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APRESENTACAO

A investigacao cientifica esta ligada ao uso de andlises técnicas com a finalidade
de encontrar respostas para determinados questionamentos. Nas ciéncias agrarias néo é
diferente, e se torna cada vez mais importante, tendo em vista que as novas tecnologias
séo obtidas a partir de estudos que visam melhorar técnicas e, até mesmo, acabam por
inserir formas de execugdes inovadoras para alguns processos agricolas.

Com o constante crescimento da populagdo mundial, o setor agricola tende a
necessitar de meios mais eficazes de produgdo para suprir as demandas alimenticias
mundiais futuras, e estas exigéncias acabam por gerar um conjunto de questionamentos
que s6 podem ser desvendados através de investigagdes precisas.

O grande desafio da agropecuaria mundial hoje é produzir mais e melhor, ocupando
menos espaco de forma sustentavel, e para isso ha muitos anos pesquisas vém sendo
realizadas com a finalidade de contribuir para melhorias das agdes, proporcionando
ambientes de producgéo equilibrados e que permanecem em constantes melhorias.

Portanto, € notéria a importancia dos questionamentos gerados no processo de
investigacdo e mais importantes ainda s@o as respostas resultadas através dele, que
acabam por resultar em solug¢des inovadoras para substitui¢cdo total ou parcial dos métodos
confrontados.

Neste sentido, a presente obra reline pesquisas inovadoras para a difusao de ideias
importantes e com impacto direto no setor em questéo, visando entregar informagbes de
alto valor e relevancia para o leitor e atualizando-o das tecnologias e inovagbes que sédo

cada vez mais comuns do setor agrario internacional.

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Raimundo Cleidson Oliveira Evangelista
Fabiola Luzia de Sousa Silva
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CAPITULO 1

RELACION ENTRE EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS
EN PLASMAY LA SENSIBILIDAD AMBIENTAL EN
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RESUMEN: Se seleccionaron de forma
divergente dos lineas de conejos para aumentar
y disminuir la variabilidad ambiental del tamafo
de la camada al nacimiento. La disminucién de
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CONEJOS

la variabilidad del tamafo de la camada genera
hembras mas resilientes, con menos sensibilidad
al estrés y las enfermedades, siendo un criterio
de seleccion util para mejorar la sensibilidad
ambiental. Los acidos grasos modulan la funcién
de las células inmunitarias. Los acidos grasos
saturados (SFA) tienen un efecto inhibidor sobre
la proliferacion de linfocitos, los acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) ejercen un efecto
protector y antiinflamatorio sobre los macro6fagos,
y los acidos grasos poliinsaturados n-3 (PUFA)
afectan la respuesta de los linfocitos por medio
de las citoquinas IL-1, IL-2, IL-6 y TNF, asi como
de la prostaglandina E2 y leucotrieno B4. El perfil
de acidos grasos plasmaticos se evalué en 10
hembras de la linea homogénea y 12 hembras
de la linea heterogénea de la 12% generacion de
seleccion. La linea homogénea mostrd niveles
mas altos de SFA (+3,98 ng / ml P = 0,90 para
C14:0; +2,30 ng / ml P = 0,98 para C15:0; +54
ng /ml P =0,90 para C16:0y +29 ng / ml P =
0,90 para C18:0) y de MUFA (+12,0 ng / ml P
= 0,98 para C16:1 y +53 ng / ml P = 0,90 para
C18:1n9c) que la linea heterogénea. Ademas,
esta linea también tenia una mayor cantidad de
PUFA n-3 (+2,18 ng / ml P = 0,90 para C18:3n3
y +1,91 ng / ml P = 0,90 para C20:5n3) y una
menor cantidad de PUFA n-6 (-3,66 ng / ml P =
0,96 para C20:3n6 y -0,28 ng / ml P = 0,90 para
C20:4n6) que la heterogénea. En conclusion, la
seleccion por sensibilidad ambiental muestra una
respuesta correlacionada en el perfil de acidos
grasos plasmaticos.

PALABRAS CLAVE: MUFA, PUFA n-3, PUFA
n-6, linfocitos, resiliencia, sensibilidad ambiental.
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ABSTRACT: Two rabbit lines were divergently selected for increasing and decreasing
environmental variability of litter size at birth. Decreasing litter size variability generates more
resilient females with less sensitivity to stress and diseases, being a useful selection criterion
to improve environmental sensitivity. Fatty acids modulate the immune cell function. Saturated
fatty acids (SFAs) have an inhibitory effect on lymphocyte proliferation, monounsaturated fatty
acids (MUFAs) exerts a protective and anti-inflammatory effect on macrophages, and n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) affect response of lymphocytes by mean of IL-1, IL-2,
IL-6, TNF as well as prostaglandin E2 and leukotriene B4. Plasma fatty acids profile was
assessed in 10 females from the homogeneous line and 12 females from the heterogeneous
line from the 12th generation of selection. The homogeneous line showed higher levels of
SFAs (+3.98 ng/ml P=0.90 for C14:0; +2.30 ng/ml P=0.98 for C15:0; +54 ng/ml P=0.90 for
C16:0 and +29 ng/ml P=0.90 for C18:0) and MUFAs (+12.0 ng/ml P=0.98 for C16:1 and +53
ng/ml P=0.90 for C18:1n9c) than the heterogeneous line. Besides, this line had also a higher
amount of n-3 PUFAs (+2.18 ng/ml P=0.90 for C18:3n3 and +1.91 ng/ml P=0.90 for C20:5n3)
and a lower amount of n-6 PUFAs (-3.66 ng/ml P=0.96 for C20:3n6 and -0.28 ng/ml P=0.90 for
C20:4n6) than the heterogeneous one. In conclusion, selection for environmental sensitivity
shows a correlated response in the plasma fatty acids profile.

KEYWORDS: MUFA, PUFA n-3, PUFA n-6, lymphocytes, resilience, environmental sensitivity.

INTRODUCCION

Se ha realizado con éxito un experimento de seleccion divergente por sensibilidad
ambiental en conejos en la Universidad Miguel Hernandez de Elche (Blasco et al., 2017).
Este caracter se midi6 como la variabilidad ambiental del tamafo de la camada al parto.
La seleccion para reducir la variabilidad del tamafo de la camada puede ser una forma til
de mejorar la resiliencia de la hembra, que se define como la capacidad de las hembras
de verse minimamente afectadas por las perturbaciones, o su capacidad para volver
rapidamente al estado anterior a la exposicion a una perturbacion (Colditz y Hine, 2016).
En este sentido, la linea seleccionada para reducir la variabilidad del tamafo de la camada
mostr6 menos sensibilidad al estrés y las enfermedades que la heterogénea (Argente et
al., 2019). La diferente susceptibilidad a la enfermedad entre lineas estaria relacionada
con una respuesta inmune diferente. Se sabe que los acidos grasos desempefan diversas
funciones en las células inmunitarias, modulando su respuesta; por ejemplo, se ha
encontrado que regulan la fagocitosis, la produccion de especies reactivas de oxigeno, la
produccion de citocinas y la migracién de leucocitos, y también interfieren con la produccion
de antigenos por parte de los macréfagos (Yagoob y Calder, 2007). Por lo tanto, las lineas
divergentes para la sensibilidad ambiental podrian mostrar diferencias en los niveles de
acidos grasos en plasma.

El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta correlacionada a la seleccién
para la variabilidad del tamafio de la camada en el perfil de &cidos grasos en el plasma, con
el fin de identificar biomarcadores especificos para la sensibilidad ambiental.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y disefno experimental

Los animales de este estudio provienen de la duodécima generacién de un
experimento de seleccion divergente para la sensibilidad ambiental. La seleccion se bas6
en la varianza fenotipica del tamano de la camada de cada hembra, después de corregir
este caracter por el afio-estacion y el orden de parto-lactacion (Blasco et al., 2017). Todos
los animales fueron alojados en la granja de la Universidad Miguel Hernandez de Elche
(Espana). Los conejos fueron alimentados con una dieta comercial estandar (Nutricun Elite
Gra®, de Heus Nutricion Animal, La Coruia, Espafa). Se les proporcioné comida y agua
ad libitum. Las hembras se alojaron en jaulas individuales (37,5 x 33 x 90 cm3) bajo un
fotoperiodo constante de 16 h de luz continua: 8 h de oscuridad continua, y con ventilacién
controlada durante todo el experimento. Las hembras se aparearon por primera vez a las
18 semanas de edad.

Se tomd una muestra de sangre de la vena de la oreja a la segunda monta en 10
hembras no lactantes de la linea homogénea y en 12 hembras no lactantes de la linea
heterogénea en tamafo de la camada. El segundo apareamiento es un punto clave y
representativo en la vida reproductiva de la hembra. Las muestras se recogieron en tubos
con K3-EDTA, y se centrifugaron inmediatamente a 4000 rpm durante 15 min. El plasma
se almacené a -80 °C hasta el analisis de lipidos. Todos los procedimientos experimentales
con animales fueron aprobados por el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche (Numero de referencia 2017/VSC/PEA/00212), de acuerdo con
las Directivas del Consejo 98/58/CE y 2010/63/UE.

Analisis quimicos

Se tomaron 200 pl de muestra de plasma en un tubo de vidrio con tapa scrum. La
muestra de plasma se procesé siguiendo el método de Shirai et al. (2005). En el dltimo
paso, después de la evaporacién con isooctano bajo una corriente de nitrogeno gaseoso,
se afiadieron 200 ul de hexano. Los acidos grasos se midieron mediante un cromatégrafo
de gases (GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japdn) con detector de ionizacion de llama (FID),
equipado con un CP-Sil 88 para columna capilar FAME (100 m x 0,25 mm x 0,36 mm; 0,20
um espesor de pelicula; Agilent Technologies, Madrid, Espana). El gas portador fue helio
(flujo de 1,2 ml / min) con una inyeccion de 1:1. La rampa de temperaturas fue de 45 °C
durante los primeros 4 min; de 13 °C/min hasta 175 °C a continuacién; 4 °C /min hasta
215 °C mantenidos durante 30 min; temperatura del inyector, 250 °C; y temperatura del
detector, 260 °C. Los acidos grasos se identificaron comparando los tiempos de retencién
con el estandar FAME MIX (CRM47885, Supelco, Espafa).
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Analisis estadistico

El modelo utilizado para analizar el perfil de &cidos grasos plasmaticos incluy6 los
efectos de linea (linea homogénea y heterogénea) y mes (marzo, abril y mayo). Todos
los analisis se realizaron utilizando metodologia bayesiana (Blasco, 2017). Consideramos
que habia suficiente evidencia de una diferencia entre la linea heterogénea (H) y la linea
homogénea (L) si la probabilidad (P) de la diferencia era mayor de 0,90.

RESULTADOS Y DISCUSION

En comparacion con la linea heterogénea (Tabla 1), la linea homogénea mostr6é una
mayor cantidad de acidos grasos saturados (SFA) (+3,98 ng/ ml P = 0,90 para C14:0; +2,30
ng / ml P =0,98 para C15:0 ; +54 ng / ml P = 0,90 para C16:0 y +29 ng / ml P = 0,90 para
C18:0) y acidos grasos monoinsaturados (MUFA) (+12,0 ng/ ml P = 0,98 para C16:1 y +53
ng/ml P = 0,90 para C18:1n9c). En relacion a los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), la
linea homogénea también exhibié una mayor cantidad de PUFAs n-3(+2.18 ng / ml P = 0,90
para C18:3n3; +1.91 ng / ml P = 0,90 para C20:5n3). Con respecto a los PUFA n-6, la linea
homogénea tuvo una mayor cantidad de C22:2n6 (+0,55 ng / ml P = 0,96) y menor cantidad
de C20:3n6 (-3,66 ng / ml P =0,96) y C20:4n6 ( -0,28 ng / ml P = 0,90) que la heterogénea.

Linea Linea Homogénea (L)
Heterogénea (H)
Caracter (ng/ml) Media Media D.. HPD9,,, P
C8:0 7.74 4.09 3.65 -4.38, 1.9 0.81
C10:0 0.87 0.16 0.71 -0.59, 2.05 0.85
C11:0 0.07 0.35 -0.28 -0.79, 0.24 0.87
C12:0 1.70 1.29 0.41 -1.06, 1.93 0.71
C14:0 124 16.4 -3.98 -11.16, 2.44 0.90
C15:0 2.34 4.64 -2.30 -4.43, -0.20 0.98
C16:0 244 298 -54 -169, 45 0.90
C17:0 5.25 6.46 -1.21 -3.65, 1.31 0.84
C18:0 121 150 -29 -73 17 0.90
C21:0 0.80 0.05 0.75 -0.51, 2.05 0.84
C22:0 1.07 0.10 0.97 -0.70, 2.40 0.79
C24:0 1.59 0.45 1.14 -0.70, 0.15 0.85
SFAs 400 483 -83 -249, 68 0.90
C14:1 1.76 1.55 0.21 -1.72, 2.10 0.59
C15:1 2.35 2.47 -0.12 -1.73, 1.54 0.55
C16:1 13.7 25.7 -12.0 -23.7, 0.1 0.98
C17:1 1.79 2.49 -0.70 -2.10, 0.72 0.85
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C18:1n9c 176 229 -563 -135, 32 0.90

C20:1 1.16 0.94 0.22 -0.93, 1.41 0.65
MUFAs 197 262 -65 -159, 31 0.92
C18:2n6¢ 271 297 -26 -145, 95 0.67
C18:3n6 0.67 3.48 -2.81 -5.69, 1.17 0.84
C18:3n3 5.57 7.75 -2.18 -6.19, 0.98 0.90
C20:2 2.31 2.28 0.02 -1.46, 1.55 0.51
C20:3n6 4.44 0.76 3.66 -0.34, 7.80 0.96
C20:3n3 0.87 0.90 -0.03 -1.48, 1.47 0.51
C20:4n6 0.52 0.24 0.28 -0.12, 0.82 0.90
C22:2n6 0.36 0.91 -0.55 -1.16, 0.07 0.96
C20:5n3 1.59 3.50 -1.91 -7.59, 1.62 0.90
C22:6n3 1.77 0.36 1.41 -1.81, 3.71 0.81
n-3 PUFAs 9.87 11.97 -2.10 -9.59, 1.75 0.90
PUFAs 286 317 -31 -150, 98 0.67

D,,,: media de la diferencia entre lineas heterogéneas y homogéneas. HPD95%: regién de densidad
posterior mas alta al 95%. P: probabilidad de que la diferencia sea> 0 cuando D,,,> 0, y probabilidad
de que la diferencia sea <0 cuando D, <0. SFA: acidos grasos saturados. MUFA: acidos grasos
monoinsaturados. PUFA: Acidos grasos poliinsaturados.

Tabla 1. Perfil de acidos grasos en plasma a la monta en las lineas heterogénea y homogénea para la
variabilidad del tamafo de la camada.

Los acidos grasos participan en la regulacién y activacion de la respuesta inmune
innata y adaptativa mediante la produccion y sintesis de citocinas proinflamatorias, asi
como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y lipoxinas (Pompéia et al., 2000 en
humanos). Por ejemplo, se ha encontrado un efecto negativo del acido palmitico (C16:0) y
el acido estearico (C18:0) sobre la proliferacion de linfocitos y un efecto protector del acido
palmitoleato (C16:1) y el acido oleico cis-9 (C18:1n9c) (Gorjao et al., 2007; Carrillo et al.,
2012; Chan et al., 2015 en humanos), mientras que acido a linolénico (ALA, C18:3n3),
acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n3) y docosahexaenoico acido (DHA, C22:6n3) han
mostrado un efecto antiinflamatorio por medio de la disminucién en la produccion de IL-
1, IL-2, IL-6, TNF asi como de la prostaglandina E2 y el leucotrieno B4 (Katayama et al.,
2003 y Kelley et al., 1999 en humanos; Rodriguez et al., 2019 en conejos). La proteina
C reactiva es una proteina de la fase aguda secretada por los hepatocitos durante la
inflamacion, en respuesta a las citocinas proinflamatorias (Pepys y Hirschfield, 2003),
siendo un biomarcador util en procesos inflamatorios. En un estudio anterior, Argente et al.
(2019) detectaron una menor concentracion de linfocitos y proteina C reactiva en la linea
homogénea; por tanto, esta linea parece ser menos sensible a enfermedades y procesos
inflamatorios que la heterogénea. Estos hallazgos concuerdan con una mayor cantidad de
acido palmitico, acido estearico, acido a- linolénico y acido eicosapentaenoico en la linea
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homogénea.

CONCLUSION

La seleccion por sensibilidad ambiental muestra una respuesta correlacionada en
el perfil de acidos grasos plasmaticos, corroborando una menor respuesta inflamatoria y
menor sensibilidad a enfermedades en la linea homogénea.
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