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Introduccion.

Los 4cidos grasos (AG) son nutrientes claves para multiples funciones bioldgicas en el
organismo. Desde el almacén de energia, componente de membranas celulares, precursores
de sustancias metabdlicamente activas, y -hasta activacion de genes o factores de
transcripcion, son propiedades descritas para estos compuestos. A nivel del ovocito, los AG
forman parte importante de la membrana celular (en forma de fosfolipidos) y del fluido
folicular, lo que les permite afectar notablemente el microambiente del ovocito y podrian
jugar un papel fundamental en la fertilidad y en técnicas de reproduccion asistida como la
fertilizacion in vitro (FIV). Utilizar 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) protegidos de la
accion ruminal (jabones célcicos), es una manera de garantizar el aporte en la dieta de
rumiantes de los 4cidos grasos esenciales (Omega 6 y 3) y de incrementar su disponibilidad
a nivel de los tejidos, permitiendo ejercer su accion metabolica llamada en algunos casos
“nutracéutica” . Para el caso de los bovinos, existe una creciente y variada informacion
referente al uso de AGPI y su efecto sobre el ovocito, la FIV y la calidad embrionaria en
vacas, por lo que el objetivo del presente documento. es revisar de-manera breve. trabajos
relacionados con el efecto de los AGPI sobre estos aspectos en rumiantes con especial énfasis
en ovocitos bovinos.

Los acidos grasos y la composicion del Ovocito.

Los AG son moléculas fundamentales en la estructura de un lipido, son cadenas de carbono
hidrogenadas que terminan en un grupo acido o grupo carboxilo en un extremo y un grupo
metilo en el otro (Jenkins, 2004). La longitud de las cadenas de/los AG va de 2 4tomos de
carbono a 24-0-mas. Es eomun nombrarlos segun la cantidad de dtomes presentes y- la
presencia de dobles enlaces. Esto ultimo, permite clasificar a los acidos grasos en saturados
o insaturados. Los acidos grasos linoleico y linolénico (Omega 6 y Omega 3,
respectivamente) no pueden ser sintetizados por los tejidos animales, por lo tanto deben ser
incorporados en la dieta (Jenkins, 2004). Estos dos AG son conocidos como esenciales en la
alimentacion animal, debido a que son requeridos para multiples procesos metabolicos. A
nivel celular, los &cidos grasos pueden ser incorporados en la membrana celular o ser
incorporados dentro de gotas lipidicas sintetizadas en el citoplasma (Aardema, 2014). Estas
gotas de grasa se originan de los dcidos grasos extracelulares (provenientes de la circulacion
sanguinea) o de los sintetizados “de novo”. En el caso del ovocito de la vaca, el origen de los
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acidos grasos permanece incierto, aunque cada dia existen mas evidencias que permiten
aseverar que esta célula es capaz de incorporar AG provenientes de su alrededor (Aardema,
2014). La composicion de los AG almacenados en el ovocito, ha sido correlacionada con el
desarrollo de las capacidades de esta célula (Kim et al., 2001). El ovocito y las capas de
células del cumulus juntos se conocen como el complejo cumulo-ovocito (CCO, Aardema,
2014). Kim et al. (2001) reportan que ovocitos bovinos provenientes del CCO clasificados
como A (de alta calidad) o B (moderada o baja calidad), todos tenian el acido palmitico
(C16:0) como el AG mas abundante; sin embargo, el segundo mas abundante en los ovocitos
clasificados A fue el 4cido oleico (C18:1) a diferencia del 4cido estedrico (C18:0) en los tipo
B. Estos hallazgos podrian indicar que alterando el medio ambiente al que estd expuesto el
ovocito (a ciertos AG), se promueve una capacidad de seleccién por ciertos AG o se activan
determinadas rutas metabolicas que pueden influir en la maduracion y el desarrollo de las
competencias necesarias del ovocito para la fertilizacion. Asimismo, los AGPI podrian tener
efectos diferenciales sobre la calidad del ovocito, por lo que su incorporacion al medio
folicular seria una manera de mejorar la fertilidad de los rebafios.

Los AG y el fluido folicular.

El medio que rodea el ovocito es el fluido folicular, este tiene un impacto notable en la
cantidad de AG libres disponibles para el gameto femenino, la cual se modifica dependiendo
del estado de desarrollo folicular, ya que esto conduce a un arreglo de los componentes del
foliculo que puede afectar la manera como los factores provenientes de la sangre son
transportados hasta el ovocito (Aardema, 2014). Los AG, que son insolubles en agua, viajan
en la circulacién sanguinea de tres formas: formando complejos con la albumina,
esterificados como triacilgliceroles (TAG) o como esteres de colesterol ‘dentro de las
lipoproteinas (quilomicrones, VLDL, HDL, etc.) (Jenkins, 2004). Desde la sangre, los AG
entran al fluido folicular atravesando varias capas de células que conforman la barrera hemo-
folicular (Aardema, 2014). Las células de la teca, que conforman la capa celular més externa
desde el estadio de foliculo primordial en adelante, expresan en su superficie el transportador
de acidos grasos CD36, la proteina de unién a los acidos grasos H (H-FABP) y la enzima
lipoprotein-lipasa (LPL) lo que permite el paso de los acidos grasos libres y de los AG
esterificados enlas lipoproteinas hacia el fluido folicular (Iseki et af., 1995; Camps et al.,
1990).

Una vez en el fluido folicular, es posible que el ovocito tome estos AG y los incorpore en su
interior para formar parte de la membrana celular o sean utilizados para formar las gotas
lipidicas previamente descritas. La HDL es la lipoproteina méas abundante en el fluido
folicular de los bovinos (Williams y Stanko, 1999), y es la lipoproteina mas potente para
estimular la produccion de progesterona (células de la granulosa y la teca) y androstenediona
(células de la teca) (Williams y Stanko, 1999). Sin embargo, se ha reportado un ligero
incremento en el fluido folicular de otras lipoproteinas en algunos foliculos cerca del
momento de la ovulacion (VLDL, LDL), pero se piensa que es debido a una mayor
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permeabilidad vascular del foliculo (Aardema, 2014). El fluido folicular también contiene
acidos grasos libres (Jungheim et al., 2011), con los cuales las células del cumulus tienen
contacto directo, siendo la Unica barrera existente entre el fluido folicular y el ovocito. La
expresion del CD36 en este tipo celular indica que son capaces de incorporar los AG en su
interior proveniente de su alrededor (Aardema et al., 2013).

Metabolismo lipidico en el ovocito y el embrion en los primeros estadios.

Luego que el acido graso esta en el interior celular, es activado con la unién de un grupo
CoA- en el extremo carboxilo terminal del AG (Mayes, 2005). Después de la activacion,
puede ser degradado a nivel mitocondrial a través del proceso conocido como B-oxidacion,
para obtener energia quimica a través de la fosforilacion oxidativa en la cadena de transporte
de electrones. Sin embargo, el destino de los AG puede ser diferente dependiendo si son
esenciales o de su grado de saturacion (Staples, 2014). Los AGPI pueden ser incorporados
en fosfolipidos, los cuales forman parte’ de la membrana celular y funcionan como
precursores de sustancias metabodlicamente activas como los eicosanoides (Prostaglandinas,
leucotrienos, etc.), regulando la actividad celular y la permeabilidad de otras sustancias a la
célula (Aardema, 2014).

La cantidad de gotas lipidicas en el interior del ovocito varia con la especie, siendo mayor
para animales como los bovinos y los cerdos en comparacion con roedores y humanos
(Khandoker et al., 1997). Se ha sugerido, que este mayor contenido en AG permite la
sobrevivencia del embrion durante el periodo previo a la implantacion, ya que proporcionan
una reserva energética en embriones (porcinos y bovinos) que tardan mas tiempo en fijarse
al endometrio (Aardema, 2014). La activacion de la lipasa sensible a hormona y la reduccion
de las cantidades de TAG durante la maduracion del ovocito, la fertilizacion y el desarrollo
embrionario temprano, indicaria que las gotas lipidicas almacenadas son utilizadas para
generar energia durante estos procesos (Auclair ef al., 2013).

La carnitina palmitoil-transferasa (CPT-I) funciona como un “seryicio de transporte” que
permite la incorporacion del AG activado para su degradacion dentro de la mitocondria
(Mayes, 2005). Cuando se inhibe el CPT-I en los ovocitos, la transferencia de acidos grasos
a la mitocondria para B-oxidacion es limitada, reduciéndose la capacidad de convertirse.en
embriones (Fergunson and Leese, 2006; Dunning et al., 2010). Otro hecho relacionado con
el punto anterior, es la reorganizacion de las gotas lipidicas y las mitocondrias hacia la
periferia del ovocito, lo cual ocurre durante el proceso de maduracion (también conocido
como maduracién citoplasmatica del ovocito) maximizando la difusion citosélica del
oxigeno y dioxido de carbono necesarios para la alta actividad respiratoria durante dicho
proceso (Fergunson and Leese, 2006). Estimular la B-oxidacion por exposicion a la carnitina,
se ha relacionado con el aumento del desarrollo del potencial de los ovocitos tratados y ha
sido suficiente para mantener dicho potencial en ausencia de carbohidratos (Dunning et al.,
2010). Ademas de su uso energético en el ovocito y en el joven embridn, los AG son cruciales
para la formacion de los fosfolipidos en la membrana celular como se menciond previamente.
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Esto es particularmente importante, para el rapido clivaje (division) en las primeras etapas
embrionarias donde se produce un aumento estimado del area de la membrana celular de 33
y 74% desde la etapa de ovocito a las etapas de 2 y 4 células, respectivamente (Aardema,
2014). El tipo de 4cido graso que esté disponible en el ovocito determina su destino principal
(Staples, 2014), asi, los AGPI son preferentemente (mas no exclusivamente) utilizados en la
sintesis de fosfolipidos debido a las propiedades de permeabilidad que debe poseer la
membrana celular, siendo los AG de las familias Omega 6 y 3 los més utilizados para este
fin. En este sentido, McEvoy et al. (2000) sefialan que el contenido de AG de ovocitos
inmaduros en vacas se ha estimado en 63 pg por ovocito, de los cuales los fosfolipidos
representan un 25% del total. Mientras que el contenido de 4cidos grasos saturados es menor
al 30% del total.

No obstante, se han reportado cambios en el perfil de los acidos grasos del ovocito y del
embrion en etapas tempranas (Fouladi-Nashta et a/., 2007), estos cambios en el perfil de
acidos grasos de liquido folicular y ovocitos pueden estar relacionados con la temperatura
ambiente, pero también pueden reflejar cambios estacionales en los ingredientes de la dieta.
Sin embargo, poca informacion existe sobre los cambios en el perfil de acidos grasos en la
dieta de rumiantes y su efecto sobre el ovocito, la fertilizacién y la calidad embrionaria,
debido principalmente a las limitaciones para suministrar AGPI a nivel metabdlico ( por la
biohidrogenacion ruminal). Con el surgimiento de las grasas inertes o de sobrepaso en épocas
recientes se ha incrementado el aporte de los AGPI, particularmente de la familia Omega 6
y 3, permitiendo modificar el perfil lipidico de los tejidos y evaluar la respuesta a este manejo
nutricional.

Efectos diferenciales de los AG (Saturados vs Insaturados).

Previo a la revision de estudios con efectos diferenciales en ¢l tipo de AG, es importante
mencionar los efectos del incremento en la dieta delas grasas y sus efectos sobre la calidad
del ovocito y su desarrollo luego de la fertilizacion. En este sentido, Fouladi-Nashta ef al.
(2007) evaluaron el impacto de dos niveles de inclusion, en la dieta, de grasa inerte sobre la
actividad ovarica (folicular), la calidad del ovocito, su tasa de desarrollo después de la
maduracion y FIV; Las vacas del grupe bajo en grasa (LF) recibieron 200 g/d-de grasa
sobrepasante, mientras que-las vacas del-grupo alto en grasa (HF) consumieron 800 g/d de la
misma grasa. Los autores reportan que el grupo HF presenté un menor numero de foliculos
pequeiios y medianos, no existiendo diferencia en la calidad del ovocito ni en la tasa de
clivaje entre tratamientos. Sin embargo, en las vacas HF se encontr6 una mejora significativa
en la produccion de blastocitos a partir de los ovocitos madurados y de embriones clivados!.
Ademas, los blastocitos del HF presentaron mayor contenido total de la masa celular interna
y de las células del trofoectodermo? (capa de células que recubren el blastocele), por lo que

! Embrioén clivado: Un ovocito fertilizado que ha sufrido divisiones celulares
2 Es una capa de células epiteliales que engloba una cavidad llena de fluido que se denomina blastocele, durante
la fase de blastocisto del embrion
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los autores concluyen que el alto contenido de grasa en la dieta mejor6 la calidad embrionaria.
Una mejor calidad embrionaria influye significativamente en la produccion del interferon tau
(IFN-1) por las células bovinas del trofoectodermo, que es la sefial primaria necesaria para
el reconocimiento materno de la gestacion y el establecimiento de la prefiez (Hernandez-
Ledezma et al., 1993). Luego de la FIV el % de blastocitos® desarrollados fue mayor, asi
como, el de blastocitos a partir de embriones escindidos en el grupo HF. Los resultados de
este estudio se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Efecto del nivel de grasa en la dieta sobre la calidad embrionaria.
Adaptado de Fouladi-Nashta ez al. (2007).

. Nivel de grasaén la dieta
Variable LF IF
Total de células 132.5+£7.2 150.5*+ 7.9
MCI 33.8+2.3 36.4*+ 1.6
Trofoectodermo 98.6+5.5 114.0* £ 6.6
% Blastocitos/FIV 194+ 1.8 27.4%+22
%Blastocitos/EC 29.1+£2.5 38.0%£2.8

MCI: masa celular interna. EC: Embrion clivado *= P.< 0,05

Un aspecto importante a resaltar en el estudio de Fouladi-Nashta ef al. (2007), es que no se
encontraron diferencias en los niveles plasmaticos de la hormona del crecimiento, insulina,
IGF-I, leptina y progesterona entre ambos grupos. Pero en el grupo de vacas LF se reportaron
mayores niveles de 4dcidos grasos no esterificados (AGNE), los cuales tienen su origen en el
tejido adiposo, producto de la movilizacién que se presenta particularmente al inicio de la
lactacion. Lo anterior sugiere un efecto directo del incremento en el aporte lipidico de la
racion sobre la calidad embrionaria, resaltando que el origen de los acidos grasos que llegan
al ovocito (dieta [lipoproteinas] ws tejido adiposo [AGNE]) podria tener un impacto
importante en la calidad embrionaria. Sin embargo, en un trabajo reciente, Matoba ‘et al.
(2012) no encontraron efecto de la elevacion en los niveles sanguineos de los AGNE, ni de
los. cuerpos. cetonicos (BHBA). durante la. lactancia.temprana. (primeros.42 d).sobre. el
desarrollo del ovocito fecundado, evaluado a través de la.calidad morfolégica y el desarrollo
embrionario después de la FIV, por lo que mas investigacion se requiere en el area del estrés
metabodlico durante la lactancia temprana y su impacto en la calidad del ovocito y su
desempefio luego de la concepcion.

En cuanto al efecto diferencial de los acidos grasos, Mu et al. (2001) sefialan que cuando
células de la teca y de la granulosa fueron cultivadas in vitro con niveles elevados de AG
libres saturados (que son los predominantes en la sangre bovina) se redujo la proliferacion
celular y la apoptosis* se increment6. Estos autores mencionan que la tasa de sobrevivencia

3 Fase del desarrollo embrionario de los mamiferos
4 Apoptosis: muerte celular programada
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de las células de la granulosa se ubicé por debajo del 20%, luego de cultivar dichas células
(3 d) con un medio que contenia 300 uM de C16:0. En mujeres obesas, el C16:0 produce un
incremento en los marcadores moleculares para estrés del receptor de estrogenos, por
reduccion en la sintesis de una proteina crucial de la matriz extracelular conocida como
pentraxina 3 (Aardema, 2014), esto se traduce en células del cumulus de menor calidad,
incrementando su apoptosis. Lo anterior sugiere que la elevada concentracion plasmatica de
AG saturados pueden ser detrimentales para las células de la teca, de la granulosa y del
cumulus, comprometiendo la calidad del ovocito y afectando negativamente el desarrollo
embrionario. Por otro lado, la sobrevivencia de las células de la granulosa fue mucho mayor
cuando fueron expuestas a los acidos grasos insaturados C18:1 (0-9) y linoleico (C18:2, ®-
6) que con acidos grasos saturados (Mu et al, 2001). La capacidad toxica de los AG
saturados, ha sido atribuida al potencial de estimular la sintesis de sustancias de naturaleza
lipidica pro-apoptoticas, que los AG insaturados no estimulan. La cascada de eventos
inducidos por los AG saturados y que desencadena la apoptosis, puede variar segln el tipo
celular (Aardema, 2014) pero incluye: sintesis de novo de ceramidas, induccion de especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno (ROS y RNS), reduccion en la expresion del Bcel-2 (un
inhibidor de la apoptosis) entre otras.

Moallem et al. (2013) realizaron un estudio con la finalidad de evaluar el efecto de incorporar
en la dieta varios tipos de AG (®-3 vs saturados), sobre la FIV. La suplementacion con la
grasa se realiz6 pre y postparto (30 antes y 100 d después del parto) con tres grupos de vacas:
1) uso de grasa saturada encapsulada (SFA, 240 y 560 g/d, pre y postparto, respectivamente);
2) Uso de grasa insaturada del tipo ®-3 (4cido linolénico, C18:3) proveniente de aceite de
linaza (FLX; 300y 700 g/d, pre.y postparto) y 3) grasa.insaturada del tipo ®-3 (acides
eicosapentaenoico [EPA] y docosahexaenoico [DHA], C20:5 y C22:6, respectivamente)
proveniente de aceite de pescado (FO, 300 y 700 g/d, pre y postparto). Aunque el consumo
de las fuentes insaturadas era mayor, la proporcion de grasa en la dieta saturada era mas alta
que en las fuentes de ®-3(99 vs 80%), por lo que las cantidades suministradas garantizaron
diferencias solo en la composicion de acidos grasos y no en el contenido de energia (dietas
isocaloricas). Los autores reportan un incremento en el fluido folicular del contenido de
acidos grasos del tipo ®-3 en FLX y FO, no asi en el grupo SFA. Asimismo, el numero de
foliculos recuperados por aspiracion folicular (20 sesiones de aspiracion, iniciando el d 60
de lactacion) fue menor en SFA que en FLX y FO. Ademas, el porcentaje de ovocitos que se
desarrollaron a blastocitos luego de la FIV, tendi6 a ser mayor en los grupos que aportaban
AG o-3 en comparacion a SFA. Los resultados de este ensayo se muestran en la figura 1.
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Figura 1. Efecto de la suplementacion con grasa sobre la recuperacion de ovocitos y el
desempeiio luego de la FIV. Adaptado de Moallem ez al. (2013). Diferentes letras
representan diferencias significativas. SFA: grasa saturada, FLX: aceite de linaza,
FO: aceite de pescado.

Sin embargo, Petit ef al. (2008) reportan una reduccion en la calidad de los embriones de
vacas lactantes, al ser suplementadas con semillas enteras de linaza (»-3) al compararla con
una fuente saturada (jabon calcico de aceite de palma), sin embargo al trasplantar dichos
embriones en novillas, no se encontrd diferencia en la tasa de prefiez de las receptoras. Es
probable, que las diferencias entre dichas investigaciones sea por la fuente utilizada (aceite
vs semillas enteras), asi como las cantidades y el momento de suministro (pre y postpatto vs
postparto). Pero no solo debe ser considerado el tipo AGPI sino su relacion (@-6/w-3) en la
dieta.

Zachut et al. (2010) indican que en dietas con relaciones bajas de estos AGPI, se obtiene una

mayor cantidad de foliculos recuperados por aspiracion folicular, asi como de la tasa de
clivaje de estos foliculos en comparacion con el control. Sin embargo, no se reportan
diferencias cuando se usan relaciones mas altas, a pesar.dé obtener una mayor concentracion
de estradiol en el fluido folicular de los-animales con altas relaciones. Ribeiro ef al. (2016),
sefialaron por primera vez la importancia de los lipidos en la leche uterina (histotrofo), estos
autores resaltan la importancia de los derivados de los Omega 6 en el histotrofo, como el
acido araquidonico (C20:4, ®-6) y como estos compuestos afectan positivamente el
alargamiento del embrion durante la fase de preimplantacion en vacas lecheras (Cuadro 2).

Mayo, 2018 7



&% TECNIGRASAS

SUPLEMENTOS Y NUTRIENTES Rolando Herndndez

Cuadro 2. Compuestos de origen lipidico presentes en el fluido uterino de vacas
gestantes o no (Espectrofotometria de Masa-intensidad de los picos)

Fase fisiologica
Nombre del —
Compuesto ‘ . mbrion
No gestante Em(g”;: g\r/:).de Filamentoso (20-
’ 60 mm)
9,12,13-TriHOME
(derivado del 57.272 82.041 82.520
C18:2, w-6)
PGF2a (derivado
del C20:4, w-6) 73.511 187.978 199.320
15-HETE
(derivado del
C20:4, w-6) 40.371 259.696 337.866
Anandamida
(derivado del
C20:4, w-6) 46.686 72.433 188.322

Ribeiro et al. (2016)

Modular el metabolismo lipidico uterino y la actividad de ciertos receptores nucleares en el
embrion (receptor gamma de activacion del proliferador de perosixomas, PPAR) durante la
preimplantacion del mismo, puede realizarce optimizando el consumo de compuestos
nutracéuticos como los acidos grasos esenciales omega 6 y 3 (Ribeiro, 2018). Este manejo
podria ser fundamental para la implantacion embrionaria una vez ocurrida la concepcion,
siendo los derivados del acido linoleico -6 (como el acido araquidénico) cruciales para la
sobreviviencia embrionaria temprana y la implantacion, a través de la mejora en las sintesis
de /las prostaglandinas por-el.concepto;-o la-activacion de genes-directos-por parte-de-los
acidos grasos.esenciales o.sus derivados.(Ribeiro, 2018).

Conclusiones

Los acidos grasos son nutrientes importantes que pueden afectar el desempefio del ovocito
(su destino), su maduracion y calidad, y por lo tanto la fertilidad. Entender los procesos
mediante el cual los AG pueden afectar el gameto femenino, es fundamental para realizar las
manipulaciones dietarias que garanticen un ovocito de mejor calidad. Los AGPI podrian tener
efectos beneficiosos sobre el ovocito y mejorar la fertilidad de los mismos al utilizar
biotecnologias como la FIV, la cual depende enormemente de un ovocito de calidad. Manejar
la relacion de los 4cidos grasos esenciales ®-6 y 3 pareciera el manejo alimenticio mas
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novedoso para afectar positivamente la maduracion del ovocito, su maduracion y el
desarrollo embrionario temprano.
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