proteico en la leche varia a lo largo de la lactancia. Los aminoacidos de la
sangre son los principales precursores de la proteina de la leche, si bien pequeiios
péptidos pueden también participar (McDonald et al., 1999), produciéndose la sintesis
lactea en las células alveolares de la glandula mamaria. Ademas tiene lugar una notable
interconversion entre aminoacidos antes de que tenga lugar la sintesis, siendo

importantes algunos aminoacidos como fuente de otros.
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Los carbohidratos aportan el 20-25% del contenido calérico de la leche materna. El
principal carbohidrato presente en la leche es la lactosa, disacarido compuesto por una
molécula de B-D-Glucosa y B-D-Galactosa mediante un enlace B-(1-4), teniendo un
grupo reductor activo. Es menos soluble y menos dulce que la sacarosa. Se produce en
la glandula mamaria casi totalmente a partir de glucosa, aunque una pequefa cantidad se
obtiene de acetato y glicerol (McDonald et al., 1999). La lactosa ademas de cumplir una
funcién nutritiva, interviene en la absorcion de calcio, magnesio y manganeso (Picciano,
2001).

La grasa es la fraccion mayoritaria de la leche y constituye la principal fuente de energia
para el lactante (60-65% del total). La grasa de la leche es principalmente una mezcla de
triacilgliceroles que contienen una gran variedad de AGS y AGMI. Dentro de los AGS
predomina el C16:0 y entre los AGMI estan constituidos principalmente por C18:1, con
pequenas cantidades de C18:2n-6 y C18:3n-3. Ademas se caracterizan por la existencia
de AG de cadena corta, media y larga (McDonald ef al., 1999).

Diversos estudios indican que la adicion de grasas en la alimentacion de las cerdas
durante la gestacion o lactacion incrementa la produccion de leche y el contenido en
grasa del calostro y la leche (Pettigrew, 1981), pudiendo mejorar la supervivencia
(Moser y Lewis, 1980) la ganancia media diaria de los lechones (Tilton et al., 1999) y la

pérdida de condicion corporal de las cerdas durante la lactacion (Kornblum ef al., 1991).

2.2.5.3. Composicion de Calostro.
El calostro es la primera secrecion producida por la glandula mamaria después del
parto. Las caracteristicas fundamentales del calostro son las siguientes:
- Es rico en anticuerpos maternos; de esta manera el recién nacido adquiere
defensas contra los gérmenes presentes en el ambiente de la sala de partos.

- Posee un valor nutricional elevado.

Por lo tanto, el calostro es el alimento primordial en el recién nacido dentro de sus
primeras horas de vida (existe una correlacion directa entre la ingestion de calostro y la
supervivencia en las primeras 48-72 horas de vida del lechon) (Noblet y Etienne 1987).
Por lo tanto, la practica creciente de lactacion alternativa no debe ir en contra de una
ingestion precoz de calostro. Diversos trabajos muestran que la cantidad de anticuerpos
maternales recibidos por el lechon dependen, ante todo, de la precocidad de la ingestion

del calostro (Le Dividich et al., 2005).
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Los niveles de inmunoglobulinas en el calostro son muy elevados durante las primeras 5
horas de vida de los lechones (por encima de los 40mg/mL de IgG) para bajar a
concentraciones entre 30 y 10mg/mL entre las 6 y 24h respectivamente.

Los niveles de inmunoglobulinas en el suero de los lechones son mas elevados durante
las 9 horas siguientes a la ingesta de calostro (Le Dividich et al., 2005), debido a los
niveles elevados de inmunoglobulinas en el calostro y a la mayor permeabilidad
intestinal del lechon en esas primeras horas de vida. Sin embargo, esta permeabilidad
disminuye durante las siguientes horas de vida, probablemente regulado por el pico de
insulina que se produce por el incremento de glucemia provocado por la lactosa del
calostro (Riopérez et al., 2000).

La composicion nutritiva del calostro varia con respecto a la de la leche. Los niveles de
solidos totales y proteina del calostro son superiores a los de la leche, siendo inferiores
los de lactosa, grasa y cenizas. Dichos cambios en la composicion reflejan la transicion
en la secrecion mamaria desde los primeros a los segundos estadios de la lactogénesis.

(Tabla 10).

Tabla 10. Diferencias en la composicion de nutrientes en el calostro y en la leche de
la especie porcina (g/kg) (Darragagh A.J. y Moughan P.J., 1998)

Nutriente Calostro | Leche
Agua 752 813
Grasa 59.0 76.0
Lactosa 34.0 53.0
Proteinas 151 55.0
Cenizas 7.0 9.0

La caseina proporciona aminoacidos que se utilizan por el lechon fundamentalmente
para la sintesis proteica. Ademas, la caseina participa en el transporte de calcio. Otra
fuente de proteina es la proteina sérica que contiene las diferentes albliminas y ademas
participa en el transporte de vitaminas liposolubles y ciertos reguladores fisiologicos
(hormonas y factores del crecimiento). Dicha proteina supone el 90% de toda la proteina

del calostro (Tabla 11).
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Tabla 11. Distribucion del contenido de proteina en el calostro y en la leche de la
especie porcina (expresado como porcentaje de la proteina total)

Nutriente (%) Calostro | Leche
Caseina 8,8 473
Proteina sérica 91,0 52,6
-Seroalbiiminas 9,7 8,2
-1gG 59,0 1,6
-IgA 13,1 11,7
-IgM 5,6 2,7
-Otras 3,6 28.4
Nitrogeno no proteico 0,11 0,14
Total 100 100

Los niveles de grasa del calostro son inferiores a los de la leche, pasando de 5,3% del
primero al 13% al tercer dia de lactacion. No obstante, el contenido graso de la leche es
variable durante la lactacion en ganado porcino, alcanzando durante las ultimas etapas
un valor medio del 6,5%. Los AG que se encuentran en mayor nivel tanto en calostro
como en leche son el C18:1, C18:2, C16:0 y C18:0, suponiendo entre el 85-90% del
total. Es interesante destacar también que los niveles de carnitina del calostro son
elevados (370 nmol/mL).

También los niveles de vitaminas y minerales son diferentes en el calostro que en la

leche, teniendo mayor concentracion de vitaminas el primero (Tabla 12).

Tabla 12. Contenido de vitaminas y minerales en el calostro y en la leche de la
especie porcina

Nutriente Calostro Leche
Vitamina A (ug/mL) 1,7 1,0
Vitamina D (ug/mL) 1500 9300
Vitamina E (ug/mL) 3.8 2,6
Vitamina K (pg/mL) 95.000 92.000
Vitamina C (pg/mL) 72 47
Calcio (mg/mL) 0,71 1,84
Fosforo (mg/mL) 1,05 1,39
Hierro (mg/mL) 1800 2300
Zinc (mg/mL) 16.200 6300
Cobre (mg/mL) 3900 1300
Sodio (mg/mL) 0,71 0,43
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Tabla 13. Contenido en acidos grasos de la leche de distintas especies animales
(modificada Edelsten, 1988)

Acidos grasos

Saturados: Humana | Vaca | Cerda | Oveja | Cabra
Butirico 0,4 3,1 4,0 3,9
Caproico 0,1 1,0 3,0 3,2
Caprilico 0,3 1,2 2.8 2.3
Caprico 0,3 1,2 0,2 7,6 8,0
Laurico 5.8 2,2 0,3 43 3,1
Miristico 8,6 10,5 3,0 10,5 10,3
Palmitico 22,6 26,3 28 29,7 32,5
Estearico 7,7 13,2 6,0 12,6 10,1
Arachidonico 1,0 1,2 0,6 0,4
Instaturados:

Oleico 36,4 32,3 35 24,9 19,4
Linoleico 8,3 1,6 14 3,2 2.8
Linolenico 0,4 1,5 <1 1,3 0,6
- C22-20 4,2 1,0 0,4

2.2.54. CLA en calostro y leche

Los lechones recién nacidos tienen una escasa reserva energética y son altamente
sensibles al frio, por eso un suficiente aporte de leche es fundamental para evitar su
muerte (Pettigrew, 1981).

El consumo de CLA durante la lactacion incrementa la concentracion de CLA en la
leche de las ratas (Chin et al., 1994), vacas (de Veth et al., 2004) y cerdas (Bee, 2000a).
En las vacas de leche, la inclusién del CLA en la dieta, altera la composicion de AG de
la leche y produce un descenso en su contenido graso (Chouinard et al., 1999, Loor y
Herbein., 1998). La comparacion de la composicion de la leche de los rumiantes con la
de las cerdas, se observa una gran diferencia en el contenido en AG de cadena corta
(Tabla 13).

Ademas la utilizaciéon de CLA en los piensos de cerdas reproductoras aporta beneficios
desde un punto de vista reproductivo. El CLA mejora la sensibilidad a la insulina
(Houseknecht et al, 1998) teniendo un efecto doblemente positivo. Primero por la
relacion existente entre la insulina y niveles de LH/FSH que determinan en cierta
manera el nivel de ovulacion de las cerdas durante su celo. En segundo lugar, por el
efecto que tiene también la insulina sobre los niveles de progesterona y la capacidad de
mantener la viabilidad de los 6vulos fecundados, es decir, aumentar la supervivencia

embrionaria. Ademas en el tltimo tercio de la gestacion, es importante no s6lo porque
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regula el peso al nacimiento de los lechones sino porque la inclusién de CLA en dietas
de reproductoras aumenta la cantidad y calidad de calostro, dando mayor proteccion
inmunitaria a los lechones, tan importante en situaciones donde la presion de infeccion

o los agentes patdogenos se hacen muy agresivos.

Por tanto el lechon debe enfrentarse con los siguientes desafios para utilizar de forma
eficiente su alimento materno:
a) Debido al alto contenido en grasa de la leche de cerda, lo lechones se ven
obligados a utilizar los acidos grasos como fuente de energia.
b) Los acidos grasos de cadena media o larga (del palmitico para arriba,
incluyendo el propio palmitico), se utilizan muy mal para produccion de energia.
Entre otras cosas, deben introducirse en la mitocondria para beta-oxidarse. A
diferencia de los rumiantes (que tienen AG de cadena corta), la leche de la cerda
tiene una gran cantidad de AG de cadena media y larga, por lo que es esperable

que haya grandes dificultades para su utilizaciéon metabdlica.

La composicion de AG del calostro y de la leche depende del tipo de grasa
suplementada por la dieta (Pettersen y Opstvedt., 1991, Lauridsen et al., 2004), asi
como la acumulacion de CLA en los tejidos de los animales depende entre otras cosas
de la dosis administrada, del periodo de administracion y la composicion de AG (Lopez
Bote et al., 2004).Es posible que el CLA (que es un potente regulador metabolico)
pueda facilitar el metabolismo de AG de la leche.

Los estudios realizados hasta el momento sobre incorporacién de CLA en el pienso de
las reproductoras se han centrado en el efecto que posee sobre la cantidad de grasa
presente en calostro y leche y en la modificacion del perfil de acidos grasos (Bontempo
et al., 2004; Poulos et al., 2004). Si bien los resultados de estos experimentos parecen
claros, los efectos sobre las cerdas y los lechones son mas variables, ya que no se han
observado aspectos como la modificacion en la condicion corporal o un efecto positivo
en la regulacion metabolica de la cerda (Barbinszky et al., 1992) y su progenie (Boyd et
al., 1982). Por tanto, se necesitan mas estudios para evaluar el efecto del CLA en la
regulacion metabdlica tanto de la produccion y la calidad de la leche de las cerdas,

como el efecto que puede tener en su progenie.
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3. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

A partir de las investigaciones iniciadas por Pariza y colaboradores en la Universidad de
Wisconsin hace aproximadamente tres décadas, se ha podido poner de manifiesto el
papel regulador del CLA en un buen nimero de procesos biologicos (Pariza et al., 2001;
Benjamin y Spener, 2009). Para el sector de la produccion porcina el interés del CLA se
centra en tres aspectos especialmente relevantes:

(1) Alterar el metabolismo lipidico, lo que puede permitir mejorar la utilizacion
metabolica de grasas para obtencién de energia en cerdos. Este es un hecho de gran
importancia en algunas situaciones criticas, como es la movilizacién de reservas en
lactacion o en los primeros momentos tras el destete.

(2) Modificar las propiedades de calidad del magro y de la grasa en cerdos de cebo.
Teniendo en cuenta la importancia de la calidad en la produccion porcina espafiola y las
peculiaridades del sistema productivo (que incluye al cerdo ibérico), hemos considerado
interesante establecer una serie de estrategias nutricionales encaminadas a incrementar
los parametros de calidad de los productos derivados del cerdo. En este sentido, la grasa
intramuscular y el perfil de 4cidos grasos que son dos caracteristicas fundamentales que
determinan la calidad de los productos. La incorporacién del CLA en el pienso del
ganado porcino es capaz de modificar estos dos parametros, por lo que el estudio de los
efectos que produce este aditivo en el pienso de los animales es de gran interés.

(3) Aumentar la concentracion de los dos principales isomeros (¢9,¢11 y ¢10,c12) en los

tejidos del cerdo para conseguir que lleguen al consumidor en cantidades apreciables.

El enriquecimiento de CLA de la carne puede ser un hecho de importancia, habida
cuenta del elevado consumo en Espafia del consumo de carne de cerdo y el
proporcionalmente bajo de rumiantes, lo que hace que la ingestion de CLA por el
consumidor espafiol sea muy baja, en comparacién con otros paises europeos (Schmid
et al., 2006). Se hace por tanto preciso establecer la mejor combinacion dosis/tiempo de

administracion para optimizar la concentracion de CLA en los tejidos del cerdo.

75



Planteamiento y objetivos

Teniendo en cuenta toda esta informacion existente, planteamos las distintas

HIPOTESIS de trabajo.

1.- La inclusion del CLA en el pienso de cerdos de cebo afecta al contenido de grasa

intramuscular y a la composicion de acidos grasos

2.- La inclusion de CLA en el pienso de cerdos afecta a la utilizacion metabdlica de

lipidos

3.- La inclusion de CLA en el pienso de cerdas reproductoras afecta al contenido de
grasa de la leche, a la composicion de dcidos grasos de la misma y a su vez se
transfiere al calostro y la leche, enriqueciendo asi los tejidos (subcutaneo y hepatico)

de los lechones lactantes.

Con el objetivo de verificar las distintas hipdtesis, en esta Tesis Doctoral se han
desarrollado cuatro ensayos experimentales. El primero y segundo se disefiaron con el
objetivo de estudiar la posible influencia que el CLA (mezcla de isémeros 50:50) podria
ejercer sobre el metabolismo de lipidos, modificacion del perfil de acidos grasos y el
contenido en grasa intramuscular. El primer experimento se hizo en cerdos de genética
Large White x Landrace (cerdo blanco) y el segundo en cerdos de genética ibérico x
Duroc. El elevado potencial adipogénico del cerdo ibérico puede considerarse como una
caracteristica muy apropiada para estudiar los efectos que la incorporacion del CLA
puede producir.

Los otros dos experimentos se disefiaron con el objetivo de estudiar la influencia que el
CLA incluido en el pienso podria ejercer en cerdas reproductoras (parametros
reproductivos) y su progenie (posible transferencia del CLA a la leche de las cerdas y su

posterior efecto en la composicion corporal de los lechones).
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La utilizacion de CLA en la dieta altera la grasa
intramuscular y la composicion de acidos grasos
del musculo esquelético y del tejido adiposo
subcutaneo en el ganado porcino.

Dietary CLA alters intramuscular fat and fatty acid
composition of pig skeletal muscle and subcutaneous adipose
tissue.

Meat Science 2010, 85 (2), 235-239.

79



Trabajo experimental 1

4. TRABAJO EXPERIMENTAL 1

4.1. RESUMEN

El presente estudio se realizé para determinar el efecto que produce la incorporacion de
diferentes niveles de acido linoleico conjugado (CLA) sobre la cantidad de grasa
intramuscular (GIM) y la composicion de acidos grasos del musculo esquelético y grasa
subcutanea en cerdos desde los 59.5 kg a los 133.5 kg. Para ello se realiz6 un
experimento con 40 hembras Large White x (Large White x Landrace), que fueron
alimentadas con piensos en los que se incluyeron 4 niveles (0, 0.5, 1 y 2%) de un aceite
comercial enriquecido con CLA (CLA-60 Loderstar, Bélgica), que contenia u#n
aproximadamente un 60% de isomeros de CLA (30% cis-9, trans-11 y 30% de trans-
10, cis-12). Después de 85 dias de prueba los animales fueron sacrificados
determinandose entonces los pesos de la canal, el jamon, el lomo y las paletas.

En los animales alimentados con piensos enriquecidos con CLA se observé un aumento
del peso del lomo (P <0.01) y del peso combinado de la suma de las paletas, jamones y
lomos (P <0.02). El contenido de GIM en el musculo L. dorsi también se increment6 en
aquellos animales alimentados con CLA (P <0.001) y este incremento mostré una
respuesta lineal frente a la incorporacion de concentraciones crecientes de CLA. La
inclusion de CLA en los piensos aument6 el porcentaje de acidos grasos saturados
(AGS) y disminuy¢ el de los 4cidos grasos monoinsaturados (AGMI) en el musculo y el
tejido adiposo (P <0.001). Los piensos con un 1% de CLA aumentaron la GIM de los

cerdos sacrificados con un peso medio de 133.5 kg.

4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Animales y dietas

Los cuidados de los animales y los procedimientos experimentales usados en este
experimento fueron aprobados por la Universidad Complutense de Madrid. Se usaron
40 cerdas hembras Large White x (Large White x Landrace) de 59.5 kg (x1.5) de peso
vivo. Los cerdos fueron distribuidos al azar en 4 grupos. Los piensos se formularon con
4 niveles (0, 0.5, 1 y 2%) de un aceite comercial enriquecido con CLA (CLA-60
Loderstar, Bélgica) que contenia aproximadamente un 60% de isdbmeros de CLA en su

forma éster (30% cis-9, trans-11 'y 30% de trans-10, cis-12). Todas las dietas fueron
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formuladas para proporcionar niveles de proteinas y energia similares, teniendo en
cuenta las necesidades nutricionales de las cerdas consideradas en base a su peso
corporal segtn el Consejo Nacional de Investigacion (1998).

Las dietas se proporcionaron ad [libitum durante 85 dias. Antes del comienzo del
experimento, todas las cerdas fueron sometidas a la misma alimentacion y manejo. Los

animales fueron sacrificados en un matadero local con 133,5 (% 2,2) kg de peso vivo.

Los ingredientes, la composicion quimica y los principales AG de las raciones
experimentales se muestran en la Tabla 1. La determinacion de la composicion de los
piensos (por triplicado) se realizé siguiendo la metodologia propuesta por la AOAC
(2005). Los AG de la dieta se extrajeron y se cuantificaron por el procedimiento del
one-step descrito por Sukhija y Palmquist (1988) a partir de muestras liofilizadas. El
acido pentadecanoico (C15:0) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) fue utilizado como
patron interno. Los ésteres metilicos de AG se analizaron mediante cromatografia de
gases utilizando un aparato Hewlett-Packard HP-6890 (Avondale, PA, EE.UU.)
equipado con un detector de ionizacién de llama y una columna capilar HP-Innowax

(100 x 0,32 x 0,25 de polietilenglicol) (Lopez-Bote, Isabel Ruiz, y Daza, 2003).

4.2.2. Toma de muestras y analisis quimico

Los lipidos de la grasa dorsal subcutanea fueron extraidos por el procedimiento
propuesto por Bligh y Dyer (1959). La GIM del musculo L. dorsi (dorsal largo) se
extrajo con una mezcla de cloroformo / metanol (2:1 v / v) siguiendo el procedimiento
descrito por Folch, Lees, y Stanley (1957). Los extractos lipidicos fueron metilados en
presencia de metdxido de sodio (Christie, 1982) y se analizaron como se describe para

los AG de la dieta.

4.2.3. Analisis estadistico

El andlisis de varianza (ANOVA) se llevo a cabo para evaluar el efecto del nivel de
CLA en el pienso sobre la canal, calidad de la grasa, y el perfil de AG en la grasa dorsal
subcutanea y GIM. Ademas, se utilizd el método descrito por Robbins (1986), analisis
de doble pendiente, para determinar la minima concentraciéon de CLA en la dieta que
provoco un cambio en la relacion C18:1 n-9/C18:0 en el tejido adiposo subcutaneo y en
el tejido intramuscular. El nivel de significacion estadistica para todos los analisis fue

predeterminado (P <0.05). El test de Duncan se utilizd para separar las medias de los
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tratamientos, y el analisis de regresion fue utilizado para medir el tipo de respuesta
lineal (L) o cuadratica (Q) frente al nivel de inclusion de CLA. La comparacion de las
pendientes de las ecuaciones de regresion se llevo a cabo mediante el test de Student.
Los datos fueron analizados utilizando la versién 9.1 del paquete estadistico SAS

(2002).

4.3. RESULTADOS

El peso de la canal y el rendimiento canal no se vieron afectados por el contenido en
CLA de los piensos experimentales (Tabla 2). Los piensos enriquecidos con CLA
aumentaron el peso del lomo (P <0.01) y peso combinado de jamones + paletas+ lomos
(P <0.02) (Tabla 2). La conductividad eléctrica se midi6 en los jamones y fue menor en
los jamones de los cerdos alimentados con un 2% de CLA comparados con los cerdos
alimentados con la dieta control. La conductividad eléctrica se utiliza con frecuencia
para estimar la desnaturalizacidon de las proteinas y la retencidon de agua, lo que sugiere
que un alto nivel de inclusion de CLA puede producir un jamén con mejores
propiedades tecnologicas. Por otra parte la conductividad eléctrica también puede ser
asociada negativamente con el contenido en GIM.

EL contenido de GIM se vio afectada por el nivel de incorporacion de CLA en el pienso
(P <0.001) y se observé una respuesta lineal (GIM = 2.13 (= 0.074) + 0,19 (£ 0,07) X %
dieta CLA) (R2 = 0,23, RSD = 0,26, P <0.01). Si bien la incorporaciéon de un 0,5% de
CLA no mostr6 diferencias estadisticas con el nivel de 0 %, la inclusion de un 1% y un
2% de CLA en el pienso dio lugar a un marcado aumento en el contenido de GIM (16%

y 19%, respectivamente).

El perfil de AG de la grasa subcutanea de cerdos alimentados con dietas que incorporan
distintos niveles de CLA se muestran en la Tabla 3. El aumento de la concentracion de
CLA en la alimentacion tuvo una influencia positiva (P <0.05) sobre el C12:0, C14:0,
C16:0, C18:0, AGS, ¢9,t11-CLA, ¢10,c12-CLA y la proporcién de AGPI, y un efecto
negativo sobre el C16:1 n-7, C18:1 n-9, C18:1 n-7, C18:3 n-3, C18:4 n-3 y la
proporcion de  AGMI, mientras que el C16:1 n-9, C18:2 n-6 y el C20:0 no se vieron
afectados por el contenido de CLA. La acumulacion del isémero ¢9,¢/11-CLA en el

tejido subcutaneo fue mayor que la del isomero ¢/0,c12-CLA.
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El perfil de AG de la grasa intramuscular del musculo L. dorsi de los cerdos
alimentados con piensos que incorporaron distintos niveles de CLA se presentan en la
Tabla 4. El aumento de la concentracion de CLA en la alimentacion tuvo una influencia
positiva (P <0.05) sobre el C16:0, C18:0, AGS, ¢9,¢/11-CLA y ¢10,c12-CLA y un efecto
negativo sobre el C16:1 n-9, C18:1 n-9, C18:3 n-3 y la proporcién de AGMI, mientras
que el C18:2 n-6, C18:4, C20:0 y los AGPI no se vieron afectados por el contenido de
CLA

El incremento de la concentracion de C16:0 en la grasa subcutdnea fue menor que en la
GMLI, mientras que de forma opuesta la respuesta observada a la concentracion de C18:0
resultd mayor en la grasa subcutanea, este hecho puede indicarnos que existen
diferencias en la regulacion que ejerce el CLA sobre el metabolismo de los lipidos en
los diferentes tejidos animales. La disminucion de C18:1 n-9 resultd menor en la GIM
que en el tejido adiposo subcutineo, sugiriendo que el CLA es menos efectivo en la
regulacion de la enzima delta-9-desaturasa en el tejido muscular que en el tejido

adiposo.

El analisis de doble pendiente (two-slope broken line) realizado sobre la relacion C18:1
n-9/C18:0 en el tejido subcutaneo y en la GIM, mostr6 una respuesta de diferente
magnitud en los dos tejidos, respecto a la incorporacion de CLA en la alimentacion de
los animales, en el rango 0-0,65% (pendiente SC= -2,4+0,22 vs pendiente GIM= -
1,60+0,31). La minima concentracion de CLA que provocd un cambio en la relacion
C18:1 n-9/C18:0 en el tejido adiposo subcutaneo fue de 0,65 y en el tejido

intramuscular resulto ser de 0,6.
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4.4. TABLAS Y FIGURAS TRABAJO EXPERIMENTAL 1

. i icid uimi iz icid aci
Tabla 1. Ingredientes, composicion mica analizada y composicion de acidos
grasos de los piensos experimentales.

Nivel de CLA (%)
Ingredientes (%) 0.0 0.5 1 2
Cebada 50 50 50 50
Trigo 14 14 14 14
Maiz 10 10 10 10
Soja 44 18 18 18 18
Sorgo 1 1 1 1
Manteca 1 0 0 0
Aceite enriquecido con CLA' 0 0.5 1 2
Carbonato calcico 1 1 1 1
Fosfato bicalcico 0.50 0.50 0.50 0.50
Sal fina 0.40 0.40 0.40 0.40
Corrector vitaminico-mineral 0.35 0.35 0.35 0.35
Composicion quimica (%)
Fibra bruta 4.60 4.50 4.40 4.40
Proteina bruta 15.50 15.50 15.50 15.50
Grasa bruta 4.0 42 4.5 4.6
Cenizas 5.20 5.20 5.20 5.20
Composicion de acidos grasos (%)
C14:0 0.84 0.78 0.71 0.61
C16:0 21.19 20.53 19.48 17.1
C16:1 n-7 1.17 1.17 1.06 0.92
C18:0 6.15 6.14 6.04 5.74
C18:1 n-9 27.73 28.41 28.78 28.7
C18:2n-6 37.78 32.44 29.11 23.71
c9,t11 CLA' 0.00 2.16 4.86 8.78
t10,c12 CLA' 0.00 2.05 4.72 8.63
2AGS 28.18 27.45 26.23 23.45
2> AGMI 28.90 29.58 29.84 29.62
2 AGPI 37.86 32.55 29.24 25.86

ICLA (60% isomeros de CLA, mitad cis-9,trans-11 y mitad trans-10, cis-12) suministrado por Loderstar™
(Wormerveer, Holanda)

YAGS, XAGMI, ZAGPI = suma de la concentracion de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.
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Tabla 2. Caracteristicas de la canal de los animales experimentales de acuerdo con
los niveles de CLA en el pienso.

Nivel de CLA (%) RMSE®  P-valor
0.0 0.5 1.0 2.0
Peso sacrificio (kg) 133.33 133.19 13045 13739  8.64 0.39
Peso canal (kg) 109.56 107.75 10630 113.00  7.03 0.19
Rendimiento canal (%) 82.17 80.90 81.49  82.25 4.53 0.95
Peso jamon (kg) 15.18 1509 1500 16.00 1.00 0.06
Peso paleta (kg) 9.39 9.14 931 9.8l 0.63 0.08
Peso lomo (kg) 4.11° 408"  4.09° 447 0.33 0.01
Peso costillar (kg) 6.54 6.26 6.50 6.71 0.57 0.39
Peso panceta (kg) 5.14 4.85 5.24 5.33 0.76 0.63
Peso de (Jamén + Paleta + Lomo) 28.68° 28.30° 28.40° 30.28° 1.73 0.02
Conductividad eléctrica jamén derecho 7.29° 4.66™ 440" 359" 1.22 0.05
GIM del L. dorsi (%) ™ 2.04° 2.12°  2.53° 254 0.24 <0.001

b Valores de una misma fila sin un superindice comun son diferentes significativamente (P<0.05).
‘RMSE = raiz cuadrada del cuadrado medio del errror
L= Respuesta lineal a la administracion de CLA en el pienso
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos (% total de acidos grasos) de la grasa dorsal
subcutanea de acuerdo con los niveles de CLA el pienso.

Acidos grasos Nivel de CLA (%) RMSE ¢ P-valor
0.0 0.5 1 2

C12:0™9 0.07* 0.10° 0.12° 0.13¢ 0.01 <0.001
C14:09 1.39° 1.83° 2.22° 2.33¢ 0.22 <0.001
C16:0-9 23.33° 24.43° 25.81° 26.34° 1.13 <0.001
C16:1 n-9 0.42 0.44 0.37 0.39 0.10 0.572

Cl16:1 n-7" 2.50° 2.45° 2.35° 1.85° 0.28 <0.001
C18:0™Q 11.72° 15.13° 16.81° 18.38¢ 1.33 <0.001
C18:1 n-9™? 42.65° 36.72° 33.31° 30.33¢ 1.25 <0.001
C18:1 n-7Q 3.15° 2.72° 2.49° 2.17¢ 0.17 <0.001
C18:2n-6 12.63 13.39 12.99 12.75 1.91 0.824

C18:3 n-3-Q 1.09° 0.96" 0.85° 0.78° 0.08 <0.001
¢9,t11 CLA® n.d® 0.63" 1.21° 2.42¢ 0.14 <0.001
t10,c12 CLA® n.d® 0.26 0.58° 1.27 0.09 <0.001
C18:4 n-3 0.65 0.64° 0.59* 0.57° 0.06 0.027

C20:0 0.17 0.18 0.17 0.17 0.02 0.559

TAGS*™Q 36.69° 41.70° 45.17° 47.36° 2.09 <0.001
TAGMI™Q 48.79* 42.42° 38.61¢ 34.84¢ 1.37 <0.001
TAGPI 14.37 14.98 14.43 14.10 1.92 0.774

TAGMI/ZAGS™? 1.33° 1.02° 0.86° 0.74 0.06 <0.001
C16:1n-7/C16:0" 0.11° 0.10® 0.09° 0.07° 0.01 <0.001
C18:1n-9/C18:0-? 3.65 2.46° 1.99° 1.66° 0.23 <0.001

abedyalores de una misma fila sin un superindice comiin son diferentes significativamente (P< 0.05).

‘RMSE = raiz cuadrada del cuadrado medio del error

L = Respuesta lineal a la administracion de CLA en el pienso (P<0.05)

Q = Respuesta quadratica a la administracion de CLA en el pienso (P<0.05)

n.d= no detectado

YAGS, XAGMI, XAGPI = suma de la concentracion de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos de la grasa intramuscular del Longissimus dorsi

(% total de acidos grasos) de acuerdo con los niveles de CLA en el pienso.

Acidos grasos Nivel de CLA (%) RMSE* P-valor
0.0 0.5 1 2
C12:0 0.04 0.00 0.05 0.06 0.04 0.501
C14:0® 0.83¢ 0.99™ 1.14° 1.28* 0.23 0.005
C16:0" 28.44°  29.78°  31.53°  33.86" 1.45 <0.001
Cl16:1 n-9" 0.18° 0.12° 0.12°  0.09° 0.03 0.006
Cl16:1 n-7 2.58 2.43 2.22 2.13 0.63 0.395
C18:0™Q 11.59°  13.78*  14.53*  14.70° 0.84 <0.001
C18:1n-9 38.79°  35.14°  33.56™  31.35° 2.76 <0.001
C18:1 n-7 2.96" 2.60 2.55% 238" 0.35 0.030
C18:2 n-6 12.87 14.03 12.58  12.07 3.25 0.702
C18:3 n-3" 0.31° 0.28% 0.24™  0.20° 0.04 <0.001
c9,t11 CLA® n.d 0.14" 0.21° 0.40° 0.07 <0.001
tl,c12 CLA® n.d® 0.00° 0.08  0.15° 0.04 0.002
C18:4 n-3 0.48 0.18 0.16 0.15 0.26 0.128
C20:0 1.33 1.75 1.47 1.22 0.54 0.463
>AGSHQ 41.95%  4542°  48.52° 51117 1.42 <0.001
SAGMIY 44.47*  40.27°  38.38™  35.93° 2.76 <0.001
>AGPI 13.57 14.25 12.89 1243 3.30 0.674
SAGMI/YAGS™Q 1.06° 0.88" 0.79°  0.70° 0.06 <0.001
C16:1 n-7/C16:0 0.09 0.08 0.07 0.07 0.02 0.135
C18:1 n-9/C18:0™? 3.35° 2.55 232 2.13° 0.26 <0.001

228 yalores de una misma fila sin un superindice comun son diferentes significativamente (P< 0.05).

‘RMSE = raiz cuadrada del cuadrado medio del error
L = Respuesta lineal a la administracion de CLA en el pienso (P<0.05)

Q = Respuesta quadratica a la administracion de CLA en el pienso (P<0.05)

n.d= no detectado

YAGS, XAGMI, XAGPI = suma de la concentracion de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados

respectivamente.
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Figura 1. Doble pendiente broken-line para el contenido de C18:1n-9/C18:0 en la
grasa dorsal subcutinea (SC) (linea continua) y en la grasa del misculo
Longissimus dorsi (IM) (linea discontinua) de acuerdo a la concentracion de CLA
en el pienso y los valores medios observados para cada tratamiento (n =10 por
tratamiento).
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El punto de corte para la grasa dorsal subcutanea fue de 0.65%. (Y-meseta = 2.16; pendiente por debajo del punto de
corte= —2.40; pendiente por encima del punto de corte = —0.32).

El punto de corte para la IMF fue de 0.60%. (Y-meseta =2.40; pendiente por debajo del punto de corte =—1.60;
pendiente por encima del punto de corte = —0.16).
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Figura 2. Respuesta lineal entre la concentracion de c9,t11-CLA (linea discontinua)
y de t10,c12-CLA (linea continua) respecto al nivel de CLA administrado en el
pienso sobre el tejido subcutineo (SC), (®), (0) e intramuscular (IM), (m), (0),
correspondiente a los valores actuales analizados para el tejido subcutineo e
intramuscular, respectivamente.
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€9,¢11-CLA = 1.16x + (0.03) + 0.07 = (0.03) (p < 0.0001), R? = 0.98; RMSE" = 0.13
110,c12-CLA = 0.62x + (0.02) -0.006 % (0.02) (p < 0.0001) R2 = 0.97; RMSE® = 0.089.

Intramuscular

¢9,t11-CLA = 0.20x £ (0.02) - 0.02 £ (0.04) (p < 0.0001), R%=0.80; RMSE® = 0.065.
t10,c12-CLA = 0.068x = (0.01) - 0.017 £ (0.02) (p < 0.0003), R2=0.57; RMSE" = 0.035.
(x =% de CLA en la dieta).

R? = coeficiente de determinacion.

RMSE" = raiz cuadrada del cuadrado medio del error.
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La suplementacion de CLA en el pienso modifica
la composicion de acidos grasos de la grasa
subcutanea e intramuscular en cerdos pesados
ibérico x Duroc durante la fase de acabado.

Dietary CLA supplementation and gender modify fatty acid
composition of subcutaneous and intramuscular fat in Iberian

X Duroc finishing heavy pigs.

Spanish Journal of Agricultural Research 2010, 8 (4).
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5. TRABAJO EXPERIMENTAL 2

5.1. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue valorar el efecto del enriquecimiento con acido
linoleico conjugado (CLA), en la dieta de cerdos grasos y pesados durante la fase de
acabado, sobre el crecimiento, el rendimiento de la canal y la composicion de acidos
grasos (AG) en la grasa subcutanea e intramuscular, incluyendo la concentracion de los
principales isomeros del CLA. Se usaron cuarenta cerdos castrados Ibérico x Duroc,
mitad machos (CM) y mitad hembras (CF), con un peso vivo de 120 (+2,83) kg. Los
cerdos se alimentaron con dietas experimentales que contenian dos niveles de CLA (0 y
1 %). No se observd ningtn efecto de la incorporacion del CLA sobre el espesor de
grasa subcutanea o en la concentracion de GIM. La incorporacion de CLFA incremento
la concentracion de C16:0, C18:0, ¢9,711-CLA, ¢10,c12-CLA y la proporcion de acidos
grasos saturados (AGS) y redujo el C18:1 n-9, C18:2 n-6, las proporciones de acidos
grasos monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI) y las proporciones de
AGMI/AGS y C18:1 n-9/C18:0 y C16:1 n-7/C16:0 en la grasa subcutanea. En la GIM la
suplementacion de CLA en el pienso incrementd el porcentaje de C16:0, de AGS,
c9,t11 y t10,c12 y redujo el porcentaje de C18:1 n-9 y de los AGMI, AGMI/AGS y
C18:1 n-9/C18:0, pero no observamos ningun efecto sobre la proporcion de C18:2 n-6 y
los AGPI. El sexo tuvo influencia sobre la concentracion de AG de la grasa subcutanea,
pero no se observd ningun efecto del sexo sobre los AG del tejido intramuscular. La
acumulacion de los isomeros de CLA fue menor en los cerdos grasos que en los cerdos
de genotipo magro probablemente como consecuencia de la mayor concentracion de

grasa de la canal en los primeros.

5.2. MATERIAL Y METODOS

5.2.1. Animales y dietas

Los cuidados de los animales y los procedimientos experimentales usados en este
experimento fueron aprobados por la Universidad Complutense de Madrid. Se utilizaron
cuarenta cerdos castrados Ibérico x Duroc, mitad machos y mitad hembras, con un peso
de 120 (£2,83) kg. Los cerdos se distribuyeron al azar en ocho corrales de cinco

animales (CM y CF). Los piensos se formularon con 2 niveles (0 y 1 %) de un aceite
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comercial enriquecido con CLA (CLA-60 Loderstar, Bélgica) que contenia
aproximadamente un 60% de isomeros de CLA en su forma éster (30% cis-9, trans-11'y
30% de trans-10, cis-12). Todos los piensos fueron formulados para proporcionar
niveles de proteina y energia similares. Las dietas se proporcionaron ad libitum durante
42 dias. Antes del comienzo del experimento, todos los cerdos fueron sometidos a la
misma alimentacién y manejo. Los cerdos fueron sacrificados en un matadero local con

un peso vivo de 153.3 (= 3,0) kg.

Los ingredientes, la composicion quimica y los principales AG de los piensos
experimentales se muestran en la Tabla 1. La determinacion de la composicion de los
alimentos (por triplicado) siguiendo la metodologia propuesta por la AOAC (2005). Los
AG de la dieta se extrajeron y se cuantificaron por el procedimiento del one-step
descrito por Sukhija y Palmquist (1988) a partir de muestras liofilizadas. El acido
pentadecanoico (C15:0) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) fue utilizado como patrén
interno. Los ésteres metilicos de AG se analizaron mediante cromatografia de gases
utilizando un aparato Hewlett-Packard HP-6890 (Avondale, PA, EE.UU.) equipado con
un detector de ionizacion de llama y una columna capilar HP-Innowax (100 x 0,32 x

0,25 de polietilenglicol) (Kramer et al., 1998).

5.2.2. Toma de muestras y analisis quimico

En el sacrificio se registraron los pesos de la canal, el rendimiento de la canal, los pesos
de los jamones, paletas, chuleteros, costillas y panceta. Se tomaron muestras de grasa
subcutanea y del musculo L. dorsi a nivel de la ultima costilla, las cuales fueron pesadas
y envasadas al vacio en un envase con bajos niveles de oxigeno, y se conservaron
congeladas a -20 ° C para el andlisis de AG. Se tomaron también muestras de tejido
hepatico (aproximadamente 30 g) se colocaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a

-80 ° C para los analisis de actividad enzimatica.

Los lipidos de la grasa subcutdnea y de la grasa intramuscular del musculo L. dorsi
(dorsal largo) se extrajeron con una mezcla de cloroformo / metanol (2:1 v / v)
siguiendo el procedimiento descrito por Folch, Lees, y Stanley (1957). Los extractos de
los lipidos fueron metilados en presencia de metdxido de sodio (Christie, 1982) y se

analizaron como se describen para los AG del pienso.
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5.2.3. Ensayos enzimaticos

La actividad de las enzimas malico (ME) y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) se
determiné en extractos de higado siguiendo la metodologia descrita por Alvarez et al.
(2000). Las cantidades pesadas de las muestras de tejido hepatico fueron
homogeneizadas con un equipo de rotor/estator (Turrax Ultra T18basic IKAw;
Labortechnik, Staufen, Alemania) en 3 vol. de tampon (20 mM Tris-HCI, 0.25-M de
sacarosa, 2 mM-etilendiamina-tetracetato (EDTA), pH 7.4 y centrifugados a 20,000 rpm
durante 40 min. Las actividades de la G6PD y la ME se determinaron utilizando
ensayos espectrofotométricos después de la formaciéon de NADPH a 340 nm. La
concentracion hepatica de la proteina soluble se determin6 por el método de Bradford
(1976) usando albumina sérica bovina como estandar. Todos los ensayos enzimaticos se
realizaron a 37°C. Todos los ensayos enzimaticos se realizaron por triplicado. Las
unidades de actividad enzimatica (IU) se definen como los umol de sustrato convertido
en producto por minuto a la temperatura de ensayo, expresados por mg de proteina
soluble del higado (actividad especifica). Todos los productos quimicos fueron
suministrados por Amersham Biosciences (Upsala, Suecia) y por Sigma-Aldrich

(Madrid, Espafia).

5.2.4. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM de SAS (SAS Inst. Inc.,
Cary, NC, 2002). Se estudiaron los efectos del nivel de CLA en la dieta, el sexo y la
interaccion CLA por el sexo. La unidad experimental fue el corral para todos los
analisis realizados. Los datos se presentan como la media y el error estdndar de la
media. El peso inicial fue utilizado como covariable para las variables productivas, y el
peso canal para las caracteristicas de la canal. Cuando las covariables no fueron
significativas (P> 0.05), fueron eliminadas del modelo. Las diferencias se consideraron
significativas con un valor P <0.05 y los valores de P entre 0.05 y 0.10 se consideraron

una tendencia.

5.3. RESULTADOS

La incorporaciéon de CLA en el pienso y el sexo no influyeron (P> 0,05) sobre la
ganancia media diaria de peso (GMD), consumo de alimento (ADFGI) y la conversion
de alimentos (FCE). La GMD, ADFGI Y FCE fueron 785,7 g, 3,59 kg y 4,57 kg/kg y
79,2 g, 3,42 kg y 4,31 kg/kg para los tratamientos 0 y 1 % de CLA respectivamente. Los

96



Trabajo experimental 2

valores de ADG, ADFI FCE fueron, 809,5 g, 3,61 kg y 4,46 kg/kg para los CM y 771,4
g, 3,40 kg y 4,41 kg/kg para las CF.

La incorporacion de CLA en el pienso no tuvo ningun efecto sobre las caracteristicas de
la canal (Tabla 2). La dieta con CLA tendia a incrementar el peso al sacrificio en los
CM comparados con las CF (P<0.05) y aument6 la suma del peso combinado de
jamones, paletas y lomos (H + F + L) (P=0.10). El peso de las paletas (FW) fue mayor
en los CM que en las CF (P=0.03), mientras que el peso de tocino (BW) tendia a ser
mayor en las CF que en los CM (P=0.05). La interaccion de la suplementacion de CLA

x Sexo no tuvo efecto (P>0.05) para todas las caracteristicas de la canal estudiadas.

El efecto de la incorporacion de CLA en el pienso y el sexo sobre el perfil de AG de la
grasa dorsal subcutanea se presenta en la Tabla 3. La incorporaciéon de CLA aumento la
proporcion de los AG, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0 y la proporcion de AGS aumento de
un 40,02% a un 44,48% en los cerdos alimentados con piensos que incorporaban un 1 %
de CLA en comparacion con los que recibieron la dieta control. La concentracion de
C18:1 n-9, AGMI, C18:2 n-6 y AGPI disminuy6 en los cerdos alimentados con piensos
suplementados con CLA. El CLA aument6 la proporcion de los isémeros ¢9,/11-CLA y
t10,c12-CLA en la grasa dorsal subcutanea y redujo las proporciones de AGMI/AGS,
C18: 1 n-9/C18:0 y C16:1 n-7/C16:0. El aumento de C18:0 result6 significativo solo en

el tejido adiposo subcuténeo.

La grasa dorsal subcutdnea de los CM presentd mayores concentraciones de C18: 0 y
AGS (P <0.05) y menores proporciones de AGMI y de los relaciones AGMI / AGS y
C18: 1 n-9/C18: 0 que los de las CF, mientras que el porcentaje de C16:0 (P=0.07) y
C18:1 n-9 (P=0.06) tendieron a ser mayor y menor respectivamente en los CM que en

las CF.

De acuerdo con los resultados que se muestran en la Tabla 4, la GIM del musculo L.
dorsi de los cerdos alimentados con CLA se incrementd en el porcentaje de C12:0,
C14:0, C16:0, C16:1 n-7, AGS, ¢9,¢/11-CLA y ¢10,c12-CLA, también se redujo la
concentracion C18:1 n-9 y de AGMI y las proporciones de AGMI / AGS y C18:1 n-9 /
C18:0 y no se observo ningun efecto sobre el porcentaje de C18:2 n-6 y la
concentracion de AGPI. El sexo no tuvo efecto (P> 0.05) sobre el perfil de AG de la
GIM (Tabla 4). Sin embargo, los CM tendieron (P <0.10) a tener mayores proporciones
de C18:0, AGS y ¢9,¢11-CLA y menores proporciones de AGMI, AGMI/ AGS y C18:1
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n-9/C18: 0 que las CF. La interaccion de la suplementacion de CLA x Sexo no tuvo

ningun efecto sobre los AG.

La proporcion de CLA acumulada en el tejido adiposo subcutaneo fue de 0,33% y
0,18% respectivamente para los isomeros ¢9,t11-CLA y ¢10,c12-CLA en los animales
que consumieron el pienso con un 1% CLA. En la GIM la proporcion de ¢9,111-CLA y
t10,c12-CLA result6 de 0.07% y 0.01% respectivamente. La incorporacion de CLA en
el pienso, el sexo y la interaccion del suplemento de CLA x sexo no tuvo ningun efecto

sobre la actividad de G6PD y ME en el higado (Tabla 5).
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5.4. TABLAS TRABAJO EXPERIMENTAL 2

Tabla 1. Ingredientes (%), composicion quimica analizada (%) y composicion de
acidos grasos (%) de los piensos experimentales.

Ingredientes (%) 0% CLA 1% CLA
Cebada 50.0 50.0
Trigo 22.0 22.0
Maiz 13.6 13.6
Harina de soja (44%) 11.0 11.0
Aceite de soja 1.0 0.0
Aceite enriquecido con CLA' 0.0 1.0
Carbonato calcico 1.3 1.3
Fosfato bicalcico 0.5 0.5
Sal fina 0.4 0.4
Corrector vitaminico-mineral 0.3 0.3
Composicion calculada

Energia neta (kcal kg™) 2222 2222
Composicion quimica (%)

Cenizas 4.90 4.90
Fibra bruta 4.74 4.74
Proteina bruta 14.42 14.42
Grasa bruta 3.80 4.30
Composicion de acidos grasos (%)

C12:0 0.05 0.07
C14:0 0.29 0.25
C16:0 15.89 15.74
C16:1 n-9 0.06 0.05
C16:1 n-7 0.16 0.15
C18:0 3.28 3.21
C18:1n-9 21.11 21.77
C18:1 n-7 1.07 0.96
C18:2 n-6 52.02 44.01
C18:3n-3 5.37 4.26
9,t11-CLA 0.00 4.45
t10,¢12-CLA 0.00 4.38
> AGS® 19.51 17.87
> AGMI’ 22.40 22.93
> AGPI’ 57.40 57.10

'cLA (60% isomeros de CLA, mitad cis-9,frans-11 y mitad trans-10, cis-12) suministrado por Loderstar™
(Wormerveer, Holanda)

2YAGS, ZAGMI, ZAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.
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Tabla 2. Efecto de la incorporacion de CLA en el pienso y el sexo sobre las caracteristicas de la canal.

Variables' % CLA en pienso Sexo(S) SEM’* P-valor

0 1 MC' HC' CLA Sexo(S) CLAxS PC!
Peso inicial (kg) 121.6 118.4 123.5 116.5 2.83 0.53 0.18 0.56 -
Peso sacrificio (kg) 154.6 151.8 157.5 148.9 3.00 0.50 0.05 0.54 -
Peso canal (kg) 123.1 119.8 124.7 118.3 2.56 0.37 0.09 0.61 -
Rendimiento canal (%) 79.6 78.9 79.1 79.4 0.36 0.17 0.64 0.85 -
Peso jamon (kg) 28.9 29.5 29.1 29.2 0.24 0.12 0.76 0.91 <0.01
Peso paleta (kg) 223 22.4 22.7° 22.0° 0.20 0.57 0.03 0.96 <0.01
Peso lomo derecho (kg) 2.0 2.0 2.9 2.1 0.06 0.97 0.20 0.73 <0.01
Jamoén+paletatlomo (kg) 53.2 53.9 53.8 533 0.29 0.10 0.32 0.84 <0.01
Peso costillar (kg) 5.3 5.3 5.3 5.3 0.10 0.89 0.89 0.75 <0.01
Peso panceta (kg) 12.8 12.7 12.6 12.9 0.13 0.49 0.05 0.17 <0.01
Espesor graso dorsal (cm) 7.5 7.3 7.3 7.5 0.21 0.65 0.41 0.10 <0.01
Espesor de la grasa subcutanea del jamon (cm) 7.4 7.3 7.2 7.5 0.20 0.78 0.23 0.96 <0.01
Grasa intramuscular del L. dorsi (%) 9.4 10.6 10.2 9.8 0.63 0.21 0.67 0.96 0.97

"™MC = machos castrados. HC = hembras castradas. PC = peso canal.
SEM = error estandar de la media
**Valores de una misma fila sin un superindice comun son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Tabla 3. Perfil de acidos grasos (%) de la grasa dorsal subcutinea de acuerdo con

los niveles de CLA en el pienso y el sexo.

% CLA en pienso Sexo (S)

SEM?>

Acidos grasos P-valor
0 1 MC! HC! CLA S CLA xS

C12:0 0.10° 0.13° 0.11 0.12  0.002 <0.01 0.40 0.14
C14:0 1.59° 2.06° 1.83 1.82  0.032 <0.01 0.77 0.93
C16:0 25.52° 27.20° 26,60 26.12  0.19 <0.01 0.07 0.77
C16:1 n-7 2.04 1.99 2.00 204  0.044 043 0.52 0.69
C18:0 12.82° 15.08° 1427 13.63° 0221 <0.01 0.05 0.88
C18:1n-9 43.25° 38.94°  40.69 4149 0271 <0.01 0.06 0.52
C18:1 n-7 245 2.46 2.42 251 0062 0.99 0.42 0.81
C18:2 n-6 10.89° 10.38° 1052  10.75 0.16  0.03 0.35 0.51
C18:3 n-3 1.34 1.23 1.30 127  0.042  0.05 0.60 0.55
¢9,¢11-CLA 0.00° 0.33° 0.17 0.16  0.009 <0.01 0.87 0.87
110,c12-CLA 0.00° 0.18° 0.09 0.09 0.005 <0.01 0.89 0.89
> AGS® 40.02° 4448 4281 41.69° 0342 <0.01 0.02 0.80
* AGMP® 47.74° 4339°  4511° 46.04° 0293 <0.01 0.03 0.64
> AGPI 12.23% 11.61° 11.82 1202 0.162  0.01 0.33 0.75
¥ AGMI/E AGS 1.19° 0.98° 1.05°  1.10° 0.014 <0.01 0.02 0.96
C18:1 n-9/C18:0 3.37° 2.58° 2.85°  3.04°  0.05 <0.01 0.04 0.99
C16:1 n-7/C16:0 0.08° 0.07° 0.08 0.08  0.002 <0.01 0.15 0.64

"'MC = machos castrados. HC = hembras castradas.
2SEM = error estandar de la media

’$AGS, LTAGMI, TAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados

respectivamente.

*>Valores de una misma fila sin un superindice comun son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos de la grasa intramuscular del Longissimus dorsi
(%) de acuerdo con los niveles de CLA en el pienso y el sexo.

Acidos grasos % CLA en pienso Sexo (S) SEM? P-valor
0 1 MC! HC' CLA S CLA xS
C12:0 0.05° 0.06 0.06 0.05 0.001 0.01 0.32 0.16
C14:0 1.09° 1.26 1.19 1.15 0.033 <0.01 0.25 0.27
C16:0 30.95°  32.76° 32.00  31.70  0.360 <0.01 0.41 0.57
C16:1 n-7 2.53° 2.98° 2.69 2.82 0.110 <0.01 0.26 0.46
C18:0 12.36 12.85 1296 1225  0.360 0.19 0.05 0.73
C18:1 n-9 46.62°  43.65° 44.68 4559  0.592 <0.01 0.12 0.12
C18:1 n-7 2.99 2.97 2.94 3.02 0.110 0.85 0.44 0.91
C18:2 n-6 3.03 3.04 3.05 3.02 0.282 0.96 0.91 0.15
C18:3n-3 0.37 0.35 0.38 0.34 0.031 0.60 0.26 0.15
9,t11-CLA 0.00° 0.07° 0.04 0.03 0.004 <0.01 0.07 0.07
110,c12-CLA 0.00° 0.01° 0.01 0.00 0.002 <0.01 0.18 0.18
¥ AGS® 44.45>  46.92° 4621 4516  0.611 <0.01 0.10 0.54
¥ AGMI® 52,15  49.61° 50.32 5144  0.670 <0.01 0.10 0.23
¥ AGPP 3.40 3.47 3.29 3.39 0.182 0.77 0.29 0.15
» AGMI/Z AGS 1.18° 1.05° 1.09 1.14 0.030 <0.01 0.09 0.43
C18:1 n-9/C18:0 3.70° 3.45° 3.47 3.68 0.081 0.01 0.06 0.54
C16:1 n-7/C16:0 0.08° 0.09* 0.082  0.087  0.002 0.03 0.17 0.56

"MC = machos castrados.HC = hembras castradas.

2SEM = error estandar de la media

’¥AGS, SAGMI, SAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.

“®Valores de una misma fila sin un superindice comiin son diferentes significativamente (P< 0.05).
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Tabla 5. Influencia de la incorporacion de CLA en el pienso y del sexo sobre la
actividad de las enzimas G6PD y ME (IU mg-1 de proteina soluble) en el higado.

Enzima % CLA en pienso Sexo(S) P-valor

0 1 McC! HC' CLA S CLA xS
G6PD? 0.052 0.049 0.055 0.045 0.005 0.65 0.19 0.18
ME® 0.013 0.015 0.014 0.014 0.002 0.67 0.87 0.51

"MC = machos castrados; HC = hembras castradas.
2SEM = error estandar de la media.
2G6PD (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa)

®ME (enzima malico)
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El acido linoléico conjugado (CLA) altera la
composicion de la grasa del calostro y de la leche
y el rendimiento de las cerdas reproductoras
durante la ultima semana de gestacion y la
lactacion.

Conjugated linoleic acid (CLA) during last week of gestation
and lactation alters colostrum and milk fat composition and

performance of reproductive sows.

Animal Feed Science and Technology (enviado)
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6. TRABAJO EXPERIMENTAL 3

6.1. RESUMEN

Los objetivos de este experimento fueron estudiar el efecto de una fuente comercial de
acido linoleico conjugado (CLA) suplementada en el pienso, durante la ultima semana
de gestacion y toda la lactacion asi como durante el periodo de postdestete, sobre el
rendimiento de las cerdas, el crecimiento de los lechones y la transferencia de CLA en
el calostro y la leche. El experimento se disefid para evaluar tanto el efecto de la dieta de
las cerdas suplementadas con CLA durante la lactacion como en los lechones recién
destetados. Por lo tanto se dispusieron cuatro tratamientos organizados de forma
factorial para los lechones, con dos tratamientos experimentales en las cerdas (0 vs 10
g/kg de CLA) y dos tratamientos en lechones destetados (0 vs 10 g/kg de CLA).
Inmediatamente después del parto, se recogieron 10 ml de calostro de las glandulas
funcionales de cada cerda. El dia 23 después del parto también se recogieron muestras
de leche. Se observé un menor espesor de grasa dorsal después de 28 dias de lactacion
en todos los grupos, pero la pérdida fue mayor para el grupo control que el grupo CLA
(P <0.004). No se observo efecto de la suplementacion de CLA en el pienso sobre el
contenido de grasa del calostro, pero si se observd una menor concentracion de la grasa
de la leche en las cerdas alimentadas con la dieta que incorporaba el CLA (P <0.01).
Las cerdas alimentadas con una dieta enriquecida de CLA (1%) durante la gestacion y la
lactacion aumentan la concentracion de CLA y modifican la concentracion de 4cidos
grasos (AQG) en el calostro, la leche y los tejidos de lechones. La dieta con CLA produjo
mayor concentracion de acidos grasos saturados (AGS) y menor concentracion de
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) en todos los casos, pero sin alteracion de la
concentracion total de acidos grasos poliinsaturados (AGPI). La dieta suplementada con
CLA increment6 las proporciones de C17: 0 (P = 0.007), C18: 0, AGS, ¢9,¢11 y #10,c12
(P <0.001) y disminuy0 la proporcion de C16:1n-7 (P <0.001), AGMI (P <0.05), AGMI
/ AGS (P <0.01), C16:1n-7/C16:0 y C18:1 n-9/C18:0 (P <0.001) en el calostro. La dieta
con CLA tuvo una influencia positiva sobre el C14:0, C15:1, C16:0, C18:0, ¢9,11,
t10,c12, C20:0, C20:1, C20:5n-3 y las proporciones de AGS (P <0.001), y un efecto
negativo sobre los AG C16:1n-9, C16:1n-7, C17:1, C18:1n-9, C20:4n-6, AGMI, AGMI
/ AGS, C16:1n-7/C16: 0 y C18:1n-9/C18:0 (P <0.001) en la leche. La administracion de

CLA a las cerdas redujo la pérdida de espesor de grasa dorsal durante el periodo de

108



Trabajo experimental 3

lactacion y permitié un mayor peso del lechon al destete. No hubo efecto de la dieta de

las cerdas o de los lechones sobre el resto de las caracteristicas productivas.

6.2. MATERIAL Y METODOS

6.2.1. Animales y dietas experimentales

Treinta y cuatro cerdas (Landrace x Large White) del tercer y cuarto parto y con un peso
uniforme, en el rango de 260-280 kg, fueron seleccionadas al azar y asignadas a dos
tratamientos dietéticos: una dieta control (n = 17) y una dieta enriquecida con 10 g/kg
de CLA (n = 17). El CLA se incluy6 a expensas del 1% de manteca incluida en las
dietas de las cerdas y los lechones.

Las cerdas se alojaron en corrales individuales (2,2 x 2,4 m) con suelo de hormigon
enrejillado parcialmente con listones de metal. La zona destinada para los lechones (1,0
x 1,3 m) se cubrié parcialmente, y se instalaron lamparas de calor durante la primera
semana después del nacimiento.

Las dietas experimentales se proporcionaron en forma de granulos y fueron formuladas
para suministrar la misma cantidad de aminoacidos esenciales digestibles por MJ NE.
Los ingredientes, la composicion quimica y los principales AG de las dietas
experimentales de las cerdas se muestran en la Tabla 1. Las dietas se proporcionaron
desde los 107 dias de gestacion hasta el destete (28 dias después del parto). Las cerdas
fueron alimentadas dos veces al dia y tuvieron acceso ad /libitum al agua. Desde el dia
108 hasta el dia 111 de gestacion, recibieron unas raciones diarias de 25,5 MJ NE.
Alrededor del parto, recibieron 20 MJ de NE el dia NE, seguido de 20-25 MJ NE en los
2-3 dias post parto. A partir de entonces, los piensos se proporcionaron para el consumo
ad libitum.

Al destete, 288 lechones de 28 + 3 dias de vida (7,41 + 0,32 kg de peso corporal), la
mitad machos enteros y la mitad hembras, de los dos tratamientos experimentales en
lactacion (144 por tratamiento) fueron seleccionadas al azar y y sometidos a una prueba
de alimentacion de 35 dias de duracion. Cualquier lechén con signos de la enfermedad
fue descartado del experimento. Los cerdos fueron asignados al azar dentro de los
tratamientos anteriores y las sub-clases de sexo en dos salas idénticas de ambiente
controlado, cada uno con 24 corrales, con capacidad para alojar 6 cerdos cada uno,

proporcionando 0,25 m* de espacio por los lechones, con piso totalmente enrejillado. La
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temperatura ambiental inicial se mantuvo a 29 °C y disminuyé un 1 °C cada semana
hasta alcanzar la temperatura ambiente de 24 °C.

El experimento se disefid para evaluar tanto el efecto de la suplementacion de CLA en
el pienso de las cerdas en lactaciéon como en los lechones recién nacidos. Por lo tanto,
hubo cuatro tratamientos para los lechones siguiendo un disefo factorial, con dos dietas
experimentales en las cerdas (0 vs 10 g/lkg de CLA) y dos niveles de CLA en el pienso
de los lechones destetados (0 vs 10 g/kg de CLA).

Una vez destetados, los lechones recibieron dos dietas diferentes, prestarter (28 a 42
dias de edad) y arranque o starter (42 a 63 dias de edad), y dos diferentes tratamientos
experimentales para cada dieta (prestarter y de arranque): una dieta control (n = 24) y
una dieta enriquecida con 10 g/kg de CLA (n = 24). Todas las dietas de los lechones se
proporcionaron en forma de granulo y se formularon para suministrar la misma cantidad
de aminoécidos esenciales digestibles por MJ NE. Los ingredientes, la composicion
quimica y los principales AG de los piensos experimentales de los lechones se muestran

en la Tabla 1.

6.2.2. Mediciones y toma de muestras

Inmediatamente después del parto, se recogieron 10 ml de calostro de las glandulas
mamarias de cada cerda. El dia 23 después del parto se recogieron muestras de leche. La
leche (10 ml) se obtuvo mediante el ordefio de las mamas, tras una inyeccion
intramuscular en el cuello de 3 ml de oxitocina (comercial Ganadil Pituit; Invesa,
Madrid). Las muestras fueron congeladas inmediatamente para la extraccion de lipidos
y el andlisis de AG.

Se anotd visualmente la condicion corporal de las cerdas al parto Las cerdas y al destete
de acuerdo a una escala progresiva del 1 al 5, siendo 1 - excesivamente delgadas, 2 -
moderadamente fina, 3 - condicion ideal, 4 - moderadamente grasa y 5 - exceso de
grasa.

El espesor de grasa dorsal se midié por ultrasonidos en los dias del parto y el destete,
utilizando un Renco Lean Meater® (Renco Corporation, Minneapolis, EE.UU.). Las
medidas se tomaron a 65 mm de la linea media, a nivel de la ultima costilla.

Después del destete, se registraron el consumo de piensos del corral y los pesos
corporales individuales (PC) a los 28, 42 y 63 dias de edad. La ganancia media diaria

(GDP, g / dia), consumo medio de pienso (CAL, en kg / dia), y la relacién entre el
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consumo y la ganancia de peso (FGR, en kg / kg) se calcul6 para los dos sub-periodos
(prestarter y arranque) y el periodo experimental fue de 35 dias (28 a 63 dias de edad).
Al destete 6 lechones por tratamiento se sacrificaron con un peso cercano a la media del
grupo. Los cerdos se sacrificaron mediante inyeccion intracardiaca de una dosis letal (3
ml) de solucioén de pentobarbital (Dolethal, Vétoquinol, LURE, Cedex, Francia, 20 g de
sodio pentobarbital / mL), y posteriormente se pesaron y se desangraron.

Se tom6 una muestra del musculo largo dorsal a nivel de la ultima costilla y se envas6 al

vacio. Las muestras se mantuvieron congeladas a -80 ° C hasta su analisis.

6.2.3. Analisis de muestras

La determinacion de la composicion de los piensos (por triplicado) se realizé siguiendo
la metodologia propuesta por la AOAC (2005). Los AG del pienso se extrajeron y se
cuantificaron por el procedimiento del one-step descrito por Sukhija y Palmquist
(1988), a partir de muestras liofilizadas. El acido pentadecanoico (C15:0) (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia) fue utilizado como patréon interno. Los ésteres metilicos de
AG se analizaron mediante cromatografia de gases utilizando un aparato Hewlett-
Packard HP-6890 (Avondale, PA, EE.UU.) equipado con un detector de ionizacién de
llama y una columna capilar HP-Innowax (100 x 0,32 x 0,25 de polietilenglicol)
(Kramer et al., 1998).

Los lipidos del calostro, la leche e intramusculares se extrajeron a partir de muestras
liofilizadas con una mezcla de cloroformo / metanol (2:1 v / v) siguiendo el
procedimiento descrito por Folch, Lees, y Stanley (1957).

Los extractos lipidicos fueron metilados en presencia de metéxido de sodio (Christie,

1982) y se analizaron como se describe para los AG de la dieta.

6.2.4. Analisis estadistico

El anélisis de varianza (ANOVA) se llevo a cabo para evaluar el efecto de la dieta sobre
los rendimientos productivos y la composicion del calostro, la leche y los tejidos de los
lechones. En los lechones destetados, el efecto del sexo, la inclusion de CLA en la dieta
de las cerdas y la inclusion de CLA en la dieta de lechones se analizaron mediante un
analisis factorial (2 x 2 x 2). Se calcularon los principales efectos y las interacciones.
Los datos fueron analizados usando la version 9.1 de SAS (2002). No se observo efecto

significativo del sexo, por lo que fue retirado del modelo.
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6.3. RESULTADOS

Las principales caracteristicas productivas de las cerdas durante la lactacion se muestran
en la Tabla 2. No se observo efecto de la dieta de CLA para la ingestion de alimento
durante el periodo de lactacion, niumero de lechones destetados y mortalidad de
lechones. No se observaron diferencias para el peso inicial de las cerdas, espesor graso
dorsal, condicion corporal e ingestion diaria durante el periodo de lactacion. Se registro
un espesor graso dorsal inferior después de 28 dias de lactacion en todos los grupos y la
pérdida fue mayor para el grupo control que el grupo con CLA. El espesor graso al
destete fue 2 mm mayor en las cerdas alimentadas con la dieta de CLA (P<0.004).

El rendimiento de los lechones durante los 28 dias del periodo de lactacion se muestra
en la Tabla 2. No se observaron diferencias en el peso de los lechones al nacimiento,
pero la inclusion de CLA en las dietas de las cerdas produjo una mayor ganancia diaria
de peso de los lechones y peso final (P <0.001). No se observo efecto del sexo sobre el
peso de los lechones.

La determinacion de la concentracion de grasa en el calostro y su composicion de AG se
muestran en la Tabla 3. No hubo efecto de tratamiento dietético para el contenido de
grasa en el calostro. Las modificaciones mas notables para la composicion de AG del
calostro se observaron en la dieta que incorporaba el CLA. La dieta con CLA tuvo una
influencia positiva sobre las proporciones del C17:0 (P = 0.007), C18: 0, AGS, ¢9,¢/11y
t10,c12 (P <0.001) y un efecto negativo en las proporciones de C16:1n-7 (P <0.001),
AGMI (P <0.05), AGMI / AGS (P <0.01), C16:1n-7 / C16:0 y C18:1n-9/C18:0 (P
<0.001) mientras que el resto de AG no se vieron afectadas por la dieta con CLA.

La grasa de la leche y su composicion de AG se muestran en la Tabla 4. Observamos
una menor concentracion de grasa en la leche de las cerdas alimentadas con la dieta que
contenia CLA (P <0.01). La dieta con CLA tuvo una influencia positiva sobre las
proporciones de C14:0, C15:1, C16:0, C18:0, ¢9,¢11, t10,c12, C20: 0, C20:1, C20:5n-3
y AGS (P <0.001) y un efecto negativo sobre el C16:1n-9, C16:1n-7, C17:1, C18:1n-9,
C20:4n-6, AGMI, AGMI/AGS, C16:1n-7/C16: 0 y C18:1n-9/C18:0 (P <0.001).

No hubo efecto de las dietas de las cerdas y los lechones sobre las principales
caracteristicas productivas (Tabla 5), ni se observaron interacciones en la productividad
de lechones desde el destete (28 dias) a los 63 dias de vida. Los valores medios de la

ganancia media diaria, consumo de alimento y eficiencia alimentaria de los lechones

fueron 321,5 + 44,8 g/ dia, 442,9 £ 44,5 y 0,72 + 0,062 respectivamente.
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TABLAS TRABAJO EXPERIMENTAL 3

Tabla 1. Ingredientes (g/kg de pienso), analisis calculado (%) y composicion
quimica (%) de los piensos experimentales.

Pienso cerdas Pienso lechones Pienso lechones
(28-424d) 42-63d)
S-CT* S-CLA" P-CT* P-CLA® P-CT® P-CLA‘
Ingredientes (g/kg)
Cebada 333 333 228 228 300 300
Maiz 120 120 235 235 144 144
Trigo 50 50 100 100 230 230
Harina de soja (44) 180 180 80 80 191 191
Harina de girasol (35) 200 200
Pulpa de remolacha 50 50
Melaza 10 10
Haba de soja extrusionada 100 100 80 80
Leche en polvo dulce 125 125 0 0
Harina de pescado (70) 76 76 0 0
Manteca 28.0 18.0 26.0 16.0 19.0 9.0
CLA® 0.0 10.0 0.0 10.0 0.0 10.0
Carbonato calcico 10.0 10.0 7.6 7.6 7.4 7.4
Fosfato bicalcico 8.0 8.0 6.7 6.7 10.7 10.7
Cloruro sodico 5.0 5.0 1.5 1.5 4.0 4.0
L-lisina (50 g/kg) 1.6 1.6 7.7 7.7 7.3 7.3
DL-metionina (980 g/kg) 0.1 0.1 2.2 2.2 1.4 1.4
L-treonina (999 g/kg) 1.7 1.7 1.5 1.5
Corrector vitaminico-mineral® 3.0 3.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Analisis calculado (%)
Energia neta (MJ/kg) 9.0 9.0 10.5 10.5 10.0 10.0
Lisina 1.4 1.4 1.5 1.5 1.3 1.3
Metionina+Cistina 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8
Treonina 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8
Triptofano 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Composicion quimica (%)
Proteina bruta 20.5 20.5 20.3 19.8 18.3 18.7
Grasa bruta 5.3 4.6 4.7 5.0 4.5 4.4
Acidos grasos (%)
C16:0 39.9 448 17.9 15.8 22.1 19.8
C16:1 n-7 13.7 5.1 0.9 0.7 1.7 1.3
C18:0 4.0 7.5 6.1 5.3 8.7 7.5
C18:1 n-9 27.3 24.0 30.1 29.0 37.1 344
C18:2n-6 14.1 15.2 40.4 394 27.0 27.2
C18:3 n-3 0.7 0.7 35 3.5 2.1 2.1
c9,t11-CLA® 0.0 1.3 0.0 2.7 0.0 33
t10,c12-CLAS® 0.0 0.9 0.0 2.6 0.0 32
TAGS" 439 52.4 24.3 21.5 31.1 27.6
TAGMI 41.2 29.5 31.6 30.2 39.7 36.5

33.CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; °S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

°P-CT= Pienso control de los lechones, sin afiadir CLA; P-CLA= Pienso de los lechones enriquecido en CLA.
“Aceite con &cido linoleico conjugado= 60 % isomeros de CLA (mitad cis-9,trans-11 y mitad trans-10,cis-12)
suministrado por LodestarTM (Wormerveer, Holanda).

fCorrector vitaminico-mineral por kg de pienso: Vitamina A: 10,000 IU; Vitamina Dy: 2,000 IU; Vitamina E:
26.7 mg; Vitamina B;: 1.3 mg; Vitamina B,: 4.0 mg; Vitamina By,: 0.020 mg; Vitamina Bg: 1.3 mg; Pantotenato de
calcio: 13.3 mg; Acido nicotinico: 20 mg; Biotina: 0.1 mg; Acido fdlico: 0.1 mg; Vitamina K;: 2 mg; Hierro:
133.3 mg; Cu: 26.7 mg; Co: 0.30 mg; Zn: 133.3 mg; Mn: 76.7 mg; I: 1.3 mg; Se: 0.30 mg; Ethoxyquin: 150 mg.

8¢, cis; , trans. "SAGS yZAGMI = suma de la concentracion de acidos grasos saturados y monoinsaturados.
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Tabla 2. Influencia del pienso enriquecido con acido linoleico conjugado (CLA)
sobre el consumo de alimento, peso corporal, espesor de grasa dorsal y condicion
corporal de las cerdas y sobre el nimero de lechones vivos de nacimiento, los
lechones destetados, la mortalidad y el rendimiento de los lechones destetados a lo
largo de la lactacion de 28 dias (n = 17 cerdas por tratamiento)'.

Pienso de las cerdas RMSE® P-valor
S-CT* S-CLA®

Lechones nacidos vivos por camada 11.87 10.86 1.94 0.140
Lechones destetados por camada 10.10 9.60 1.05 0.257
Lechones fallecidos por camada® 1.80 1.30 0.12 0.378
Mortalidad de lechones (%) 14.90 12.13 10.84 0.470
Consumo total de pienso (kg/sow) 106.94 107.82 4.45 0.569
Consumo medio diario (kg/d) 4.30 4.20 0.21 0.740
Espesor graso dorsal inicial (mm) 20.93 19.38 4.66 0.350
Espesor graso dorsal al destete (mm) 16.07 18.23 1.94 0.004
Diferencia de espesor graso dorsal (mm) 4.11 1.95 1.94 0.004
Intervalo destete-celo (days) 5.53 5.59 1.48 0.831
fndice de condicion corporal inicial® 2.93 2.85 0.66 0.720
Condicioén corporal al destete 2.54 2.57 0.49 0.900
Diferencia en el indice de condicidon coporal 0.34 0.32 0.49 0.900
Peso al nacimiento (kg) 1.70 1.60 0.11 0.220
Peso al destete (kg)" 7.02 7.80 0.53 0.001
Ganancia media diaria (g/d)® 223.90 247.20 21.47 0.001

"Lechones destetados se introdujo como covariable

3.CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; *S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

‘RMSE-= raiz cuadrada del cuadrado medio del error.

Durante el periodo de lactacion.

“Indice de condicion corporal = escala del 1 al 5, siendo 1 — escesivamente delgado, 2 — moderadamente delgado, 3 —
condicion ideal, 4 — moderadamente gordo y 5 — excesivamente gordo.

"Peso al nacimiento (P<0.001) se introdujo como covariable.

€Peso al nacimiento (P<0.001) y el tamafio de la camada (P=0.084) se introdujeron como covariables.
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Tabla 3. Influencia del pienso enriquecido con acido linoleico conjugado (CLA)
sobre la grasa del calostro (%) y la composicion de acidos grasos (%) (n = 17
cerdas por tratamiento).

Pienso de las cerdas RMSE* P-valor
S-CT* S-CLA”

Grasa bruta 3.94 4.12 1.47 0.754
C10:0 0.04 0.04 0.02 0.875
C12:0 0.04 0.04 0.02 0.493
C14:0 1.34 1.39 0.14 0.296
Cl5:1 0.06 0.06 0.01 0.527
Cl16:0 23.57 24.06 0.83 0.142
Cl16:1n-9 1.40 1.37 0.12 0.499
Cl16:1n-7 3.41 2.56 0.56 0.001
C17:0 0.27 0.32 0.05 0.007
C17:1 0.30 0.29 0.04 0.822
C18:0 5.78 6.94 0.63 <0.001
Cl18:1n-9 38.11 36.43 2.64 0.119
C18:2n-6 21.34 21.42 2.41 0.929
C18:3n-3 1.24 1.31 0.19 0.359
¢9,¢11-CLA" 0.04 0.44 0.12 <0.001
110,¢12-CLA* 0.00 0.33 0.08 <0.001
C20:0 0.16 0.19 0.06 0.188
C20:1 0.34 0.30 0.10 0.243
C20:3n-9 0.51 0.50 0.08 0.659
C20:4n-6 1.34 1.26 0.23 0.387
C20:5n-3 0.02 0.03 0.03 0.585
C22:5n-3 0.20 0.22 0.07 0.590
C22:6n-3 0.49 0.50 0.09 0.880
¥ AGPI® 25.14 25.23 2.61 0.933
T AGS® 31.19 32.99 1.23 0.001
T AGMI* 43.22 40.66 2.84 0.032
¥ AGMI/ X AGS 1.39 1.24 0.11 0.002
Cl6:1n-7/C16:0 0.15 0.10 0.03 0.001
C18:1n-9/C18:0 6.64 5.32 0.76 <0.001

33_CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; °S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

‘RMSE= raiz cuadrada del cuadrado medio del error.

de, cis; ¢, trans.

°YAGS, TAGMI, ZAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados,monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.
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Tabla 4. Influencia del pienso enriquecido con acido linoleico conjugado (CLA)
sobre la grasa de la leche (%) y la composicion de acidos grasos (%) (n =17 cerdas
por tratamiento).

Pienso de las cerdas RMSE* P-valor
S-CT* S-CLA"
Crude fat 5.30 4.58 0.59 0.004
C10:0 0.27 0.25 0.05 0.382
C12:0 0.04 0.04 0.01 0.207
C14:0 3.70 5.23 0.34 <0.001
Cl5:1 0.03 0.05 0.01 <0.001
Cl16:0 37.67 41.67 2.52 <0.001
C16:1n-9 12.96 4.75 1.15 <0.001
Cl16:1n-7 0.07 0.03 0.03 0.001
C17:0 0.20 0.34 0.08 <0.001
C17:1 0.31 0.19 0.08 <0.001
C18:0 3.79 6.94 0.46 <0.001
C18:1n-9 25.79 22.31 2.98 0.006
C18:2n-6 13.33 14.13 1.63 0.224
C18:3n-3 0.68 0.70 0.08 0.661
¢9,111-CLA" 0.03 1.24 0.16 <0.001
110,¢12-CLA* 0.00 0.82 0.14 <0.001
C20:0 0.02 0.10 0.01 <0.001
C20:1 0.22 0.38 0.10 <0.001
C20:3n-9 0.19 0.20 0.06 0.666
C20:4n-6 0.46 0.37 0.07 0.007
C20:5n-3 0.05 0.08 0.01 <0.001
C22:5n-3 0.08 0.07 0.02 0.151
C22:6n-3 0.10 0.10 0.03 0.877
¥ AGPI® 14.89 15.66 1.73 0.270
T AGS® 45.69 54.57 2.78 <0.001
T~ AGMI® 39.35 27.66 2.71 <0.001
¥ AGMI/ X AGS 0.87 0.51 0.10 <0.001
Cl6:1n-7/C16:0 0.34 0.11 0.03 <0.001
C18:1n-9/C18:0 6.87 3.23 0.88 <0.001

33_CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; °S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

‘RMSE= raiz cuadrada del cuadrado medio del error.

de, cis; ¢, trans.

°2AGS, ZAGMI, ZAGPI = suma de la concentracion de acidos grasos saturados,monoinsaturados y poliinsaturados
respectivamente.
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Tabla 5. Influencia de la utilizacion de CLA en el pienso de cerdas
gestantes/lactantes y/o después del destete sobre el peso de los lechones (kg),
ganancia diaria de peso (ADG, g), consumo de alimento diario (ADFI, g) y
eficiencia alimenticia (Ganancia: Consumo, G: F) desde el destete (28 dias) a los 63
dias de edad (n = 24 corrales/réplicas por tratamiento).

Pienso de cerdas Pienso de
(Sd) lechoens (Pd) RMSE* P-valor
S-CT* S-CLA" P-CT* P-CLA" Sd Pd SdxPd
Peso
28d 7.36 7.86 7.51 7.72 1.08 0.121 0479 0.526
42 d 10.76 11.15 10.82 11.09 1.29 0.290 0.452  0.393
63d 18.65 18.70 18.63 18.71 1.99 0.882 0.849 0.743
28-42d
ADG 214.03 204.69 208.36  210.37 39.12 0473 0832 0.192
ADFI 216.68 217.81 22148  213.02 2038  0.857 0387 0.627
G:F 0.98 0.92 0.92 0.97 0.13 0.181 0.277  0.083
42-63 d
ADG 44047 416.26 436.27 420.46 74.09 0286 0479 0.718
ADFI 655.85  638.09 649.49  644.46 71.47  0.417 0.809  0.405
G:F 0.67 0.64 0.67 0.64 0.07 0.259 0.268 0.052
28-63 d
ADG 332.12 31097 327.10 315.99 44.80 0.128 0412 0.902
ADFI 448.15 437.67 447.03  438.79 44 .49 0.444 0546  0.690
G:F 0.74 0.70 0.73 0.71 0.06 0.113 0.518  0.535

33_CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; °S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.
°P-CT= Pienso control de los lechones, sin afiadir CLA; dP_CLA= Pienso de los lechones enriquecido en CLA.
°RMSE-= raiz cuadrada del cuadrado medio del error.
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Efecto de la administracion de una dieta
suplementada con acido linoleico conjugado
(CLA) sobre la composicion de acidos grasos y la
actividad de las enzimas lipogénicas y lipoliticas
de lechones lactantes y destetados.

Effect of dietary CLA administration on fatty acid
composition and lipogenic and lipolytic enzyme activities in
suckling and weaned piglets.

Animal Feed Science and Technology (enviado)
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7. TRABAJO EXPERIMENTAL 4

7.1. RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron determinar los efectos de la administracion de una
dieta suplementada con CLA en el periodo de lactacion y postdestete o solo en el
periodo de postdestete, sobre la composicion de acidos grasos (AG) y la actividad
enzimatica en lechones lactantes (28 d) o lechones destetados (63 d). Durante la fase de
postdestete, se utilizaron 18 lechones alojados individualmente, y se aplicaron tres
tratamientos experimentales (n = 6): (1) lechones que procedian de cerdas control y
alimentadas con una dieta control (0 g de CLA / kg de dieta) (CT-CT), ( 2) lechones que
procedian de cerdas control y alimentadas con una dieta que contenia 10 g de CLA / kg
de dieta (CT-CLA), y (3) lechones alimentados con CLA que procedian de cerdas
alimentadas con dietas que contenian 10 g de CLA / kg de dieta (CLA-CLA). Los
lechones lactantes (28 d) procedentes de las madres alimentadas con dietas enriquecidas
en CLA tuvieron una mayor concentracion de acidos grasos saturados (AGS) y una
menor concentracion de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y las relaciones
AGMI/AGS, C16:1 n-7/C16:0 y C18:1 n-9/C18:0 que los lechones de madres del grupo
control (P<0.05) a los 28 dias en la grasa subcutdnea. No se detectaron concentraciones
apreciables de los isdémeros de CLA en la grasa subcutanea de los lechones cuyas
madres habian recibido la dieta control, pero se observd una concentracion de 0,44 y
0,12% de ¢9.,¢11 y de #10,c12 respectivamente en la grasa subcutdnea al destete cuando
se incorpord el CLA en las dietas de las cerdas. La dieta con CLA incrementd las
proporciones de los isémeros ¢9,t/11-CLA y t10,c12-CLA y los AGS (P <0.05) y
disminuyo6 las proporciones de AGMI y AGMI / AGS y C16: In-7/C16:0 en el higado
(P <0.05). En los lechones a los 63 d, la actividad de ME (enzima malico) en la grasa
subcutanea fue menor en los grupos en los que se incluyé el CLA en las dietas de las
cerdas y/o las dietas de arranque de los lechones o s6lo en lechones destetados con
dietas de arranque que en el grupo que no recibidé ningin suplemento de CLA (P <
0.05). No hubo efecto de la dieta de CLA sobre la actividad de la L3HOAD en el
corazon, en la actividad de la G6PD ni tampoco en la ME en el higado.Aunque la
concentracion de ¢9,/11-CLA y ¢10,c12-CLA observada en la grasa subcutanea del
lechon después del destete es distinta reflejando la alimentacion a la que se ha sometido

a la madre dicha diferencia desaparece en la grasa del lechon al recibir una dieta post-
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destete enriquecida con CLA. De esta forma la concentracion de los isdémeros en
lechones alimentados solo con CLA tras el destete fue similar a la observada en los
lechones alimentados con una dieta que incorpora CLA durante todo el periodo
experimental. De acuerdo con esta informacioén, puede deducirse que existe una

saturacion en la acumulacion de isdmeros de CLA en los tejidos de los cerdos.

7.2. MATERIAL Y METODOS

7.2.1. Animales y dietas experimentales

Treinta y cuatro cerdas (Landrace x Large White) de tercer y cuarto parto, con un peso
uniforme en el rango de 260-280 kg fueron seleccionadas al azar y asignadas a dos
tratamientos experimentales: una dieta control (S-CT) (n = 17) y una dieta enriquecida
con 10 g/kg de CLA (S-CLA) (n = 17). El CLA se incluy6 a expensas de 1% de
manteca incluida en las dietas de las cerdas y los lechones.

Las cerdas se alojaron en corrales individuales (2,2 x 2,4 m) con suelo de hormigén
parcialmete enrejillado con listones de metal.

Las dietas experimentales (Tabla 1) se proporcionaron en forma de granulos y fueron
formuladas para suministrar la misma cantidad de aminoacidos esenciales digestibles
por MJ NE. Las dietas experimentales se empezaron a suministrar a los 107 dias de
gestacion y hasta el destete (28 dias después del parto). Las cerdas recibieron alimento
dos veces al dia y teniendo en todo momento libre acceso al agua de bebida. Desde el
dia 108 hasta el dia 111 de gestacion, recibieron unas raciones diarias de 25,5 MJ NE.
Alrededor del parto, recibieron 20 MJ de NE el dia NE, seguido de 20-25 MJ NE en los
2-3 dias post parto. A partir de entonces, los piensos se proporcionaron para el consumo
ad libitum.

En el momento del destete se seleccionaron al azar 6 cerdas por tratamiento y se
selecciond un lechon macho (7,44+0,34 kg peso vivo) por cada cerda y se sacrifico para
estudiar el efecto del CLA en la alimentacion de las cerdas sobre la actividad enzimatica
y la composicion de acidos grasos de los lechones al destete. Ademas, 6 cerdas del
grupo S-CT y 12 del grupo S-CLA también fueron seleccionados al azar y se seleccion6
un lechén macho por cerda y se alojaron de forma individual en un corral de 0,25 m’

con suelo enrejillado para estudiar el efecto de la incorporaciéon del CLA en la

123



Trabajo experimental 4

alimentacion de las cerdas y/o de los lechones destetados durante la fase de postdeste
(de 28 a 63 d de edad) sobre la actividad enzimatica y la composicion de acidos grasos.
Los lechones tuvieron acceso libre al alimento y al agua. La temperatura ambiente
inicial se mantuvo a 29°C y disminuyé un 1°C cada semana hasta alcanzar la
temperatura ambiente de 24°C.

Por tanto, tres grupos de 6 lechones cada uno se usaron durante la fase de postdestete:
(1) lechones que procedian de cerdas control y alimentadas con una dieta control (0 g de
CLA / kg de dieta) (CT-CT), (2) lechones que procedian de cerdas control y
alimentadas con una dieta que contenia 10 g de CLA / kg de dieta (CT-CLA), y (3)
lechones alimentados con CLA que procedian de cerdas alimentadas con dietas que
contenian 10 g de CLA / kg de dieta (CLA-CLA).En el postdestete los lechones
recibieron dos dietas diferentes, prestarter (28 a 42 dias de edad) y arranque (42 a 63
dias de edad).

Todas las dietas de iniciacion se suministraron en forma de granulo y fueron formuladas
para suministrar la misma cantidad de aminoacidos esenciales digestibles por MJ NE.
Los ingredientes, la composicion quimica y los principales AG de las dietas

experimentales de los animales se muestran en la Tabla 1y 2.

7.2.2. Mediciones y toma de muestras

El dia 23 después del parto se recogieron muestras de leche. La leche (10 ml) se obtuvo
mediante el ordefio de las mamas, tras una inyeccion intramuscular en el cuello de 3 ml
de oxitocina (Ganadil Pituit; Invesa, Madrid). Las muestras se congelaron
inmediatamente hasta la realizacion de los analisis quimicos.

Se sacrific6 un lechon procedente de cada una de las cerdas para estudiar la
composicion de AG de la grasa subcutdnea, el higado y la actividad de distintas
enzimas en los lechones destetados (28 d). Al final del periodo de arranque (63 d) se
sacrificd un lechon por réplica (seleccionado al azar). Los cerdos se sacrificaron
mediante inyeccion intracardiaca de una dosis letal (3 ml) de solucién de pentobarbital
(Dolethal, Vétoquinol, LURE, Cedex, Francia, 20 g de sodio pentobarbital / mL), y
posteriormente se pesaron y se desangraron.

Se recogieron los pesos finales al final del periodo experimental (28 y 63 dias). Las
muestras de corazon, higado y de grasa subcutanea se recogieron tras el sacrificio, se

introdujeron inmediatamente en nitrogeno liquido para su posterior andlisis. Ademas se
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tomaron muestras de grasa subcutanea e higado que fueron envasadas al vacio con una

pelicula permeable, y guardadas en congelacion a -20 ° C hasta el anélisis de AG.

7.2.3. Analisis quimicos

La determinacion de la composicion de los piensos (por triplicado) se realizé siguiendo
la metodologia de la AOAC (2005). Los AG de la dieta se extrajeron y se cuantificaron
por el procedimiento del one-step descrito por Sukhija y Palmquist (1988) a partir de
muestras liofilizadas. Se utilizo el acido pentadecanoico (C15:0) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) como patrén interno. Los ésteres metilicos de AG se analizaron
mediante cromatografia de gases utilizando un aparato Hewlett-Packard HP-6890
(Avondale, PA, EE.UU.) equipado con un detector de ionizacion de llama y una
columna capilar HP-Innowax (100 x 0,32 x 0,25 de polietilenglicol) (Kramer et al.,
1998).

Los lipidos de la leche, la grasa subcutanea y el higado se extrajeron con una mezcla de
cloroformo / metanol (2:1 v / v) siguiendo el procedimiento descrito por Folch, Lees, y
Stanley (1957). Los extractos lipidicos fueron metilados en presencia de metoxido de

sodio (Christie, 1982) y se analizaron como se describe para los AG de la dieta.

7.2.4. Analisis enzimaticos

Se obtuvieron homogenizados de la grasa subcutanea y del higado a partir de las para
determinar las actividades de la ME y la G6PD (Alvarez et al., 2000). El contenido de la
proteina soluble del higado y la grasa subcutinea se determind por el método de
Bradford (1976). Todos los ensayos enzimaticos se realizaron a 37 °C. Los reactivos
quimicos se suministraron por Amersham Biosciences (Upsala, Suecia) y por Sigma-

Aldrich (Madrid, Espafia).

Se utilizaron extractos de corazon para determinar la actividad de la enzima [L-3-
hidroxyaciyl-CoA deshidrogenasa (L3HOAD; CE 1.1.135)]. Se aislaron las
mitocondrias a partir de los extractos de corazon siguiendo el procedimiento descrito
por Saggerson, 1982. Los pellets mitocondriales se resuspendieron en 0,3 mol de
sacarosa que contenia 10 mmol de Tris-HCl pH (7,4 a0° C) y 1 mmol /1 EGTA y se
sonicaron en frio para obtener un sobrenadante mitocondrial después de centrifugar a
20.000 rpm por 40 min a 4 ° C. La actividad de L3HOAD se midi6 segun el método
espectrofotométrico propuesto por Bradshaw y Noyes (1975). Todos los ensayos

enzimaticos se realizaron por triplicado. Las unidades de actividad enzimatica (UI) se
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definieron en todos los casos como mol sustrato que se convierte en producto por

minuto a la temperatura de ensayo especificada y expresada por mg de proteina soluble.

7.2.5. Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza a través del Modelo Lineal General (GLM) para
evaluar el efecto de los tratamientos experimentales, ya sea en la fase inicio o después
del destete. La comparacion de medias se realizd6 mediante el test de Tukey.Los
patrones lineales de cambio con el tiempo se han estimado utilizando el procedimiento
GLM de SAS, y la prueba t-student para comparar diferencias en la respuesta (la
pendiente de la ecuacion lineal) al tratamiento experimental. Los datos fueron

analizados usando la version 9.1 de SAS (2002).

7.3. RESULTADOS

La inclusion de CLA en el pienso de los animales experimentales no produjo efectos
sobre la actividad de las enzimas lipogénicas (G6PD y ME) y lipolitica (L3HOAD)
(P<0.05) a los 28 dias de edad (Tabla 3). Sin embargo se observd un efecto muy
marcado de la inclusion del CLA en las dietas de las cerdas sobre la composicion de
AG de la grasa subcutdnea de los lechones (Tabla 4). Los lechones de las cerdas
alimentadas con una dieta enriquecida de CLA mostraron una mayor concentracion de
C12:0, C14:0, C16:0, C18:0 y AGS (P<0.05) y una menor concentracion de C16:1 n-7,
C18:1 n-9, C18:1 n-7 y de AGMI, y menores relaciones de AGMI/AGS, C16:1 n-
7/C16:0 y C18:1 n-9/C18:0 que aquellos lechones que procedian de las madres que

recibieron una dieta control (P<0.05).

El porcentaje de grasa y la composicion en AG del higado se muestran en la Tabla 4.
No se observoé efecto de la dieta sobre el porcentaje de grasa hepatica. Sin embargo, la
dieta enriquecida con CLA tuvo una influencia positiva sobre el C16:0, C18:2 n-6,
c9,t11-CLA, ¢10,c12-CLA y las proporciones de AGS (P <0.05) y un efecto negativo
sobre el C16:1 n-7, C18:1 n-7 y las proporciones de AGM y AGM / AGS y C16:1 n-
7/C16:0 (P <0.05), mientras que la concentracion del resto de los AG no se modifico

por la dieta que incorporaba el CLA.

El efecto de la inclusion de CLA en las dietas de las cerdas y de los lechones destetados
sobre la actividad de las enzimas lipogénicas (G6PD y ME) y la enzima lipolitica

(L3HOAD) se muestran en la Tabla 5. La actividad de ME en la grasa subcutanea fue
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menor en los grupos en los que se incluyd el CLA en las dietas de las cerdas y de los
lechones o so6lo en lechones destetados, que en el grupo que no recibié ninglin
suplemento de CLA (P < 0.05). No hubo efecto del CLA sobre la actividad de la
L3HOAD en el corazédn y la actividad de la G6PD y la ME en el higado.

El efecto de la administracion de la dieta con CLA sobre la composicion de AG de la
grasa subcutanea de los lechones a 63 dias de edad se muestra en la Tabla 6. La
administracion de la dieta con CLA en los lechones destetados produjo una mayor
concentracion de ¢9,t11-CLA, ¢10,c12-CLA, C18:2 n-6 y de AGPI (P <0.05) y una
concentracion mas baja en C18:1 n-9 y AGMI y de los relaciones de AGMI/AGS,
C16:1 n-7/C16:0 y C18:1 n-9/C18:0 (P <0.05) que en el grupo control.

El efecto de la inclusion de CLA en las dietas de las cerdas y los lechones destetados
sobre la concentracion de grasa hepatica y la composicion de AG del higado a los 63
dias de edad se muestra en la Tabla 6. Se observo una mayor concentracion de grasa del
higado en el grupo CT-CT que en el grupo CT-CLA, y el grupo CLA-CLA mostraba un
valor intermedio. La administracion de la dieta CLA a los lechones destetados provocod
una mayor concentracion de C16:0, C18:2 n-6, C18:3 n-3, ¢9,¢/11-CLA y ¢10,c12-CLA
y una menor concentracion de C16:1 n-7, C18:1 n-7 y AGMI y los relaciones
AGMI/AGS y C16:1 n-7/C16:0 (P <0.05), mientras que el resto de concentracion de

AG no se vieron afectados por el contenido de CLA.
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7.4. TABLAS TRABAJO EXPERIMENTAL 4

Tabla 1. Ingredientes (g/kg de pienso), andalisis calculado (%) y composicion
quimica (%) de los piensos experimentales.

Pienso cerdas Pienso lechones Pienso lechones
(28-424d) 42-634d)
S-CT* S-CLA” P-CT* P-CLA" P-CT* P-CLA‘
Ingredientes (g/kg)
Cebada 333 333 228 228 300 300
Maiz 120 120 235 235 144 144
Trigo 50 50 100 100 230 230
Harina de soja (44) 180 180 80 80 191 191
Harina de girasol (35) 200 200
Pulpa de remolacha 50 50
Melaza 10 10
Haba de soja extrusionada 100 100 80 80
Leche en polvo dulce 125 125 0 0
Harina de pescado (70) 76 76 0 0
Manteca 28.0 18.0 26.0 16.0 19.0 9.0
CLA® 0.0 10.0 0.0 10.0 0.0 10.0
Carbonato calcico 10.0 10.0 7.6 7.6 7.4 7.4
Fosfato bicalcico 8.0 8.0 6.7 6.7 10.7 10.7
Cloruro sodico 5.0 5.0 1.5 1.5 4.0 4.0
L-lisina (50 g/kg) 1.6 1.6 7.7 7.7 7.3 7.3
DL-metionina (980 g/kg) 0.1 0.1 2.2 2.2 1.4 1.4
L-treonina (999 g/kg) 1.7 1.7 1.5 1.5
Corrector vitaminico-mineral® 3.0 3.0 4.0 4.0 4.0 4.0
Analisis calculado (%)
Energia neta (MJ/kg) 9.0 9.0 10.5 10.5 10.0 10.0
Lisina 1.4 1.4 1.5 1.5 1.3 1.3
Metionina+Cistina 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8
Treonina 0.7 0.7 0.9 0.9 0.8 0.8
Triptofano 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Composicion quimica (%)
Proteina bruta 20.5 20.5 20.3 19.8 18.3 18.7
Grasa bruta 5.3 4.6 4.7 5.0 4.5 4.4
Acidos grasos (%)
Cl16:0 399 44 .8 17.9 15.8 22.1 19.8
Cl16:1 n-7 13.7 5.1 0.9 0.7 1.7 1.3
C18:0 4.0 7.5 6.1 5.3 8.7 7.5
C18:1 n-9 273 24.0 30.1 29.0 37.1 34.4
Cl18:2 n-6 14.1 15.2 40.4 394 27.0 27.2
C18:3 n-3 0.7 0.7 3.5 3.5 2.1 2.1
¢9,t11-CLA® 0.0 1.3 0.0 2.7 0.0 33
t10,c12-CLA® 0.0 0.9 0.0 2.6 0.0 32

33-CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA; °S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

°P-CT= Pienso control de los lechones, sin afiadir CLA; ‘P-CLA= Pienso de los lechones enriquecido en CLA.
“Aceite con 4cido linoleico conjugado= 60 % isémeros de CLA (mitad cis-9,trans-11 y mitad trans-10,cis-12)
suministrado por LodestarTM (Wormerveer, Holanda).

Corrector vitaminico-mineral por kg de pienso: Vitamina A: 10,000 IU; Vitamina Ds: 2,000 IU; Vitamina E:
26.7 mg; Vitamina B;: 1.3 mg; Vitamina B,: 4.0 mg; Vitamina B;,: 0.020 mg; Vitamina B¢: 1.3 mg; Pantotenato de
calcio: 13.3 mg; Acido nicotinico: 20 mg; Biotina: 0.1 mg; Acido fdlico: 0.1 mg; Vitamina K;: 2 mg; Hierro:
133.3 mg; Cu: 26.7 mg; Co: 0.30 mg; Zn: 133.3 mg; Mn: 76.7 mg; I: 1.3 mg; Se: 0.30 mg; Ethoxyquin: 150 mg.

Ec, cis; ¢, trans.
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Tabla 2. Composicion quimica (%) de la leche perteneciente a las cerdas
alimentadas con un pienso control (S-CT) o un pienso enriquecido en CLA (S-
CLA).

Leche
S-CT? S-CLA"
Composicion quimica (%)
Proteina bruta 5.8 6.0
Grasa bruta 53 4.6
Acidos grasos (%)
C16:0 39.9 44.8
Cl16:1n-7 13.7 5.1
C18:0 4.0 7.5
C18:1n-9 27.3 24.0
C18:2n-6 14.1 15.2
C18:3n-3 0.7 0.7
¢9,t11-CLA® 0.0 1.3
t10,c12-CLA® 0.0 0.9
C20:0 0.0 0.1
C20:1 0.2 0.4
TAGS! 43.9 52.4
SAGMI* 41.2 29.5

4S-CT= Pienso control de las cerdas, sin afiadir CLA;

°S-CLA= Pienso de las cerdas enriquecido en CLA.

°c, cis; t, trans.

9¥AGS, TAGMI = suma de la concentracién de 4cidos grasos saturados y monoinsaturados respectivamente.
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Tabla 3. Efecto de la incorporacion de acido linoleico conjugado (CLA) en la
alimentacion de las cerdas sobre la sobre la actividad enzimatica de algunas
enzimas lipogénicas o lipoliticas en lechones a los 28 dias de edad (IU mg-1 de
proteina soluble).

S-CT* S-CLA® SEM®  P-valor

Grasa G6PD* 0.068  0.044 0.011 0.147
Grasa EM* 0.014  0.008 0.002 0.153
Higado G6PD* 0.030  0.030 0.005 0.757
Higado EM® 0.002  0.003 0.000 0.617
Misculo L3HOAD' 0.030  0.040 0.004 0.666

3S-CT= Lechones de cerdas alimentadas con pienso control.

°S-CLA= lechones de cerdas alimentadas con pienso enriquecido con CLA.
‘n=6

4G6PD= Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

‘ME= Enzima maélico

‘L3HOAD= L3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa.
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Tabla 4. Efecto de la incorporacion de acido linoleico conjugado (CLA) en la
alimentacion de las cerdas sobre el contenido de grasa hepatica, la composicion de
acidos grasos de la grasa dorsal subcutianea y el higado (%) de los lechones al
destete (28 dias de edad).

S-CT* S-CLA® SEM® P-valor
Grasa dorsal subcutianea
C16:0 33.03 38.69 1.204 0.008
C16:1n-9 0.28 0.27 0.016 0.865
Cl16:1n-7 8.47 4.82 0.641 0.003
C18:0 4.89 7.18 0.437 0.004
C18:1n-9 36.66 30.99 1.315 0.013
C18:1n-7 2.82 1.77 0.163 0.001
C18:2n-6 11.77 12.93 0.457 0.106
C18:3n-3 0.20 0.15 0.016 0.073
¢9,t11-CLA* 0.00 0.44 0.065 0.001
110,c¢12-CLA* 0.00 0.12 0.020 0.002
YAGS® 39.77 48.49 1.584 0.003
SAGMI® 48.22 37.86 1.698 0.002
AGMI/ X AGS 1.21 0.78 0.065 0.001
YAGPI° 11.97 13.08 0.457 0.120
Cl16:1n-7/ C16:0 0.26 0.12 0.020 0.001
C18:1n-9/ C18:0 7.50 4.32 0.584 0.003
Higado
C16:0 19.94 21.83 0.441 0.013
Cl16:1n-9 0.23 0.18 0.029 0.246
Cl6:1n-7 2.38 1.22 0.118 <0.001
C18:0 24.68 24.32 0.563 0.662
C18:1n-9 11.31 9.96 0.596 0.140
C18:1n-7 2.53 1.62 0.065 <0.001
C18:2n-6 15.26 17.95 0.339 <0.001
C18:3n-3 0.22 0.23 0.041 0.842
C20:3n-9 0.37 0.43 0.016 0.030
C20:4n-6 18.58 16.87 0.567 0.059
C20:5n-3 1.44 1.26 0.388 0.751
C22:6n-3 1.85 1.86 0.082 0.883
¢9,¢11-CLA" 0.00 0.64 0.033 <0.001
t10,¢12-CLA® 0.00 0.10 0.024 0.011
YAGS® 44.68 46.19 0.261 0.002
SAGMI® 16.45 12.97 0.690 0.005
>AGMI/ X AGS 0.37 0.28 0.016 0.004
YAGPI° 37.72 38.61 0.645 0.351
Cl16:1n-7/ C16:0 0.12 0.06 0.004 <0.001
C18:1n-9/ C18:0 0.46 0.41 0.033 0.287
Contenido de grasa  4.36 4.28 0.098 0.590

*S-CT= Lechones de cerdas alimentadas con pienso control.

*S-CLA= lechones de cerdas alimentadas con pienso enriquecido con CLA.

‘n= 6.

de, cis; t, trans. °SAGS, SAGMI, SAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados,monoinsaturados y
poliinsaturados respectivamente.
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Tabla 5. Efecto de la incorporacion de acido linoleico conjugado (CLA) en la
alimentacion de las cerdas y de los lechones destetados sobre la sobre la actividad
enzimatica de algunas enzimas lipogénicas o lipoliticas en lechones a los 63 dias de
edad (IU mg-1 de proteina soluble)

CT-CT? CT-CLA" CLA-CLA SEM?  P-valor

Grasa G6PD* 0.139 0.090 0.118 0.022 0.369
Grasa ME"® 0.091” 0.035” 0.037° 0.014 0.007
Higado G6PD* 0.045 0.051 0.053 0.005 0.607
Higado EM' 0.003 0.004 0.004 0.000 0.519
Musculo L3HOAD"  0.028 0.029 0.042 0.004 0.108

!CT-CT= Lechones de cerdas alimentadados con un pienso control desde los 0 a los 63 dias de edad.

°CT-CLA= Lechones de cerdas alimentados con una dieta enriquecida con CLA desde los 28 a los 63 dias de edad.
‘CLA-CLA= Lechones de cerdas alimentados con una dieta enriquecida con CLA desde los 0 a los 63 dias de edad.
°G6PD= Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

'ME= Enzima malico.

€Valores con un superindice diferente son diferentes.

"L3HOAD= L3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa.

132



Trabajo experimental 4

Tabla 6. Efecto de la incorporacion de acido linoleico conjugado (CLA) en la
alimentacion de las cerdas y de los lechones destetados sobre el contenido de grasa
hepatica, la composicion de acidos grasos de la grasa dorsal subcutanea y el higado
(%) de los lechones a los 63 dias de edad.

CT-CT*  CT-CLA” CLA-CLA® SEM?  P-valor
Grasa dorsal subcutanea

Cl16:0 24.33 23.22 25.74 0.657 0.161
C16:1n-9 0.47 0.53 0.58 0.041 0.217
Cl6:1n-7 3.64 3.49 242 0.331 0.062
C18:0 11.50 11.6 12.30 0.396 0.577
C18:1n-9° 36.83* 31.83 31.46° 0.768 0.001
C18:1n-7 2.04 2.06 2.06 0.057 0.310
C18:2n-6 15.32” 17.77 17.50* 0.600 0.047
C18:3n-3 0.97 1.13 1.01 0.053 0.169
¢9,111-CLA" 0.07 1.62° 1.62° 0.114 <0.001
110,c12-CLA" 0.02* 1.03* 0.99* 0.061 <0.001
SAGS® 38.05 37.61 40.26 0.649 0.054
YAGMI® 44 22" 38.917 37.497 0.825 <0.001
YAGMI/ X AGS 1.17° 1.037 0.93% 0.033 0.003
>AGPI® 16.32Y 18.80” 18.517 0.653 0.026
Cl16:1n-7/ C16:0 0.15" 0.15" 0.09° 0.012 0.010
C18:1n-9 / C18:0 3.39" 2.94Y 2.78" 0.122 0.018
Higado
C16:0 14.517 15.86% 17.44" 0.510 0.010
C16:1n-9 0.49 0.40 0.38 0.037 0.121
Cl6:1n-7 0.87* 0.57% 0.58” 0.029 <0.001
C18:0 26.15 27.05 28.29 0.592 0.120
C18:1n-9 15.48 14.96 14.87 0.376 0.544
C18:1n-7 2.51% 1.64% 1.74° 0.127 0.001
C18:2n-6 13.827 15.99* 16.24" 0.445 0.008
C18:3n-3 0.23” 0.35" 0.30” 0.020 0.013
C20:3n-9 0.00” 0.94” 0.85* 0.049 <0.001
C20:4n-6 0.00” 0.15” 0.15* 0.012 <0.001
C20:5n-3 0.38% 0.44* 0317 0.024 0.013
C22:6n-3 17.8% 14.8* 13.3% 0.690 0.004
9,111-CLA' 0.25 0.55 0.60 0.131 0.210
110,c12-CLA" 1.29 1.66 1.35 0.118 0.128
>AGS® 45977 47.03% 49.00” 0.816 0.090
SAGMI® 20.39° 18.197 17.97° 0.478 0.012
>AGMI/ X AGS 0.44* 0.39° 0.36” 0.012 0.009
SAGPI® 33.72 33.89 32.13 0.825 0.373
C16:1n-7/ C16:0 0.06* 0.04” 0.03¥ 0.004 <0.001
C18:1n-9/ C18:0 0.59 0.55 0.52 0.024 0.221
Contenido de grasa 4.12° 3.58” 3.817 0.110 0.026

!CT-CT= Lechones de cerdas alimentadados con un pienso control desde los 0 a los 63 dias de edad.

°CT-CLA= Lechones de cerdas alimentados con una dieta enriquecida con CLA desde los 28 a los 63 dias de edad.

ZCLA-CLA= Lechones de cerdas alimentados con una dieta enriquecida con CLA desde los 0 a los 63 dias de edad.
n=06.

eValores con un superindice diferente son diferentes.

fc, cis; t, trans.

8YAGS, ZAGMI, ZAGPI = suma de la concentracion de 4cidos grasos saturados,monoinsaturados y poliinsaturados

respectivamente.
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8. DISCUSION GENERAL

Los efectos positivos del CLA sobre el crecimiento, la conversion del alimento y el
aumento del tejido magro en detrimento del graso observados en animales de
laboratorio han impulsado durante los ultimos afios la investigacion de su uso potencial
para el sector porcino, con el fin de mejorar los indices técnico-econdmicos ademas de
sopesar el posible valor afadido como alimento funcional (Dugan et al., 2004). De los
estudios realizados en cerdos existen discrepancias en cuanto al impacto que produce el
CLA sobre los parametros productivos y de calidad, discrepancias que como sugieren
Dugan et al. (2004) parten de las diferentes condiciones experimentales de los distintos
estudios, tales como la edad del animal, el sexo, la genética, la composicion de la dieta y
de los isomeros de CLA utilizados. En la presente tesis se han llevado a cabo una serie
de pruebas experimentales en las que se valoran los efectos del CLA sobre los
parametros productivos y de calidad, y sus implicaciones, en las distintas fases del
proceso productivo (madres, lechones y cebo). Ademas, se ha analizado el efecto del

CLA en dos tipos genéticos comerciales en Espaiia.

8.1. PARAMETROS ZOOTECNICOS

8.1.1. Madres

Hasta el momento los estudios en cerdas reproductoras se han centrado principalmente
en observar los efectos del CLA sobre la eficiencia energética y sobre el efecto
modulador de la actividad inmune de la leche y su impacto sobre el desarrollo de la
progenie (Bontempo et al 2004; Poulos et al. 2004; Corino et al. 2009). En dichos
estudios aunque el engrasamiento de la madre no fue analizado, la inclusion de hasta un
0.5% de CLA no tuvo efectos sobre el peso de la madre, pero es preciso indicar que en
ninguno de casos se midio el engrasamiento. En nuestro estudio la incorporacion de un
1% de CLA durante la Ultima semana de gestacion y durante toda la lactacion
disminuyd la movilizacion de reservas grasas durante la misma, observandose un efecto
significativo sobre el espesor del tejido adiposo subcutaneo al final de la lactacion
(P<0.004) (Tabla 2, experimento 3) (Figura 1). Este hallazgo es muy novedoso puesto
que ningln trabajo realizado hasta el momento habia demostrado el efecto del CLA

sobre el espesor de tocino dorsal en cerdas reproductoras. El mantenimiento de la
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condicién corporal es un objetivo prioritario para la rapida recuperacion de las cerdas
después de una etapa de alta demanda de nutrientes y energia como es la lactacion. Las
reservas corporales de las cerdas en el momento del parto tiene una relacion directa con
la fertilidad posterior (Butler, 2000). Al igual que en los trabajos de Bontempo et al
(2004), Poulos et al. (2004) y Corino et al. (2009), en nuestro experimento, la inclusion
de CLA en la dieta de la madre no tuvo efectos significativos sobre su rendimiento
como reproductora. Es posible que el disefio experimental de este trabajo no permita
observar efectos en los parametros reproductivos, siendo preciso un numero mucho mas
elevado de reproductoras y un periodo experimental mas prolongado. No obstante, el
efecto sobre la movilizacion de reservas grasas es suficientemente indicativo del interés
del CLA en cerdas reproductoras. Sera preciso en el futuro abordar estudios mads
ambiciosos para tratar de observar posibles efectos en otros parametros de interés. Por
otra parte, el hecho de movilizar menor cantidad de tejido adiposo y sin embargo, no
por ello, verse afectado el rendimiento de la progenie puede estar relacionado con la
mayor eficiencia de utilizacion de nutrientes, tal y como propone West et al. (1998),
aunque también en este caso se hace necesario profundizar en estudios que corroboren

esta informacion.

Figura 1. Espesor de grasa dorsal en las cerdas segun el nivel incluido de CLA en
la dieta (0 Cerdas que reciben CLA en el pienso; o Cerdas que reciben pienso
control).
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El numero de lechones destetados por camada y la mortalidad al destete no resultaron
afectados por la incorporacion de CLA en la dieta de las madres coincidiendo con lo
observado en otros experimentos (Poulos ef al., 2004; Bontempo et al., 2004; Corino et

al., 2009).

8.1.2. Lechones destetados

La inclusion de CLA en la dieta de las cerdas o en la dieta de los lechones destetados no
afectdé de manera significativa a las principales caracteristicas productivas de los
lechones destetados (ganancia de peso, consumo y eficiencia alimenticia desde el
destete (28 dias) y a 63 dias de vida (Tabla 5, experimento 3). Nuestros resultados
junto con los obtenidos por Ostrowska et al. (1999) y Corl et al. (2008) demuestran que
la inclusiéon de CLA en dietas para lechones no parece afectar al rendimiento productivo
de los mismos independientemente de la duracion del tratamiento. El experimento de
Ostrowska et al. (1999) tuvo una duracion de 56 dias mientras que el trabajo de Corl et
al. (2008) solo se prolongd durante 16-17 dias. Tampoco se han observados efectos
productivos relacionados con la concentracion de CLA en el pienso de lechones
destetados. Sin embargo, en los experimentos en los que el CLA se proporciond en las
dietas durante la gestacion y la lactacion, los resultados son menos claros. Mientras
Bontempo et al. (2004) coinciden con los resultados obtenidos en el presente trabajo al
no observar ningun efecto sobre el crecimiento de los lechones después del destete,
Corino et al. (2009) describieron un mayor peso al destete de los lechones de cerdas
alimentadas con una dieta enriquecida en CLA, pero 13 dias después del destete no se
observé ninguna diferencia en el peso de los lechones. Por otra parte, Bee (2000b) y
Patterson et al. (2008) encontraron que durante las primeras semanas después del
destete (3 en el caso de Patterson et al. (2008) y 5 en el caso de Bee (2000b)) los cerdos
nacidos y criados por cerdas alimentadas con dietas enriquecidas con CLA consumian
mayor cantidad de alimento que los cerdos criados por las cerdas alimentadas con la
dieta control. El mecanismo subyacente de estas diferencias en la respuesta no es claro.
Sin embargo, es interesante observar que las diferencias sélo se observaron en los
experimentos cuyo nivel de suplementacion de CLA en las dietas fue alto (2%) (Bee,

2000Db; Patterson et al. 2008).
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8.1.3. Cerdos en fase de cebo

En los animales de genotipos magros (Large white x (Large White x Landrace) no se
observo efecto significativo del CLA sobre el peso y rendimiento de la canal. De forma
similar, los trabajos realizados por Eggert ef al. (2001), Ramsay et al. (2001), Wiegand
et al. (2001) tampoco observaron diferencias significativas en estas medidas. Sin
embargo, la dieta con 2% de CLA dio lugar a un aumento el peso de lomo (P <0.01) y el
peso combinado de jamones + paletas + lomos (P <0.02) (Tabla 2, experimento 1). No
se observaron efectos de la incorporaciéon de CLA sobre la conductividad eléctrica de
los jamones. La conductividad eléctrica se utiliza con frecuencia para estimar la
desnaturalizacion de las proteinas y la retencion de agua, lo que sugiere que un alto
nivel de suplementaciéon con CLA puede producir un jamén con mejores propiedades
tecnologicas. Por otra parte la conductividad eléctrica también puede estar asociada
negativamente con el contenido de GIM. Hasta el momento no se han desarrollado
estudios para poner de manifiesto el efecto del CLA sobre los pardmetros de calidad del
jamon.

En nuestro experimento no se han observado efectos de CLA sobre la ganancia de peso,
consumo de pienso o conversion del alimento. Asimismo, tampoco se han observado
efectos en las caracteristicas de la canal, aunque si se observaron algunas tendencias de
posible interés potencial, tales como el peso combinado de los jamones, paletas y lomos
(P=0.10). En cuanto a las diferencias entre machos y hembras, observamos que el peso
de las paletas fue mayor en los machos que en las hembras (P=0.03), mientras que el
peso de tocino tendia a ser mayor en las hembra que en los machos (P=0.05). La
interaccion dieta suplementada con CLA x sexo fue significativa para las caracteristicas
de la canal estudiadas (P>0.05). El estudio de Serrano et al. (2008) realizado también
con cerdos ibéricos muestra resultados productivos en consonancia con los obtenidos en

nuestro estudio.
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8.2. COMPOSICION DEL CALOSTRO Y DE LA LECHE MATERNA

En el experimento 3 realizado con cerdas alimentadas con 1% CLA durante la ultima
semana de gestacion y toda la lactacion, no hubo efecto del tratamiento sobre el
contenido en grasa del calostro (Tabla 3, experimento 3) (Figura 2). Los resultados
obtenidos estan de acuerdo con los aportados por Bontempo et al. (2004), quienes no
encontraron ningun efecto de la administracion de CLA en la dieta sobre la grasa del
calostro cuando se administraba durante un periodo de tiempo corto (8 dias). Sin
embargo, en nuestro experimento la concentracion de grasa de la leche fue un 14% mas
bajo en las cerdas alimentadas con la dieta que incluia CLA respecto a las
reproductoras que recibieron una dieta control (P <0.01) (Tabla 4, experimento 3)
(Figura 2). Estos datos estdn en consonancia con la menor movilizacion de la grasa
dorsal observada en las cerdas alimentadas con CLA a lo largo del periodo de lactacion

(Tabla 2, experimento 3).

Figura 2. Relacién de grasa en el calostro (O) y la leche (A) con el nivel de CLA
incluido en la dieta de las cerdas (experimento 3).
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El efecto de la suplementacion de CLA en vacas lecheras sobre el contenido de grasa
lactea y su composicion esta bien documentado (Bernal-Santos et al., 2003; de Veth et
al., 2004) el CLA afecta notablemente el metabolismo lipidico y reduce la
concentracion de grasa (Chouinard et al., 1999). Por otro lado, el limitado nimero de

experimentos con cerdas en lactacion parece indicar una respuesta similar (Harrell et al.,
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2000; Poulos et al., 2004). Poulos et al. (2004) encontraron que un 0,5% de CLA en la
dieta a partir del dia 40 de gestacion hasta el destete, producia una reduccioén de la
concentracion de la grasa de la leche de un 17%. Segun lo sugerido por Bontempo et al.
(2004), la falta de efecto de CLA sobre el contenido total de la grasa del calostro podria
explicarse hasta el momento por el corto periodo de administracion, aunque también
puede deberse a una respuesta diferente de la leche y el calostro a dietas con CLA.

En el experimento 3 observamos un marcado efecto de la adicion de CLA en la
composicion de AG del calostro (Tabla 3) (Figura 3) y de la leche (Tabla 4) (Figura
4), con un aumento del total de AGS, una disminucion de AGMI y ningun efecto sobre
el total de AGPI. Las proporciones de C16:1n-7/C16:0 y C18:1n-9/C18:0 fueron
menores en el grupo CLA comparadas con el grupo control (Tablas 4 y 5) lo que
coincide con experimentos previos (Bee, 2000a; Bontempo et al., 2004). Como
esperabamos, el nimero de AG modificados por Ia inclusion de CLA en la dieta y la
magnitud de la alteracion de la leche fue mayor que para los lipidos del calostro, ya que
las cerdas en lactacion comenzaron a recibir la dieta enriquecida en CLA so6lo 7 dias

antes del parto.

Figura 3. Concentracion (%) de los AGS (A), AGMI (®) y AGPI (m) en el calostro,
segun el nivel de CLA incluido en la dieta (%) (experimento 3).
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Figura 4. Concentracion (%) de los AGS (A), AGMI (@) y AGPI (m) en la leche,
segun el nivel de CLA incluido en la dieta (%) (experimento 3).
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8.3. MODIFICACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS

En los animales monogastricos, cualquier modificacion del perfil de AG de la dieta
suministrada conlleva una modificacioén del perfil de AG de su grasa corporal o de la
grasa de sus productos o secreciones. La composicion de los AG de la carne se ve
influida por la especie, la raza y el sexo si bien existen también diferencias entre lineas
y entre individuos dentro de la misma raza.

Se ha podido demostrar experimentalmente que el CLA inhibe la actividad de la enzima
delta 9 desaturasa (Lee et al., 1998), principal responsable de la insaturacion de los AG
producidos enddgenamente, que transforma el C18:0 en C18:1. Practicamente toda la
informacion disponible en ganado porcino indica que el CLA produce una marcada
saturacion de la grasa (Ramsay et al., 2001; Thiel-Copper et al., 2001; O’Quinn ef al.,
2000; Gatlin et al., 2002; Eggert et al., 2001; Bee, 2001; Joo et al., 2002; Wiegand et
al., 2002). Esto sucede en cada uno de los tejidos de los diferentes experimentos (grasa,

musculo, higado, calostro y leche).

8.3.1. Tejido subcutaneo

La inclusion de CLA en piensos para animales de genotipos magros durante la fase de

cebo produjo una modificaron de la composicion de AG en el tejido adiposo subcutaneo
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(Tabla 3, experimento 1) (Figura 5). El aumento de la concentraciéon de CLA en la
alimentacion tuvo una influencia positiva (P <0.05) sobre el contenido de AGS, AGPl y
los isomeros ¢9,/11-CLA, t10,c12-CLA y un efecto negativo sobre el la proporcion de
AGMI, mientras que el C18:2n-6 y no se vio afectado por el contenido de CLA. La
acumulacion del ¢9,¢11-CLA en el tejido subcutdneo fue mayor que la de ¢10,c12-CLA,
lo que coincide con los datos proporcionados por Kramer et al. (1998) quienes

sugirieron que el isdmero 710, c12-CLA se incorpora de una forma menos eficiente.

Figura 5. Concentracion (%) de los los AGS (A), AGMI (@) y AGPI (H) en la
grasa subcutanea de cerdos blancos, segiin el nivel de CLA incluido en la dieta (%)
(experimento 1).
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En los cerdos ibéricos (grasos) del experimento 2 también se produjo una modificacion
del perfil de AG de la grasa subcutanea en el mismo sentido (Tabla 3, experimento 2)
ya que se observo un incremento de los AGS y una disminucioén de los AGMI (Figura
6). En el presente trabajo los AGS de la grasa subcutdnea aumentaron de un 40,0% a un
44,5% durante los 42 dias de experimento, pero Larsen ef al. (2009) encontraron que los
AGS aumentaron del 38,5% al 46% durante 56 dias de experimento, lo que indica que
en cerdos pesados, 42 dias de suplementacion con CLA es suficiente para modificar los
AGS de la grasa dorsal. Ademas a diferencia de los cerdos blancos, el CLA produjo una
reduccion en los niveles de AGPI en los cerdos alimentados con CLA (11.61 vs 12.23)
(P<0.01). Esta reduccion en la concentracion de AGPI en la grasa subcutanea es un

tema de interés potencial, ya que existe una relaciéon negativa entre el contenido de
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AGPI y consistencia grasa. La acumulacion excesiva AGPI en grasa conduce a un
mayor tiempo de procesado de los productos curados, debido a una baja consistencia
grasa y por lo que, la migracion de agua se ve alterada (Lopez-Bote, 1998) lo que es de

gran importancia en la obtencion de productos carnicos de calidad.

Figura 6. Concentracion (%) de los AGS (A), AGMI (®) y AGPI (m) en la grasa
subcutanea de cerdos ibéricos x Duroc del experimento 2 segun el nivel de CLA
incluido en la dieta (experimento 2).
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El indice A-9 desaturasa calculado mediante el cociente de AGMI/AGS, C18:1n-
9/C18:0 y C16:1n-7/C16:0, se redujo con la administracion de un 1% de CLA, lo que
coincide con investigaciones previas en que las que se midi6 la actividad de la enzima
SCD en el tejido adiposo subcutaneo porcino (Smith et al., 2002) o se estimd de modo
indirecto (Eggert ef al., 2001; Martin et al., 2007). De acuerdo con Park et al. (2000), el
isomero t10,c12-CLA tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad A-9 desaturasa en
comparacion con otros isomeros de CLA, mientras que el isomero ¢9,/11-CLA no
parece tener efecto sobre la desaturacion de los AG.

En el caso de los lechones lactantes también se ha observado un efecto de la inclusion
de CLA en el pienso sobre la composicion de AG de la grasa subcutanea (Tabla 4,
experimento 4) (Figura 7) lo que era de esperar teniendo en cuenta el marcado efecto
del CLA en la composicion de los AG de la leche de las cerdas. Esto puede ser debido a
que los lechones recién nacidos tienen un contenido muy bajo en grasa (Pettigrew,

1981) y la capacidad para la sintesis y movilizacion de grasa es muy reducida
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(Leskanich y Noble, 1999; Otten et al. 1993). Por lo tanto, estos datos sugieren que se
produce una acumulacion directa de AG sin apenas modificacion. Sin embargo, es
preciso sefialar que la concentracion del isomero ¢9,11-CLA es un 67% menor en la
grasa subcutanea que en la leche (0,44 vs 1,3%) y el isomero ¢#10,c12-CLA es un 86%
menor (0,9 vs 0,12%), y sugiere una menor tasa de absorciéon y por tanto una menor
disponibilidad de los isdémeros de CLA en comparacién con la leche (Bee, 2000a).
También es interesante observar la diferente respuesta de los isomeros de CLA al
acumularse en los diferentes tejidos del cerdo. La concentracion de ambos isémeros fue
similar en las dietas de las cerdas, pero en la leche habia una mayor acumulacién de
c9,t11-CLA sobre #10,c12-CLA (1,5 veces mayor concentracion), mientras que en la
grasa subcutanea de los lechones la concentracion del isdmero ¢9,711 fue 3.7 veces

mayor que la del isémero #10,c12 (Tabla 4, experimento 4).

Figura 7. Concentracion (%) de los AGS (A), AGMI (®) y AGPI (m) en la grasa
subcutanea de los lechones destetados (28 d de vida) segin el nivel de CLA incluido
en la dieta (experimento 4).
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Los lechones que recibian una dieta enriquecida de CLA después del destete alcanzaron
una concentracion similar en el tejido subcutaneo de AGS, AGMI, C18:2n-6 y AGPI a
los 63 d de vida comparados con los lechones nacidos de las cerdas alimentados con una
dieta enriquecida CLA, y que cuando se destetan (28 d) reciben una dieta suplementada

con CLA (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la administracion de una dieta enriquecida con CLA durante la
lactacion y el postdestete (CLA-CLA, A), o solo en el periodo de postdestete (CT-
CLA, e, linea discontinua), sobre la concentracion de los acidos grasos saturados
(AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI) en lechones lactantes
(28 d) y lechones destetados (63 d) en la grasa subcutanea (o, grupo control, CT-
CT) (experimento 4).
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Una respuesta similar se observo para la acumulacién de isémeros del CLA en el
periodo de arranque (63 d de edad). Como era de esperar en los lechones procedentes de
madres que habian recibido una dieta control durante la ultima semana de la gestacion y
toda la lactacion, no se detectaron concentraciones de ¢9,/11-CLA y ¢10,c12-CLA en el
destete, pero los lechones que recibian una dieta enriquecida en CLA durante 35 dias
después del destete, la concentracion de los isomeros de CLA fue muy similar a la
observada en los lechones alimentados con una dieta CLA durante todo el periodo
experimental (63 d). Investigaciones previas en cerdos en crecimiento han mostrado una
respuesta cuantitativa de la concentracion de CLA en la dieta sobre la acumulacion de
los isomeros de CLA en la grasa subcutdnea (Martin et al., 2007), pero no hay
informacion concluyente sobre el efecto del tiempo de administracion de CLA en la
acumulacion de CLA en los tejidos del cerdo. En un experimento reciente (Martin et
al., 2007) se observd una respuesta asintotica en la acumulacion de isomeros de CLA en
la grasa subcutanea de cerdos en crecimiento, con una meseta en la respuesta después de

un periodo inicial (2-3 semanas) de rapido crecimiento.

8.3.2. Tejido muscular

La inclusion de CLA en piensos para animales de genotipos magros durante la fase de
cebo produjo una modificaron de la composicion de AG en el misculo L. dorsi (Tabla
4, experimento 1). El aumento de la concentracion de CLA en el pienso incremento6 (P
<0.05) la concentracion de los AGS y los isémeros ¢9,t/11-CLA y ¢10,c12-CLA y
disminuy6 proporcion de AGMI y los AGPI no se vieron afectados por el contenido de
CLA.

Es interesante sefialar que el aumento de la concentracion de C16:0 fue mayor en la
GIM que en la grasa subcutanea, y lo contrario ocurre para el C18:0, lo que indica una
regulacion diferente por el CLA en los distintos tejidos. El efecto de la disminucion en
la concentracion de C18:1n-9 por el CLA fue menor en la GIM que en la grasa
subcutanea, lo que sugiere que el CLA es menos efectivo en la regulacion del delta-9-
desaturasa en el tejido muscular. Estos resultados estan de acuerdo con los trabajos de
Bee (2001) y Eggert et al. (2001). Sin embargo, otros autores (Ramsay et al., 2001;
Demaree et al., 2002), observaron un aumento de C18:0 y una disminucién de C18:1n-9

y C18:3n-3 en la GIM del musculo L. dorsi al aumentar la concentracion de CLA en la

148



Discusién general

dieta. Sin embargo la dieta con CLA no tuvo ningin efecto sobre la proporcion de
C16:0.

En la Tabla 4 (experimento 2) de los cerdos ibéricos (grasos) también se produjo una
modificacion del perfil de AG del musculo L. dorsi en el mismo sentido ya que se
observd un incremento de los AGS y una disminuciéon de los AGMI y no produjo
ningun efecto sobre el C18:2n-6 y la concentracion de AGPI. Bee (2001), en cerdos
sacrificados a 105,2 kg de peso vivo, observaron un aumento de C16:0 y AGS y una
reduccion de C18:1n-9 y AGMI con la dieta de CLA, mientras que no se observo
ningun efecto en la concentracion del C18:2 n-6. Es interesante observar que el aumento
de la proporcion de C16:0 en la GIM es similar o un poco menor que en la grasa
subcutdnea dorsal. La reduccion de la proporcion de C18:1n-9, AGMI y el indice A-9
desaturasa fue de menor magnitud en la GIM que en la grasa dorsal subcutanea, lo que
sugiere un menor efecto regulador de A-9 desaturasa en el tejido muscular. En el
experimento 3, este resultado se debid probablemente a la menor concentracion del
isémero t10, c12-CLA en la GIM que en la grasa subcutdnea.

En este experimento 3 las relaciones encontradas entre el porcentaje de GIM y las
proporciones de C14:0, C16:0 y C18:2n-6 en el musculo son de interés. Trabajos
previos han mostrado una relacion entre los AGS y el contenido de GIM (Bee, 2001;
Eggert et al., 2001; Ramsay et al., 2001), lo que sugiere un mecanismo indirecto de la
dieta de sobre el contenido de GIM, pero es preciso confirmar este efecto en futuros
experimentos. El sexo no tuvo efecto (P>0.05) sobre el perfil de AG de la GIM (Tabla
4, experimento 2). Sin embargo, los machos tendieron (P <0.10) a tener mayores
proporciones de C18:0, AGS y ¢9,/11-CLA y menores proporciones de AGMI, AGMI/
AGS y C18:1n-9/C18:0 que las hembras. La interaccion incorporacion de CLA en el

pienso x el sexo no tuvo ningun efecto sobre el perfil de AG
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8.4. CONTENIDO DE GRASA INTRAMUSCULAR

Un aspecto de interés del CLA es su potencial efecto sobre la calidad de la carne,
destacando especialmente el contenido en GIM. Aunque algunos experimentos previos
han puesto en evidencia un efecto del CLA en el pienso en el contenido de GIM (Dugan
et al., 1999; Wiegand et al., 2001; Wiegand et al., 2002; Joo et al., 2002). Sin embargo,
en otros trabajos no se ha evidenciado ninglin efecto (Tischendorf ef al., 2002; D’Souza
y Mullan, 2002). Teniendo en cuenta que el CLA tiene un efecto lipolitico en la grasa
subcutanea, éste es sin duda un aspecto de interés, porque sugiere que el CLA modifica
el reparto de la grasa en el organismo animal (Park., et al 1995, Choi et al., 2004),
reduciéndolo en los lugares de menor interés comercial y aumentdndolo en los lugares
donde tiene un efecto de mayor interés.

En el trabajo realizado con cerdos blancos en cebo (Tabla 2, experimento 1) el
contenido de GIM fue afectado por la inclusion de CLA en el pienso (P <0.001)
(Figura 9). Aunque la concentracion de un 0,5% de CLA no produjo efecto alguno, la
inclusion de 1% y 2% de CLA en la dieta resultd en un marcado aumento en el
contenido de GIM (del 16% y 19%, respectivamente). Sin embargo, en el experimento 2
(cerdo ibérico x Duroc) la inclusiéon de un 1% de CLA en la dieta no afectd a la
concentracion de GIM (Tabla 2, experimento 2) (Figura 9). Este resultado es
aparentemente contradictorio con lo expuesto anteriormente en cerdos pertenecientes a
lineas genéticas magras, lo que sugiere que la eficacia de una dieta con un 1% de CLA
sobre la concentracion de GIM es menor en los cerdos grasos sacrificados con mayor
peso, que en los genotipos magros sacrificados en la proximidad de los 100 kg de peso
vivo (Eggert el al., 2001). Esta aparente contradiccion entre los resultados de los dos
experimentos se corrobora por la informacién disponible en la bibliografia. Asi es
interesante sefialar que Gatlin et al. (2002), Dugan et al. (1997), Joo et al. (2002),
Wiegand et al. (2002) hallaron una mayor puntuaciéon de marmoreado en cerdos que
recibieron dietas enriquecidas en CLA y se sacrificaron aproximadamente con 100 kg
de peso vivo. Sin embargo, Corino et al. (2008), Lauridsen et al. (2005), Lo Fiego et al.
(2005), Migdal et al. (2004) no observaron ningin efecto del CLA sobre la

concentracion de GIM en cerdos sacrificados con un mayor peso (> 125 kg).
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Figura 9. Relacion de grasa intramuscular con el nivel de CLA incluido en la dieta
en cerdos blancos (O) e ibéricos (O) (experimentos 1y 2).
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8.5. ACTIVIDAD ENZIMATICA

En estudios previos se ha observado que los isomeros del CLA muestran un efecto
limitante en la acumulacién de grasa en los organismos animales. La acumulacion de
grasa estd determinada por un equilibrio entre la sintesis (lipogénesis) y la movilizacion
(lipolisis, B-oxidacion de los AG). Sin embargo, no esta del todo claro en qué medida
este efecto se debe a una disminucion de la actividad de las enzimas que participan en la
lipogénesis o un aumento en la B-oxidacion de AG.

Las enzimas G6PD y ME son claves en los procesos de lipogénesis ya que son las
principales encargadas de suministrar el poder reductor (NADPH) necesario para el
proceso de biosintesis de AG en cerdos (Mourot ef al., 1995).

En el experimento de los lechones la actividad de las enzimas lipogénicas aumento tanto
en los tejidos adiposo y hepatico con la edad (Tablas 3 y 5, experimento 4) (P <0.05)
siendo mayor la actividad en el tejido adiposo que en el hepatico. En el cerdo la
lipogénesis tiene lugar principalmente en el tejido adiposo (José et al., 2008) y las
actividades de la G6PD y la EM aumentan a medida que el animal crece, alcanzando un
maximo de actividad en animales cercanos a los 60 kg de peso, disminuyendo a partir

de entonces (Mourot ef al., 1995).
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En el presente estudio la actividad de G6PD en ambos tejidos fue mayor que la de la
ME, lo cual concuerda con lo observado por Mourot et al. (1995) en los animales que
pesaban alrededor de 20 kg. Estudios previos en cerdos sugieren que la influencia de
CLA sobre el metabolismo lipidico parece depender de la fase de crecimiento del cerdo
y del genotipo (Ramsay et al., 2001). De esta forma Bee (2001) no observé un efecto de
la dieta de CLA sobre la actividad de la EM vy las enzimas implicadas en la sintesis de
AG en el tejido adiposo de cerdos en la fase de acabado, pero el mismo autor, Bee
(2000b) encontrd un efecto positivo del CLA sobre la actividad de la ME y la G6PD en
el tejido adiposo de los lechones. Del mismo modo Corino et al. (2003) con dietas que
contenian 0,25 y 0,50% de CLA, no observaron ningtn efecto de la dieta CLA en la
actividad de G6PD y ME en el tejido adiposo de los cerdos pesados. Sin embargo
recientemente, Corl et al. (2008) observaron que el CLA reducia la expresion de genes
lipogénicos en lechones recién nacidos sin afectar a la f-oxidacion de palmitato en el
higado y el musculo. Segun Daza et al. (2007) los cambios en la actividad de estas
enzimas es mas marcado en los animales jovenes o cuando reciben diferentes niveles de
energia en la dieta. En nuestro trabajo no encontramos ningun efecto del CLA sobre las
enzimas lipogénicas (Tabla 3, experimento 4) (Figura 10) lo que parece indicar que el
aumento de la concentracion de AGS y la disminucion de la concentracion de AGMI
observado en cerdos alimentados con CLA se debe mas al efecto regulador del CLA
sobre la actividad de la A-9 desaturasa que sobre la lipogénesis. Esto estd de acuerdo
con Bretillon et al. (1999) quienes describieron un efecto inhibitorio del CLA tanto en
la actividad y como en la expresion de la A9-desaturasa hepatica.

En cuanto a los posibles efectos del CLA sobre la lipolisis en el presente estudio, la -
oxidacion estudiada en el corazén no fue modificada por la dieta suplementada con
CLA, pero observamos una tendencia a una mayor actividad de la L3HOAD en cerdos
alimentados con CLA durante las dos fases del experimento (Tabla 5, experimento 4).
Esta respuesta es similar a la descrita en otros trabajos que observaron un efecto

positivo del CLA sobre la B-oxidacion de AG (Pariza et al., 2001; Wahle ef al., 2004).
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Figura 10. Efecto de la administracion de una dieta enriquecida con CLA durante
la lactacion y el postdestete (CLA-CLA, A), o solo en el periodo de postdestete
(CT-CLA, e, linea discontinua), sobre la actividad enzimaitica del tejido
subcutaneo en lechones lactantes (28 d) y lechones destetados (63 d) (o, grupo
control, CT-CT) (experimento 4).
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9. CONCLUSIONES

De los resultados expuestos en la presente tesis doctoral, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.- El CLA incrementa la GIM de los cerdos de genotipo magro cuando se
incluye en el pienso a concentraciones iguales o superiores al 1%. El CLA tiene
efectos positivos sobre la calidad de la carne debido a que su incorporacion en la
alimentacion de cerdos de cebo modifica tanto la composicion de los lipidos de
la grasa subcutanea como la del tejido intramuscular, produciendo un aumento
de la concentracion de AGS y una disminucion de la de AGMI, pero la magnitud

de respuesta es diferente para cada tejido.

2.- La acumulacion del isomero ¢9,t11-CLA es mayor que la de #10,c12-CLA
tanto en el tejido subcutdneo como en la grasa intramuscular. Existe una
respuesta lineal en la acumulacion de los isdmeros en ambos tejidos respecto a la

incorporacion de CLA en la dieta.

3.- La inclusion de un 1% de CLA en el pienso no produce efectos sobre las
caracteristicas de la canal y el contenido de GIM en los cerdos de genotipo
graso, aunque si afecta al perfil de AG de la grasa subcutanea dorsal y de la
GIM. La concentracion de los isomeros de CLA en la grasa subcutanea y en la
GIM son menores que en los cerdos de genotipo magro, lo que sugiere que es
necesaria una mayor suplementacion de CLA en el pienso para alcanzar los
mismos niveles de incorporacion tisular que presentan los genotipos mejorados

en sus tejidos.

4.- La alimentacion de las cerdas con un pienso enriquecido con CLA durante la
ultima semana de la gestacion y todo el periodo de lactacion provoca un
aumento de la concentracion de CLA en el calostro y la leche, alterando ademas
la composicion de los AG. El pienso que incorpora CLA produce una mayor
concentracion de AGS y menor concentracion de AGMI en todos los casos, pero

sin modificar la concentracion total de AGPI.
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5.- La incorporacion de CLA en el pienso de cerdas reproductoras disminuye la
concentracion de grasa de la leche, produce una menor pérdida de espesor de
grasa dorsal durante el periodo de lactacion y un mayor peso del lechén al
destete, pero no se observaron otros efectos productivos en las cerdas o en los

lechones destetados.

6.- Los piensos de las cerdas enriquecidos con CLA provocan una modificacion
de la composicion de AG en los lechones destetados tanto en el tejido
subcutaneo como en el hepatico. Sin embargo, con independencia de la dieta de
las cerdas, después de 35 dias del destete la concentracion de AG (incluidos los
isomeros CLA) en la grasa subcutinea y el tejido hepatico, depende casi

exclusivamente del aporte de CLA en el pienso iniciador.

7.- La incorporacion de CLA en la alimentacion provoca una escasa
modificaciéon de la regulacion enzimatica tanto a los 28 como a los 63 dias de
vida, a excepcion de una menor actividad de EM en los lechones que reciben una

dieta enriquecida en CLA después del destete.

8.- A pesar de los distintos efectos positivos conseguidos mediante el aporte de
CLA, es necesario ser prudente con la interpretacion de los diferentes resultados
observados y los encontrados en la bibliografia, ya que las condiciones y
metodologia de la investigacidon son muy diferentes (tipos de isdmeros
utilizados, concentracion, edad de los animales experimentales, tipo genético,

duracién de la suplementacion practicas de manejo, etc.).
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