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RESUMEN






La suplementacién de la dieta del ganado lechero con lipidos de
origen marino permite modular el perfil de dcidos grasos (AG) de la leche y
aumentar el contenido de ciertos lipidos bioactivos, potencialmente
saludables para los consumidores. Desafortunadamente, produce el
sindrome de baja grasa en la leche (MFD, por las siglas en inglés de milk fat
depression), que se caracteriza por una inhibicion de la sintesis de grasa en
la glandula mamaria. Durante mucho tiempo se pensé que las vacas sufrian
MFD, mientras que las ovejas y las cabras eran tolerantes, pero
posteriormente se demostrd que el ovino y el caprino, al igual que el vacuno,
desarrollan este sindrome cuando su dieta se suplementa con lipidos
marinos. Ademas, se ha visto que los animales pueden mostrar grados
individuales muy diferentes de depresion de la grasa lactea, lo que podria
explicar algunas contradicciones en la literatura. Dado que el efecto
antilipogénico de ciertos acidos grasos (AG) es el origen mas probable de la
MFD, la caracterizacion del perfil de AG en la leche de los animales que
muestran diferentes grados de MFD podria ser ttil para comprender la base
fisiologica de las diferencias en la intensidad del sindrome. Analizar si
ciertos rasgos fenotipicos pueden predeterminar la respuesta individual
también seria relevante para cumplir este objetivo. Sin embargo, la
informacidn sobre estos aspectos es aun escasa, no sélo en ovino y caprino

sino en rumiantes en general.

Por todo ello, en el capitulo I de esta tesis se compararon las
divergencias en la respuesta individual en términos de severidad del
sindrome de MFD en ovino y caprino en lo que respecta al rendimiento
productivo y el perfil lipidico de la leche, lo que permitiria, por una parte,
detectar variaciones interespecificas y, por otra, basandose especialmente en

las respuestas comunes, avanzar en el conocimiento de la MFD. Un segundo
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objetivo fue analizar si algunos rasgos fenotipicos de las cabras y ovejas (en
concreto, su rendimiento productivo y composicion de AG de la leche)
pueden predeterminar una mayor tolerancia o susceptibilidad individual a
la MFD. Para cumplir ambos objetivos, se realizé una prueba experimental
con 25 cabras de raza murciano-granadina y 23 ovejas de raza assaf que
fueron alimentadas con una racion completa mezclada sin suplementacion
lipidica, durante 3 semanas (periodo Control). A continuacién, todos los
animales recibieron la misma dieta basal suplementada con un 2% de aceite
de pescado (FO) durante 5 semanas adicionales (periodo MFD). Finalizado
este segundo periodo, y en funcion de la caida de la concentracion de grasa
lactea inducida por el FO, se seleccionaron los 5 animales con una respuesta
mas marcada (RESPON+) y los 5 cuya respuesta fue mas leve (RESPON-)
dentro de cada especie (20 en total). Al final de cada periodo se examind la
produccion y composicion de la leche, incluido un perfil detallado de los
AG. De acuerdo con el disefio experimental, hubo diferencias sustanciales
en la concentracion y produccion de grasa lactea entre RESPON+ y
RESPON-, pero no se detectd ninguna interaccion significativa con el efecto
de la especie. La caida media de la concentracion y la produccion de grasa
fue del 26% en RESPON+y del 6% en RESPON-. Los resultados del estudio
no permitieron sugerir que la respuesta a la MFD esté claramente
predeterminada ni por los pardmetros productivos estudiados ni por el
perfil de AG de la leche, pero podria existir cierta relacion con el balance
energético. Ademads, la variacién individual en la susceptibilidad a la MFD
en ovejas y cabras también podria estar relacionada con cambios en la
concentracion lactea de ciertos AG con efecto potencialmente
antilipogénico, como el trans-10 18:1 y el cis-9 16:1, mientras que el trans-

10,cis-12 CLA sdlo tendria un papel secundario en la intensidad del
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sindrome. Las variaciones en la produccion molar de AG de novo y
preformados sugieren diferencias relevantes en los mecanismos
responsables del desarrollo de la MFD en RESPON+ y RESPON-, con

variaciones entre ovino y caprino solo en los individuos mas tolerantes.

A partir de estos resultados, se hacia necesario ampliar la
investigacion para avanzar en el conocimiento de los mecanismos que
determinan la mayor o menor sensibilidad a la MFD. Por ello, basandose en
que el perfil de AG de la leche so6lo se examina en la grasa que ha sido
secretada con éxito, lo que puede no ser una representacion exacta de los
AG que se forman en el rumen y llegan a la glandula mamaria, planteamos
que las diferencias individuales podrian detectarse mas facilmente en el
fluido ruminal que en la leche. Esta hipoétesis, aplicable tanto a las ovejas
como a las cabras, fue la base del trabajo presentado en el capitulo II. En el
mismo, se parti6 de los mismos animales seleccionados en la prueba descrita
en el capitulo anterior y se investigd si los procesos de fermentacion y
biohidrogenacién ruminal podrian predeterminar su mayor tolerancia o
susceptibilidad a la MFD, y si la gravedad del sindrome depende
exclusivamente de la respuesta a la dieta. Los parametros de fermentacion
ruminal y los perfiles de AG se examinaron en muestras de liquido ruminal
recogidas al final de cada periodo experimental (Control y MFD). En
general, la variacion individual en el grado de MFD en las ovejas y las cabras
no parecid estar predeterminada por rasgos relacionados con la
fermentacion y la biohidrogenacion ruminal, incluidos los AG que sirven
como biomarcadores de la microbiota. En cuanto a las diferencias en la
respuesta al FO, los resultados sugieren que no hay relacion entre la
susceptibilidad a la MFD y la concentracién de los isémeros C18, C20 y C22

con un doble enlace trans-10. Los resultados también descartarian que la
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variacion individual en el grado de MFD se explique por una menor
disponibilidad mamaria de acetato y 18:0 de origen ruminal, dada la
ausencia de diferencias entre RESPON+ y RESPON-. Sin embargo, el
contenido de AG insaturados aportados por el aceite marino (por ejemplo,
cis-9 16:1, cis-11 18:1 y 20:5n-3) fue mayor en el rumen de las ovejas y cabras
RESPON+ que en las RESPON-. Por lo tanto, aunque se necesita mas
investigacion, cabe especular que la extension de la biohidrogenacion de

estos AG podria estar asociada con la tolerancia o susceptibilidad a la MFD.

Por ultimo, y centrandose en el ovino (por ser la especie en la que se
disponia de mas datos), se plante6 profundizar, mediante un metanalisis, en
la identificacion de rasgos fenotipicos de las ovejas, tanto de rendimiento
productivo como de composicion lipidica de la leche, que pudieran
predisponer a cambios mas o menos intensos en la sintesis de grasa lactea
cuando se usan lipidos marinos para mejorar su perfil. Asi, en el tercer
estudio (presentado en el capitulo III) se recogieron los datos iniciales de
rendimiento productivo y perfil de AG de la leche de 10 experimentos, en
los que 160 ovejas assaf fueron alimentadas con 16 dietas que incluian FO o
microalgas marinas durante 3-5 semanas. La caida de la concentraciéon y
produccion de grasa lactea se calcul6 de 3 formas: cambio absoluto (valor
final — valor inicial), cambio relativo (como porcentaje del valor inicial) y
cambio potencial (relativo a la maxima MFD esperada, asumiendo que la
grasa lactea no podria caer por debajo del 3%). Se utilizaron analisis de tipo
bi- y multivariante para explorar la relacién del rendimiento productivo y
el perfil de AG de la leche con la predisposicion a sufrir MFD. Segtn el
primer tipo de analisis, existiria una relacion lineal entre la concentracién
inicial de grasa lactea y los cambios absoluto (R? = 0,46; R? parcial de 0,08),

relativo (R?=0,39; R? parcial de 0,06) y potencial en el contenido de grasa de
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la leche durante la MFD (R? = 0,17; R? parcial = 0,03). Asi, en ovejas que
reciben lipidos marinos, cuanto mayor sea el contenido inicial de grasa,
mayor seria la intensidad de la MFD. Este hallazgo se vio reforzado por los
resultados de un segundo andlisis bivariante (en el que se categorizo a las
ovejas seguin su contenido y produccion de grasa inicial) y los analisis
multivariantes. También puede existir una relaciéon, aunque méas débil, entre
la intensidad del sindrome y tanto la produccion de leche como la
concentracion de proteina previas al consumo de la dieta que causa MFD.
Ademas, la mayor MFD en las ovejas mas sensibles podria estar relacionada
con alteraciones de la funcion ruminal que aumenten la concentracion lactea
de AG potencialmente antilipogénicos, como el trans-10 18:1. Aunque el
papel de los AG de la leche como factores predeterminantes de la MFD sigue
sin estar claro, los resultados de este metandlisis apuntaron a que el
mecanismo de captacion mamaria de los AG preformados (>C16) jugaria un
papel relevante, por lo que convendria profundizar en su estudio. También
seria aconsejable seguir investigando las bases fisiologicas de la relacién
entre la magnitud de la depresion y la concentracion de grasa lactea previa

al consumo de la dieta inductora de MFD.






SUMMARY






Supplementation of dairy ewe diet with marine lipids can modulate
the fatty acid (FA) profile of milk and increase the content of certain
bioactive lipids that are potentially healthy for consumers. However, it
causes the milk fat depression syndrome (MFD), which is characterized by
an inhibition of fat synthesis in the mammary gland. For a long time, it was
thought that cows were susceptible to MFD, whereas goats and sheep were
tolerant, but it was later shown that caprine and ovine species, as well as
bovine, are also susceptible to suffer this syndrome when their diet is
supplemented with marine lipids. In addition, it has been observed that
animals can display very different individual degrees of milk fat depression,
which may explain some apparent contradictions in the literature. Because
the antilipogenic effect of certain fatty acids (FA) is the most likely origin of
MEFD, characterising the milk FA profile of animals showing different
degrees of MFD seems a helpful step to understand the physiological basis
of the tolerance or susceptibility to the syndrome. Analysing whether certain
phenotypic traits can predetermine a particular responsiveness would also
be of relevance to meet this aim. However, information about these aspects

is scant, not only in goats and sheep but in ruminants in general.

Therefore, in Chapter I of this thesis, divergences in individual
response in terms of severity of MFD syndrome in sheep and goats were
compared in terms of production performance and milk lipid profile. This
would allow, first, to detect interspecific variations, and second, based
mainly on the common responses, to strengthen our knowledge of MFD. A
second objective was to examine whether some phenotypic traits of goats
and sheep (specifically their productive performance and milk FA profile)
may predetermine individual tolerance or susceptibility to MFD. In order to

meet both objectives, an experimental trial was conducted with 25
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Murciano-Granadina goats and 23 Assaf sheep that were fed a complete
mixed ration without lipid supplementation for 3 weeks (Control period).
Then, all animals received the same basal diet supplemented with 2% of fish
oil (FO) for 5 additional weeks (MFD period). At the end of this second
period, and on the basis of the extent of FO-induced decreases in milk fat
concentration, the 5 most responsive (RESPON+) and the 5 least responsive
(RESPON-) animals were selected within each species (20 in total). At the
end of each period, milk yield and composition, including a comprehensive
FA profile, was examined. By design, between-group variation in milk fat
concentration and yield was substantial, but no significant interaction with
the effect of species was detected. Reductions in these two performance
traits averaged 6% in RESPON- and 26% in RESPON+. Results do not allow
suggesting that responsiveness to MFD would be clearly predetermined
neither by the studied performance traits nor by milk FA profile, although a
certain relationship with energy balance might exist. Furthermore,
variations in ewes and does displaying different individual degrees of MFD
may be associated with changes in certain candidate milk fat inhibitors, such
as trans-10 18:1 and cis-9 16:1, whereas trans-10,cis-12 CLA would only have
a minor role in determining MFD severity. Alterations in the molar yield of
de novo and preformed FA suggest relevant differences in the mechanisms
underlying MFD in RESPON+ and RESPON-, with inter-species effects

being only observed in more tolerant animals.

Based on these findings, we considered that a deeper understanding
of the mechanisms that might predetermine a particular individual
tolerance or susceptibility to MFD was required. Therefore, considering that
the milk FA profile is only examined in fat that has been successfully

secreted, which may not be an accurate representation of FA leaving the
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rumen and reaching the mammary gland, we proposed that individual
differences may be better detected in rumen fluid than in milk. This
hypothesis, common to both sheep and goats, represented the basis for the
second study, which is shown in Chapter II and was conducted using the
same animals as in Chapter I. Our specific aims were to elucidate whether
variations in ruminal fermentation and biohydrogenation could
predetermine a higher tolerance or susceptibility to MFD, and whether the
severity of MFD depends exclusively on the response to the diet. On the last
day of each period (Control and MFD), ruminal fluid samples were collected
to examine fermentation parameters and fatty acid profiles. In general, the
individual degree of MFD in sheep and goats did not seem to be
predetermined by traits related to ruminal fermentation and
biohydrogenation, including fatty acids that may serve as biomarkers of
microorganisms. Regarding differences in the response to FO, the results
suggest no link between MFD susceptibility and concentration of
biohydrogenation intermediates such as trans-10-containing C18, C20, and
C22 metabolites. The explanation for individual responses based on a
shortage of ruminal acetate and 18:0 for mammary uptake also seems to be
dismissed, based on the lack of variation in these compounds between
RESPON+ and RESPON-. However, the concentration of unsaturated fatty
acids provided by FO (e.g., cis-9 16:1, cis-11 18:1 and 20:5n-3) was higher in
the rumen of RESPON+ than RESPON- ewes and does. Thus, although
further research is needed, it seems that the extent of biohydrogenation of

these fatty acids might be associated with tolerance or susceptibility to MFD.

Finally, and focusing on the ovine (as this was the species for which
most data was available), a meta-analytical approach was used to identify

phenotypic traits, both in productive parameters and milk lipid
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composition, that may predetermine individual MFD extension when
marine lipids are used to improve milk FA profile. Thus, in the third study
(presented in Chapter III) initial data of animal performance and milk FA
profile was collected from 10 trials in which 160 Assaf ewes were fed 16 diets
including FO or marine algae for 3 to 5 weeks. The decrease in milk fat
concentration and yield was calculated using 3 approaches: absolute change
(final — initial), relative change as a percent of pretrial value, and potential
change relative to the maximal expected MFD (assuming a maximal
decrease to 3% milk fat). Bivariate and multivariate analyses were used to
explore whether individual performance and milk FA profile are related
with subsequent MFD extent. According to bivariate analyses, there was a
linear relationship between initial milk fat concentration and the absolute
(R? = 0,46; partial R? of 0,08), relative (R? = 0,39; partial R? of 0,06), and
potential changes in milk fat concentration during MFD (R?=0,17; partial R?
= 0,03). Thus, when ewes were fed marine lipids, the higher the initial milk
fat content, the greater the extent of MFD. This finding was supported by a
second bivariate analysis (categorizing ewes by initial milk fat concentration
and yield) and multivariate analyses. A weaker relationship may also exist
between MFD intensity and milk yield and protein concentration before
consuming the MFD inducing diet. In addition, MFD in more responsive
ewes may be related to rumen function alterations that increase milk
concentrations of candidate antilipogenic metabolites, such as trans-10 18:1,
as suggested by bivariate and multivariate analyses. Although the role of
milk FA as predisposing factors for MFD remained unclear, results from this
meta-analysis suggest the involvement of preformed FA (>C16) uptake in

the syndrome and warrant further investigation. Further research would
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also be advisable to elucidate the physiological basis underlying the greater

susceptibility to MFD of ewes with higher milk fat concentration.
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RIASSUNTO






L’ inclusione di lipidi marini della dieta del bestiame da latte permette
di migliorare il profilo acidico del latte e di aumentare il contenuto di alcuni
lipidi bioattivi, potenzialmente salutari per i consumatori. Allo stesso
tempo, questa loro inclusione puo indurre la sindrome da basso grasso del
latte (dall’inglese milk fat depression, MFD), che consiste nell’inibizione della
sintesi del grasso nella ghiandola mammaria. Precedentemente, si riteneva
che solo le vacche fossero soggette a MFD, mentre pecore e capre fossero
tolleranti, ma in seguito e stato dimostrato che anche ovini e caprini possono
sviluppare la MFD quando i lipidi marini vengono aggiunti alla loro
razione. Inoltre, e stato dimostrato che gli animali possono presentare
diversi gradi della sindrome da basso grasso del latte, il che potrebbe
spiegare alcune contraddizioni presenti in letteratura. Poiché leffetto
antilipogenico di alcuni acidi grassi (in inglese fatty acid, FA) rappresenta la
causa piu plausibile della MFD, la caratterizzazione del profilo acidico del
latte degli animali che presentano diversi gradi di MFD potrebbe essere utile
per comprendere le basi fisiologiche delle differenze nellintensita della
sindrome. A tale scopo, sarebbe importante anche analizzare se alcuni tratti

fenotipici possano predeterminare la risposta individuale alla sindrome.

Pertanto, nel Capitolo I di questa tesi, sono state comparate le
differenze di risposta individuale in termini di intensita della sindrome della
MED in pecore e capre, in relazione ai parametri produttivi ed al profilo
lipidico del latte. Tale comparazione consentirebbe, da un lato, di
individuare le variazioni interspecifiche e, dall’altro, basandosi soprattutto
sulle risposte comuni, di progredire nella conoscenza della MFD. Un
secondo obiettivo e stato quello di analizzare se alcuni tratti fenotipici di
capre e pecore (in particolare, i loro parametri produttivi e la composizione

degli acidi grassi del latte) possano predeterminare una maggiore tolleranza
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o suscettibilita individuale alla MFD. Per raggiungere entrambi gli obiettivi,
e stata realizzata una prova sperimentale con 25 capre Murciano-Granadina
e 23 pecore Assaf alimentate con una razione mista completa senza ulteriori
inclusioni di lipidi per 3 settimane (periodo Controllo). Successivamente,
tutti gli animali hanno ricevuto la stessa dieta basale, alla quale & stato
aggiunto il 2% di olio di pesce (FO, per la sua sigla in inglese fish oil) per altre
5 settimane (periodo MFD). Una volta terminato questo secondo periodo, in
funzione della diminuzione della concentrazione del grasso del latte indotto
dal FO, sono stati selezionati 5 animalila cui risposta al trattamento era stata
pit intensa (RESPON+), e 5 con una risposta meno intensa (RESPON-) per
ogni specie (20 in totale). Alla fine di ogni periodo, sono state esaminate la
produzione e composizione del latte, compreso un profilo acidico
dettagliato. Come previsto dal disegno sperimentale, sono state riscontrate
differenze sostanziali nella concentrazione e produzione di grasso del latte
tra RESPON+ e RESPON-, ma non e stata riscontrata nessuna interazione
significativa tra questi parametri e I'effetto della specie. La riduzione media
della concentrazione e della produzione di grasso e stata del 26% in
RESPON+ e del 6% in RESPON-. I risultati dello studio non hanno permesso
di suggerire se la risposta alla MFD sia chiaramente predeterminata dai
parametri produttivi presi in considerazione o dal profilo FA del latte,
tuttavia potrebbe esserci una relazione con il bilancio energetico. Inoltre, la
variazione individuale della suscettibilita alla MFD negli ovini e nei caprini
potrebbe anche essere relazionata a cambiamenti nella concentrazione nel
latte di alcuni FA con un potenziale effetto antilipogenico, come il trans-10
18:1 e il ¢is-9 16:1, mentre il trans-10,cis-12 CLA giocherebbe solo un ruolo
minore nell'intensita della sindrome. Le variazioni nella produzione molare

di FA de novo e preformati suggeriscono differenze rilevanti nei meccanismi
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responsabili dello sviluppo della MFD in RESPON+ e RESPON-, con
variazioni tra pecore e capre solo negli individui piti tolleranti. Sulla base di
questi risultati, erano necessarie ulteriori ricerche per approfondire la
comprensione dei meccanismi che determinano una maggiore o minore
sensibilita alla MFD. Pertanto, partendo dal presupposto che il profilo di FA
del latte viene esaminato solo nel grasso che e stato secreto con successo, il
che potrebbe non essere una rappresentazione accurata dei FA che si
formano nel rumine e che raggiungono la ghiandola mammaria, abbiamo
proposto che le differenze individuali possano essere rilevate piu facilmente
nel liquido del rumine che nel latte. Questa ipotesi, applicabile sia agli ovini
che ai caprini, e stata la base dello studio presentato nel Capitolo II. Esso
basato sugli stessi animali selezionati nella prova descritta nel Capitolo I e
ha permesso di esaminare se i processi di fermentazione e bioidrogenazione
ruminale possano predeterminare maggiore tolleranza o suscettibilita alla
MFD in capre e pecore, e se la gravita della sindrome dipenda
esclusivamente dalla risposta alla dieta. I parametri di fermentazione
ruminale e il profilo acidico sono stati esaminati in campioni di liquido
ruminale raccolti alla fine di ciascun periodo sperimentale (Controllo e
MEFD). In generale, la variazione individuale del grado di MFD negli ovini e
nei caprini non sembra essere predeterminata dai parametri legati alla
fermentazione e alla bioidrogenazione ruminale, compresi gli acidi grassi
che agiscono da biomarcatori del microbiota ruminale. Per quanto riguarda
le differenze nella risposta al FO, i risultati suggeriscono che non vi e alcuna
relazione tra la suscettibilita alla MFD e la concentrazione di isomeri C18,
C20 e C22 con un doppio legame trans-10. I risultati escludono inoltre che la
variazione individuale del grado di MFD si spieghi con una minore

disponibilita mammaria di acetato e 18:0 di origine ruminale, data 1'assenza
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di differenze tra RESPON+ e RESPON-. Cid nonostante, il contenuto di FA
insaturi contenuti nell’olio di pesce (ad esempio cis-9 16:1, cis-11 18:1 e 20:5n-
3) era piu alto nel rumine di pecore e capre RESPON+ rispetto a RESPON-.
Pertanto, sebbene siano necessarie ulteriori ricerche, si puo ipotizzare che
l'entita della bioidrogenazione di questi FA possa essere associata alla

tolleranza o alla suscettibilita alla MFD.

Infine, concentrandosi sugli ovini (in quanto specie per la quale era
disponibile la maggior parte dei dati), I'obiettivo e stato quello di effettuare
una meta-analisi per identificare i tratti fenotipici delle pecore, sia in termini
di parametri produttivi che di composizione lipidica del latte, che
potrebbero predisporre a cambiamenti pit1 0 meno intensi nella sintesi del
grasso del latte quando i lipidi marini vengono utilizzati per migliorarne il
profilo. A tal proposito, nel terzo studio (presentato nel Capitolo III) sono
stati raccolti dati iniziali del rendimento produttivo e del profilo acidico del
latte in 10 esperimenti, in cui 160 pecore Assaf sono state alimentate con 16
diete che includevano olio di pesce o microalghe marine per 3-5 settimane.
La diminuzione della concentrazione e della produzione di grasso del latte
e stata calcolata in tre modalita: variazione assoluta (valore finale - valore
iniziale), variazione relativa (espressa come percentuale del valore iniziale)
e variazione potenziale (relativa alla massima MFD prevista, supponendo
che il grasso del latte non possa diminuire oltre il 3%). Sono state utilizzate
analisi bi- e multivariate per analizzare la relazione tra i parametri
produttivi e il profilo acidico del latte e la predisposizione alla MFD.
Secondo il primo tipo di analisi, e stata riscontrata una relazione lineare tra
la concentrazione iniziale di grasso del latte e le variazioni assolute (R? =
0,46; R? parziale di 0,08), relativo (R? = 0,39; R? parziale di 0,06) e potenziale

del contenuto di grasso del latte durante la MFD (R? = 0,17; R? parziale =
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0,03). Quindi, nelle pecore alimentate con lipidi marini, maggiore e il
contenuto iniziale di grasso, maggiore e l'intensita della MFD. Questo
risultato e stato rafforzato dai risultati di una seconda analisi bivariata (in
cui le pecore sono state classificate in base alla concentrazione e produzione
iniziale di grasso del latte) e dalle analisi multivariate. Potrebbe anche
esistere una relazione, sebbene piu debole, tra l'intensita della sindrome, la
produzione di latte e la concentrazione di proteine prima del consumo della
dieta che causa la MFD. Inoltre, l'intensita della MFD nelle pecore piu
sensibili potrebbe essere correlata ad alterazioni della funzione ruminale che
aumentano la concentrazione nel latte di FA potenzialmente antilipogenici,
come il trans-10 18:1. Sebbene il ruolo dei FA del latte come fattori
predeterminanti della MFD rimanga poco chiaro, i risultati di questa meta-
analisi suggeriscono che il meccanismo di assorbimento mammario degli
acidi grassi preformati (>C16) abbia un ruolo rilevante e dovrebbe essere
ulteriormente studiato. Sarebbe inoltre opportuno approfondire le basi
fisiologiche della relazione tra l'entita della depressione e la concentrazione

di grasso del latte prima del consumo della dieta che induce la MFD.
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La grasa de la leche de los rumiantes ha sufrido una desacertada
desacreditacion en las tiltimas décadas. Sin embargo, posee un elevado valor
nutricional y efectos saludables para los consumidores, debido a la

presencia de ciertos lipidos bioactivos (Guillocheau et al., 2020).

Existe cada vez mayor evidencia sobre la viabilidad de diversas
estrategias de alimentacion del ganado para incrementar de forma natural y
efectiva el contenido de dichos lipidos bioactivos (Dewanckele et al., 2020).
Desafortunadamente, algunas de ellas producen el sindrome de baja grasa
en la leche [milk fat depression (MFD), por sus siglas en inglés], que se
caracteriza por un descenso de la produccion de grasa lactea, sin que, en
general, se vea afectada la produccion de leche y de otros componentes de

la misma (Bauman y Griinari, 2001, 2003).

Durante mucho tiempo, se pensé que las vacas sufrian MFD, mientras
que las cabras eran tolerantes (Kitessa et al., 2001; Chilliard et al., 2007; Sanz
Sampelayo et al., 2007). En cuanto a las ovejas, Shingfield et al. especularon
en 2010 que serian mads similares al caprino que al bovino. Unos afios
después, Bernard et al. (2018) sugirieron que la susceptibilidad del ovino

seria intermedia entre la de las vacas y la de las cabras.

Cuando se describieron mejor los diferentes tipos de MFD inducidos
por la dieta, se confirmé que las tres especies podian sufrir este sindrome
(Mavrommatis et al., 2018; Toral et al., 2020a; Copelin et al., 2021). No
obstante, los pequefios rumiantes serian mas tolerantes porque las dietas
ricas en carbohidratos rapidamente fermentables o bajas en fibra efectiva no
reducen su produccion de grasa lactea, como si ocurre en el vacuno
(Dewanckele et al., 2020; Nudda et al., 2020). En cambio, ovejas y cabras, al
igual que las vacas, desarrollan MFD cuando su dieta se suplementa con

lipidicos de origen marino, usados precisamente para modular el perfil de
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acidos grasos (AG) de su leche (Toral et al., 2016a; Bernard et al., 2017;
Martin et al., 2021).

La depresion de la grasa lactea tiene una elevada importancia en el
ovino y caprino lechero (objetivo ambos de esta tesis doctoral) porque la
mayor parte de su leche se destina a la elaboracion de derivados lacteos,
especialmente queso. Ahora bien, atin es necesaria mas investigacion en

ovejas y cabras, ya que la mayor parte se ha llevado a cabo en el vacuno.

A pesar de la confirmacion del desarrollo de MFD en vacas, ovejas y
cabras, casi todas las comparaciones entre ellas son indirectas, a partir de
datos publicados en la literatura de forma independiente para cada especie.
Sin embargo, estas comparaciones tienen una utilidad bastante limitada, al
ser el MFD un sindrome multifactorial y complejo, con una serie de factores
de riesgo aun sin desentranar (p. ej., la dieta basal, el nivel de produccion, la
microbiota ruminal, la lipogénesis mamaria, etc.; Bernard et al., 2018;
Dewanckele et al.,, 2019, 2020). Por ello, es imperativo realizar ensayos
directos en los que las especies comparadas se encuentren en las mismas

condiciones.

Si se conoce poco sobre las diferencias entre especies de rumiantes en
el desarrollo de la depresion de la grasa lactea, menos se sabe atin sobre la
variacion intraespecifica en respuesta a las dietas causantes de dicha MFD.
Pese a ello, las diferencias individuales en el grado de reduccion de la grasa
lactea podrian contribuir a explicar posibles contradicciones encontradas en
la literatura. Por ejemplo, algunos autores (Papadopoulos et al.,, 2002;
Reynolds et al.,, 2006; Tsiplakou y Zervas, 2013a) sélo encontraron una
tendencia a una MFD leve, ninguna variacién o incluso aumentos en el
porcentaje de grasa lactea cuando las ovejas consumian dietas

suplementadas con lipidos marinos. Por el contrario, en el grupo de
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investigacion en el que se ha realizado esta tesis doctoral, se han observado
disminuciones medias de hasta el 25% (Frutos et al., 2017). En cabras ocurre
algo similar, con variaciones que abarcan desde la ausencia de MFD
(Gagliostro et al., 2006; Tsiplakou y Zervas, 2013b; Pajor et al., 2019) hasta
reducciones del 33% (Cattaneo et al., 2006; Toral et al., 2015; Mavrommatis
et al.,, 2018). Aunque los mecanismos subyacentes son aun inciertos y es
posible que algunas de estas aparentes incoherencias se deban a la dieta, una
parte importante seria atribuible a la variacion individual en la

susceptibilidad a la MFD.

Una de las primeras y mas aceptadas teorias sobre la MFD apunta a
una alteracion del ambiente ruminal, y con ello de su microbiota, que
propiciaria la formacion de metabolitos intermedios de la biohidrogenacion
(BH) con actividad antilipogénica en la glandula mamaria (Bauman y

Griinari, 2001; Harvatine et al., 2009; Shingfield et al., 2010).

Por ello, en este trabajo planteamos la hipdtesis de que el perfil lipidico
de la leche, y mds concretamente el de AG antilipogénicos procedentes de la
BH ruminal, permitiria explicar las diferencias en la intensidad de la MFD
no solo entre especies (en concreto, entre ovino y caprino) sino también
dentro de cada especie. Esta hipdtesis constituyo la base del primer trabajo,

presentado en el capitulo .

Basandonos en que el perfil de AG de la leche sélo se examina en la
grasa que ha sido secretada con éxito, lo que puede no ser una
representacion exacta de los AG que se forman en el rumen y llegan a la
glandula mamaria (Glasser et al., 2007), planteamos como segunda hipdtesis
que las diferencias individuales podrian detectarse mas facilmente en el

fluido ruminal que en la leche. Esta hipdtesis, aplicable tanto a las ovejas
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como a las cabras, fue la base del segundo trabajo, presentado en el capitulo

II.

Segun algunos estudios, la variacion individual en el grado de MFD
podria estar predeterminada por diferencias en ciertos rasgos fenotipicos de
los animales (e. ., el nivel de produccion de leche o de grasa lactea), pero la
informacion al respecto es escasa e inconsistente. Asi, por ejemplo, Baldin et
al. (2018) senalaron que la susceptibilidad al sindrome de MFD era mayor
en vacas de alta produccion que en vacas de baja produccion. Sin embargo,
Dewanckele et al. (2019) observaron justo lo contrario. Muy recientemente,
Padilha et al. (2022) sugirieron que en un escenario de MFD, el peso vivo de
las ovejas podria interferir en los cambios en la sintesis de grasa lactea, algo
que también podria ocurrir con algunos AG de la leche. Los datos, no
obstante, son aun muy insuficientes, especialmente en pequenios rumiantes,

lo que evidencia la necesidad de continuar investigando.

Sobre este ultimo aspecto, propusimos la hipdtesis de que podrian
existir ciertas variables de los animales que predeterminaran una mayor o
menor sensibilidad al desarrollo de MFD cuando consumen dietas
enriquecidas con lipidos de origen marino para mejorar el perfil lipidico de
su leche. Esta hipotesis se analiz6 en los dos primeros estudios (capitulos I

y II) y sirvié de base para plantear el tercero (capitulo III).

Objetivos

Por todo ello, esta tesis doctoral se llevo a cabo con ovejas y cabras

lecheras con los siguientes objetivos principales:

1) Comparar las divergencias en la respuesta individual en términos de
severidad del sindrome de MFD en ovino y caprino en lo que respecta

al rendimiento productivo, el perfil lipidico de la leche y los procesos
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de fermentacion y biohidrogenacién ruminal. Esta comparacion
deberia permitirnos, por wuna parte, detectar variaciones
interespecificas y, por otra, basandonos especialmente en las
respuestas comunes, avanzar en el conocimiento del sindrome de baja
grasa en la leche. Como se ya se ha apuntado, tanto el primer estudio
como el segundo (presentados en los capitulos I y II, respectivamente)

se propusieron para cumplir este objetivo.

2) Analizar si algunos rasgos fenotipicos de las cabras y ovejas (en
concreto, relacionados con su rendimiento productivo, con la
composicion de acidos grasos de la leche y con los procesos de
fermentacion y biohidrogenacion ruminal) pueden predeterminar una
mayor tolerancia o susceptibilidad individual a la MFD. Los dos
primeros estudios (presentados en los capitulos I y II) contribuyeron a

cumplir este objetivo.

Ademas, y centrandose en el ovino (por ser la especie de la que se

disponia de mas datos), se planted un tercer objetivo, derivado del segundo:

3) Profundizar, mediante un metandlisis, en la identificacion de rasgos
de las ovejas, tanto de rendimiento productivo como de composicion
de acidos grasos de la leche, que pudieran predisponer a cambios mas
0 menos intensos en la sintesis de grasa lactea cuando se usan aceites
marinos para mejorar el perfil lipidico de la leche. Conocer los factores
que predisponen a una mayor MFD podria proporcionar una visién
adicional de los mecanismos subyacentes y permitir mejores
predicciones de su ocurrencia en condiciones practicas. El tercer

estudio (presentado en el capitulo III) responde a este objetivo.
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1. LECHE DE OVEJAS Y CABRAS. COMPOSICION Y
COMPUESTOS BIOACTIVOS

La leche de cabras y ovejas representa un alimento beneficioso para la
salud humana, ya sea directamente o como derivado lacteo, por la presencia
de nutrientes con elevada calidad bioldgica. Segun Park et al. (2007), el
contenido de proteinas en la leche presenta una media de 3,4% en cabras y
6,2% en ovejas, destacando las caseinas, inmunoglobulinas y péptidos
bioactivos. De estos ultimos compuestos se han descrito propiedades

antihipertensivas, antimicrobianas, antioxidantes e inmunomoduladores.

La lactosa es el carbohidrato mayoritario de la leche, al que se le
reconocen numerosos efectos, como por ejemplo regulacion del equilibrio
osmotico entre la sangre y células alveolares de la glandula mamaria
durante la produccién de leche (Park, 2017), o promocién de la absorcion de
calcio, magnesio y fosforo (Campbell y Marshall, 1975). El contenido medio
de este nutriente en la leche de cabras y ovejas es muy estable y parece

rondar el 4,5 y 4,6%, respectivamente (Recio et al., 2009; Park, 2017).

Otra caracteristica de la leche de estas dos especies es una mayor
digestibilidad respecto a la de vaca debido, quizas en parte, al tamafio de los
globulos de grasa. De hecho, el tamano de los globulos de grasa de la leche
de vaca varia entre 2,5 y 5,7 um (Logan et al., 2014); en ovejas entre 2,8 y 4,0
um (El-Zeini, 2006) y en cabras entre 2,2 y 3,9 um (Pisanu et al., 2013). Por
otro lado, es necesario sefialar que, de las tres especies de rumiantes, la leche
de ovejas es la que muestra el contenido mas alto en solidos totales y
nutrientes, en torno al 18,4% en ovejas vs. un contenido medio aproximado

de 13,2% en vacas y cabras (Park et al., 2007; Gantner et al., 2015).
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La grasa lactea es un nutriente importante debido a sus numerosas
propiedades. Los lipidos contenidos en la leche representan en cabras el
5,6% y en ovejas el 6,6%, segin Jensen (2002), aunque su concentracion es
muy variable. Es posible clasificarlos en lipidos simples y lipidos complejos.
Del primer grupo destacan los mono-, di- y triacilgliceroles; en tanto que
fosfolipidos, glicolipidos y compuestos liposolubles (esteroles, ésteres de
colesterol) pertenecen al segundo grupo (Park, 2007; Wendorff y Haenlein,
2017).

Como consecuencia de su elevado contenido en solidos totales y de la
calidad nutricional de grasa y proteinas, la leche de ovejas es muy adecuada
para la produccion de queso (Pulina y Nudda, 2002; Park et al., 2007),
mientras que la de cabras, ademds de para quesos, puede usarse como
fuente de leche alternativa para las personas con intolerancia a la leche de
vaca (Tziboula-Clarke, 2003). Debido a sus efectos potenciales en la salud,
hoy en dia la grasa de la leche es uno de los nutrientes mas estudiados.

Algunos de sus lipidos presentan cardcter bioactivo sobre la salud humana.

1.1. ACIDOS GRASOS

Los triacilgliceroles (TAG) constituyen aproximadamente el 95% de
los lipidos de la leche, en los cuales se encuentran, de forma esterificada, los
acidos grasos (AG). Estos representan el componente principal de la grasa
lactea (MacGibbon y Taylor, 2006), que est4 constituido por numerosos AG
que resultan de distintos procesos a nivel ruminal y mamario. Algunos
autores han estimado que existirian aproximativamente 400 AG en la leche,
que se diferencian en la longitud de la cadena carbonada, grado de
insaturacién, geometria y posicion de dobles enlaces (Jensen, 2002). Por ello,

se pueden clasificar en saturados (ningtin doble enlace), monoinsaturados
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(un doble enlace) y polinsaturados (dos o mas dobles enlaces; Gutnikov,

1995; Jensen, 2002).

Una de las principales diferencias entre la leche de cabras y ovejas y la
de vaca estriba en la cantidad de AG de cadena corta y media (<C16), pues
presentan un contenido medio mas alto en ovejas y cabras que en vacas
(Tabla 1; Toral et al., 2010a, 2015; Frutos et al., 2017). El elevado contenido
en caproico (6:0), caprilico (8:0) y caprico (10:0) confiere a la leche de estas
dos especies una elevada digestibilidad, por lo que se recomienda su
consumo en sujetos que sufren de patologias de malabsorcion e insuficiencia
pancredtica (Elwood et al., 2008). Por otro lado, el consumo de AG
saturados, como por ejemplo el ldurico (12:0), miristico (14:0) y palmitico
(16:0), se ha relacionado con el desarrollo de patologias coronarias y el
aumento de los niveles séricos de colesterol (Parodi, 2009b). Sin embargo,
aunque la leche de los rumiantes cuenta con un considerable contenido en
este grupo de AG (Jensen, 2002), los compuestos con presunto efecto
negativo no se consumen individualmente, sino en combinacién con otros
nutrientes presentes en la leche, lo que podria anular o compensar un

posible efecto negativo (Parodi, 2009a).

La leche de estas dos especies también contiene dcidos grasos impares
y ramificados (OBCFA, por las siglas en inglés). De los AG impares lineales
(OCFA), el AG pentadecanoico (15:0) y el heptadecanoico (17:0) son los mas
abundantes y representativos (Fievez et al.,, 2012). Los AG ramificados
(BCFA) se pueden clasificar a su vez en tres subgrupos: isoacidos de cadena
par, isodcidos de cadena impar y anteisodcidos de cadena impar (Vlaeminck

et al., 2006; Shingfield et al., 2008).
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Tabla 1. Perfil de dcidos grasos de la leche en vacas, ovejas y cabras’.

Especie

AG (g/100 g AG totales) Vacas Cabras Ovejas p
4:0 3,178 2,27¢ 4,124 <0,001
6:0 1,97¢ 2,408 2,974 <0,001
8:0 1,118 2,794 2,744 <0,001
10:0 2,42¢ 8,974 7,718 <0,001
12:0 2,808 4,084 4,344 <0,001
14:0 9,99 9,55 10,1 0,620
cis-9 14:1 0,894 0,148 0,178 <0,001
16:0 24,6 23,6 22,7 0,155
Y Cl16:1 1,724 1,098 1,784 0,003
18:0 10,94 9,288 7,508 <0,001
cis-9 18:1 20,64 17,38 15,58 <0,001
trans-10 18:1 2,004 0,668 2,104 0,043
trans-11 18:1 2,818 3,7148 4,624 0,010
trans-12 18:1 0,654 0,518 0,5548 0,047
Ycis 18:1 21,74 18,38 16,58 <0,001
Ytrans 18:1 7,244 6,24 8,932 0,095
18:2n-6 2,14 2,12 2,33 0,712
cis-9,trans-11 CLA 1,258 1,834 1,4348 0,048
trans-10,cis-12-CLA 0,042 0,01v 0,03ab 0,066
trans-11,cis-15 18:2 0,51 0,36 0,46 0,635
>CLA 1,368 1,984 1,674B 0,035
2"18:2 no conjugados 2,73 2,71 3,15 0,321
>'18:2 4,108 4,7048 5,024 0,040
18:3n3 0,65 0,57 0,81 0,327
>18:3 0,64 0,60 0,86 0,146
>C18 44,64 39,18 39,08 0,003
Sumatorios

y<Cl16 23,68 31,84 33,64 <0,001
>Cl16 26,2 24,7 24,5 0,176
»>Cl16 45,94 40,38 40,78 0,004
>C4-C14 de cadena par 22,54 30,34 32,24 <0,001
>4:0+6:0 5,148 4,678 7,094 <0,001
2'C8-C14 de cadena par 17,38 25,64 25,24 <0,001

ACab Para cada fila, los distintos superindices indican diferencias significativas (A-
C; P <0,05) o una tendencia a la significacién (a-b; P <0,10).

Datos procedentes de 70 publicaciones que corresponden a 79 experimentos y 278
tratamientos experimentales: 170, 58 y 50 tratamientos experimentales para vacas,
cabras y ovejas, respectivamente. La lista de publicaciones esta disponible en el
material suplementario de Toral et al. (2013).
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Entre ellos destacan los isdomeros de los AG tridecanoico (iso 13:0 y
anteiso 13:0), tetradecanoico (iso 14:0), pentadecanoico (iso 15:0 y anteiso 15:0),
hexadecanoico (iso 16:0), heptadecanoico (iso 17:0 y anteiso 17:0) y
octadecanoico (iso 18:0). En comparaciones indirectas, la leche de oveja
parece ser la que presenta un mayor contenido de OBCFA
(aproximadamente 4.4%; Toral et al., 2010a; Nudda et al., 2021), mientras
que el contenido en la de vacas rondaria el 3.8% (AlZahal et al., 2009;
Baumann et al., 2016) y en cabras el 2.8% (Gomez-Cortés et al., 2018; Nudda
et al., 2021).

En los altimos afos, los OBCFA han despertado la atencion de muchos
investigadores debido a sus numerosas propiedades saludables: por
ejemplo, parece haber evidencias de que una mayor ingestion y niveles
séricos de OCFA podrian reducir el riesgo de inflamaciéon cronica,
enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico, diabetes de tipo 2 y

otras patologias (Yang et al. 2000; Venn-Watson et al., 2020).

También se ha sefialado que los BCFA se correlacionan inversamente
con la insulina sérica, los triglicéridos y la concentracién de proteina C
reactiva (Mika et al., 2016). Asimismo, de los BCFA se han descrito
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas contra células de
adenocarcinoma de mama humano (Dabrowski y Konopka, 2022). Algunos
autores proponen su potencial como posibles marcadores de la ingestion de
grasa lactea, ya que estos AG no se sintetizan en humanos (Brevik et al.,

2005; Nudda et al., 2021).

También se han sugerido como indicadores de la fermentaciéon
ruminal y de la lipogénesis microbiana (Vlaeminck et al., 2006; Fievez et al.,

2012).
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Otro grupo interesante de AG de la leche es el de los monoinsaturados
(MUFA, por las siglas en inglés), que se caracterizan quimicamente por tener
un solo doble enlace en su cadena carbonada. En la leche, asi como en los
alimentos, es posible encontrarlos en las configuraciones cis y trans (Lock et
al., 2005). De ellos, los que han recibido mayor atencién debido al papel que
juegan sobre la salud humana y a nivel metabdlico del animal, son el acido
oleico (cis-9 18:1; OA) y el acido vaccénico (trans-11 18:1; VA). Al OA se le
reconoce un efecto potencialmente positivo sobre la reduccion de
enfermedades coronarias y parece contribuir a un bajo contenido de
colesterol en el plasma de los consumidores (Parodi, 2009b). Ademas, su
bajo punto de fusién permite el mantenimiento de la fluidez de la grasa de
la leche (Timmen y Patton, 1988; MacGibbon y Taylor, 2006). De las
trasformaciones bacterianas del OA en el rumen pueden surgir varios AG,
como el acido hidroxiestedrico (10-OH-18:0) y el &cido cetoestedrico (10-O-
18:0; Marquez-Ruiz et al., 2011). Se ha sugerido que los ceto y los hidroxi AG
podrian ser saludables para los consumidores, ya que presentan una
actividad inhibidora del crecimiento celular y apoptosis de las células 3
inducida por las citoquinas (Kokotou et al., 2020), asi como potentes efectos

citotoxicos en el desarrollo del melanoma humano (Abe y Sugiyama, 2005).

Los AG trans 18:1 (AGT) se han considerado de forma generalizada
como perjudiciales para la salud humana, debido a su posible contribucién
al desarrollo de las enfermedades cardiovasculares (Alves et al., 2021). Sin
embargo, esta aseveracion debe ser matizada. Las fuentes de AGT para los
consumidores son béasicamente cuatro: los aceites vegetales parcialmente
hidrogenados de origen industrial, los AGT producidos durante procesos
térmicos, los AGT que se encuentran de forma natural en los productos de

los rumiantes (fundamentalmente los productos lacteos) y los AGT
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sintetizados para su utilizacion como suplementos lipidicos (Aldai et al.,
2013). Es importante discernir el origen de estas fuentes, ya que los AGT
procedentes de la industria o tratados térmicamente se producen durante la
hidrogenacion parcial de los aceites vegetales, lo que resulta en una
distribucion aleatoria de los isomeros de los AGT. Por el contrario, los AGT
de la leche y productos lacteos se generan enzimaticamente mediante
transformaciones bacterianas de los AG insaturados de la dieta (Aldai et al.,
2013). Cabe destacar que ambas fuentes constan de los mismos isomeros
trans, pero difieren en su distribucion y cantidad. Asi, el AGT predominante
en los productos de los rumiantes es el VA (Li et al., 2019). De los isomeros
de los AGT industriales se han descrito numerosos efectos potencialmente
perjudiciales para los consumidores, como el aumento de los niveles de
colesterol, aterosclerosis, induccidén de apoptosis e inflamacion (Brouwer et
al., 2010). En cambio, los AGT de origen animal podrian ejercer propiedades
saludables, como es el caso del VA. La importancia del VA radica, en primer
lugar, en ser el precursor para la sintesis en la glandula mamaria, mediante
la A°-desaturasa, del isdmero mayoritario del &cido linoleico conjugado
(CLA), el acido ruménico (cis-9,trans-11 CLA; RA; Lock y Bauman, 2004).
Algunos autores han mostrado que la grasa lactea enriquecida naturalmente
en VA y RA es anticancerigena y antiaterogénica en modelos de laboratorio
(Lock et al., 2004). También se ha evidenciado que el RA podria combatir la
inflamacion y reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Stender
y Dyerberg, 2004), e incluso prevenir ciertos trastornos metabolicos cronicos
(Fuke y Nornberg, 2017). Por otra parte, algunos autores han descrito un
efecto prolipogénico de algunos isdmeros trans en higado de ratones (p. €j.,

trans-13+14 18:1; Pachikian et al., 2018).
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Otro AG con propiedades potencialmente beneficiosas para la salud
humana es el 4cido linoleico conjugado. Este término se refiere a una serie
de isdmeros posicionales y geométricos del acido linoleico (18:2n-6; LA), con
un doble enlace conjugado principalmente en las posiciones 7-9, 8-10, 9-11,
10-12, 11-13 y 12-14 y una configuracién geométrica cis/cis, cis/trans, trans/cis
y trans/trans (Luna et al., 2005). En los productos derivados de los rumiantes,
estos isdmeros proceden de la biohidrogenacion ruminal y de procesos de
desaturacion en los tejidos corporales (Kramer et al., 2004). Los productos
de los rumiantes, especialmente la leche y sus derivados, son las principales
fuentes de los isomeros del CLA en la dieta. El isomero mayoritario del CLA
esel RA, que representa el 78-89% del CLA total en la leche de ovejas (Toral
et al., 2010a). Su origen se debe a la biohidrogenacion ruminal, gracias a las
bacterias presentes en el rumen, y a la accidon de la A°-desaturasa sobre el
VA en la glandula mamaria. Muchos estudios in vitro han sugerido su
potencial en la prevencion de tumores del colon (Wahle et al., 2004), efecto
antiaterogénico (Kritchevsky et al., 2004) e inmunomodulatorio (Yu et al.,
2002). El segundo isdémero mds abundante del CLA, pero en mucha menor
concentracion, suele ser el trans-10,cis-12 CLA, del que se han descrito tanto
efectos potencialmente beneficiosos (p. €j., efecto antilipogénico para tratar
la obesidad; West et al., 2000; Whigham et al., 2007) como perjudiciales (p.
ej., higado graso y resistencia a la insulina; Benjamin y Spener, 2009) para
los consumidores. También cabe destacar sus efectos a nivel metabdlico en
el propio animal: numerosos estudios demuestran su efecto antilipogénico
sobre la sintesis de grasa lactea (Bauman y Griinari, 2001), como se tratara

mas adelante.

Los isdmeros del CLA pertenecen al grupo de los AG poliinsaturados

(PUFA). Para la salud humana, otros PUFA que presentan caracteristicas
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nutricionales de interés son los de la familia omega-3 y omega-6 (n-3 o n-6,
respectivamente). El dcido a-linolénico es el precursor de los PUFA n-3 de
cadena muy larga, como el acido eicosapentaenoico (20:5n-3; EPA) y el 4cido
docosahexaenoico (22:6n-3; DHA); mientras que el acido araquiddnico
(20:4n-6; ARA) y el acido docosapentaenoico (22:5n-6; DPA) proceden del

acido linoleico.

Pruebas epidemioldgicas y experimentales han mostrado algunos de
los efectos de los PUFA: bien sobre la oxidacién (Jump, 2002), sobre la
posicidn, la cantidad y la funcion de las proteinas de membrana (Bazinet y
Layé, 2014) o bien sobre la transmision de senales (Luchtman y Song, 2013).
Aunque se han mostrado efectos positivos de los PUFA de ambas familias
para la salud humana, el consumo de productos con un mayor contenido en
n-6 se ha relacionado en ocasiones con un posible aumento de la incidencia
de enfermedades cronicas, quizas porque los n-6 participan en la reaccién
pro inflamatoria, mientras que los n-3 parecen tener un efecto
antiinflamatorio (Simopoulos y DiNicolantonio, 2016; Sokota-Wysoczariska
etal., 2018; Simopoulos, 2020). Sin embargo, atin existen mucha controversia
respecto a la relacion PUFA n-6:n-3 y sus implicaciones para la salud
humana son objeto de debate; encontrandose este indice cada vez mas

cuestionado (Salter, 2013).

1.2. ORIGEN Y SECRECION DE LOS ACIDOS GRASQOS

El proceso de sintesis de novo en la glandula mamaria representa el
origen mayoritario de los AG de hasta C14 y de aproximadamente el 50%
de los C16. La captacién del torrente sanguineo de los lipidos procedentes
de la dieta o del metabolismo lipidico ruminal constituye la fuente de los

AG de cadena larga y de la otra mitad del C16 (Palmquist, 2006). La
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composicion de los perfiles de AG de la leche puede variar entre las especies

de rumiantes debido a las diferencias que existen a nivel metabolico.

1.1.1. Metabolismo lipidico en el rumen

Bacterias, protozoos, hongos y arqueas constituyen la microbiota
ruminal, que realiza funciones metabdlicas necesarias para la nutricion, el
desarrollo y la salud de los rumiantes (Lourengo et al., 2010). El resultado de
los procesos digestivos permite la produccion, entre otros, de acidos grasos
volatiles (AGV), de proteina de alta calidad y de vitaminas. Al igual que en
la glandula mamaria, también en el rumen tiene lugar una sintesis de novo
de AG, pero microbiana, resultando en la produccion, entre otros, de AG de
cadena impar y ramificada (Or-Rashid et al., 2007). Algunos aminodacidos de
la dieta, como leucina, isoleucina y valina, representan los precursores de
los BCFA, que son transformados por la microbiota ruminal a acidos
isovalérico, 2-metilbutirico e isobutirico. Del primero se originan los AG iso
pares, mientras que los acidos isovalérico y 2-metilbutirico representan la
fuente para la produccion de los AG iso y anteiso de cadena impar. Pasando
a los OCFA, el precursor es el propionico que resulta de la fermentacion de
los carbohidratos de la dieta (Vlaeminck et al., 2006). Un estudio realizado
en los ultimos afos ha demostrado que la dieta, y en particular su contenido
de lipidos, influye en la concentraciéon de estos AG en la leche (Toral et al.,

2020b).

Generalmente, los lipidos de la dieta presentan un alto contenido de
AG insaturados, la mayoria de 18 d&tomos de carbono, como el acido linoleico
(18:2n-6) y oleico (cis-9 18:1), presentes principalmente en el ensilado de
maiz y alimentos concentrados, como las semillas de oleaginosas (p. €j., las

de girasol y la soja), y el 4cido a-linolénico (18:3n-3), que se encuentra en
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mayor proporcion en el pasto fresco y el aceite de linaza (Palmquist y
Jenkins, 2003; Ferlay et al., 2017). Una vez en el rumen, la microbiota ruminal
intenta convertir los AG de la dieta en AG saturados. Este proceso es
bastante complejo y se puede dividir en dos partes: lipolisis y

biohidrogenacion.

La lipolisis tiene como resultado la produccion de AG libres
(saturados e insaturados) y glicerol (Ferlay et al., 2017), mediante la accion
de las lipasas (principalmente bacterianas) que hidrolizan y liberan los AG
sin esterificar en el rumen. Tras la lipolisis, los AG insaturados son
convertidos en AG saturados por las poblaciones bacterianas presentes en
el rumen, con el fin de reducir los efectos tdxicos que podrian provocar en
el ambiente ruminal (Doreau et al.,, 2016). Este proceso, conocido como
biohidrogenaciéon ruminal (BH), se caracteriza por una serie de reacciones
de isomerizacion e hidrogenacion que dan lugar a una multitud de isémeros

de los AG (Bauman et al.,2003).

Por ejemplo, en condiciones normales y de forma muy simplificada, la
conversion del cis-9 18:1 se ha resumido como una hidrogenacion directa a
18:0 (Shingfield y Wallace, 2014). Ademas de la hidrogenacion directa, sus
vias metabolicas también incluyen la formacién de 10-OH-18:0 y 10-O-18:0,
mediante una primera hidratacion y siguiente oxidaciéon (Jenkins et al.,
2006); otros autores han descrito la formacién de isémeros trans (p. €j., trans-

6,-7,-9,-10,-11,-12,-13,-14,-15,-16 18:1; Mosley et al. 2002).

Respecto a las rutas de BH del 18:2n-6, de manera muy simple (incluso
simplista), la ruta de BH principal del LA se puede resumir en tres pasos:
isomerizacion a cis-9,trans-11 CLA e hidrogenacién primero a trans-11 18:1
y después a 18:0 (acido estedrico; Bauman y Griinari 2003; Harvatine et al.,

2009a).
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Si bien los productos mayoritarios son el cis-9,trans-11 CLA y trans-11
18:1, este proceso es dinamico y en funcion de las condiciones del ambiente
ruminal, da lugar a una amplia gama de isémeros posicionales y
geométricos, como por ejemplo el trans-10,cis-12 CLA y trans-10 18:1, asi
como la acumulacion de otros metabolitos intermedios 18:2 (Figura 1;
Honkanen et al., 2012). También se ha demostrado que de la BH del LA
resultan numerosos isdémeros trans 18:1 (p. ej., trans-4, -5, -6+7+8, -9, -10, -11,
-12,-13 y -14) y cis 18:1 (cis-9, -10, -11, -12 y -13; Jouany et al., 2007; Shingfield
y Wallace, 2014). Asimismo, se ha descrito una posible hidratacion del 18:2n-
6, que puede dar lugar a la produccion de 10-OH, cis-12 18:1 y cis-9, 13-OH
18:1 (Hudson et al., 1998; Kim y Oh, 2013). Por ultimo, también se ha
sefialado que la BH de este AG da lugar a la formacion de cis-6,cis-12 18:2,
cis-7,cis-12 18:2 y cis-8,cis-12 18:2 (Honkanen et al., 2012).

Por su parte, de manera también muy simple, el 18:3n-3 (acido
linolénico; LNA) se isomerizaria principalmente a &cido linolénico
conjugado (CLnA; cis-9,trans-11,cis-15 18:3), seguido de una hidrogenacién
a trans-11,cis-15 18:2 y trans-11 18:1, y, finalmente, a 18:0. Ensayos in vitro
han permitido evidenciar que las vias de BH del 18:3n-3 presentan una
produccion de isdmeros mucho mas amplia y compleja que para el OA y LA
(Shingfield y Wallace, 2014). Por ejemplo, la primera isomerizacion del
18:3n-3 puede resultar en la produccion de trans-9,trans-11,cis-15 18:3
(Wasowska et al., 2006). También se han descrito muchos otros metabolitos
intermedios, como por ejemplo numerosos 18:2 conjugados (cis-9,cis-11 18:2,
cis-11,trans-13 18:2 y trans-11,trans-13 18:2), 18:2 no conjugados (cis-9,cis-15
18:2, cis-9,trans-13 18:2, trans-9,cis-12 18:2, trans-11,cis-15 18:2, trans-9,trans-
12 18:2), trans 18:1 (-6+7+8, -9, -11, -12, -13, -14, -15y -16) y cis 18:1 (-13 y-15).
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Figura 1. Posibles vias que describen el metabolismo del 18:2n-6 en el rumen. Las flechas con lineas continuas indican la via principal de

biohidrogenacién, mientras que las flechas con lineas discontinuas representan la formacién de metabolitos secundarios. Figura adaptada de

Shingfield et al. (2010).
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De las rutas de BH y metabolitos intermedios del EPA y DHA (AG en
los que son ricos los lipidos marinos), contamos con pocos estudios
detallados. Pruebas in vivo han demostrado que estos AG se metabolizan
extensamente en el rumen (Shingfield et al., 2003), lo que resulta en una baja
eficiencia de su transferencia a la leche de los rumiantes (Ashes et al., 1992;
Loor et al., 2005). Para tratar de explicar su rutas de BH, algunos autores han
propuesto una primera isomerizacion que daria lugar a la formacion de
metabolitos intermedios conjugados de 20 y 22 carbonos; mientras que otros
han sugerido una posible saturacion directa como primer paso de la BH
(Toral et al., 2018a; Kairenius et al., 2011; Jeyanathan et al., 2016). Apoyando
la primera hipotesis, Aldai et al. (2018) detectaron isdmeros de 22:6 en la
digesta ruminal de las ovejas. Puesto que el DPA, AG también presente en
los lipidos marinos, es el que presenta mayor transferencia a la leche (Loor
et al., 2005; Castaneda-Gutiérrez et al., 2007), en un estudio de Toral et al.
(2018a) se especuld sobre su implicaciéon como metabolito intermedio en las
rutas de BH del 22:6n-3. Sin embargo, los resultados obtenidos evidenciaron
que el DPA no parece ser un intermediario importante de las posibles rutas
de BH del DHA y que el proceso de BH de ambos AG (DPA y DHA) podria
seguir vias separadas, con la acumulaciéon de numerosos metabolitos tinicos
en cada caso.

Como ya se ha mencionado, las vias de la BH de los AG descritos son
solo una simplificacion para entender el proceso, pero este es mucho mas

complejo.

1.2.2. Metabolismo lipidico en la glandula mamaria

Las células epiteliales de la glandula mamaria estan organizadas de

manera que pueden realizar una compleja conversién de los nutrientes
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captados desde la sangre, dando lugar a los componentes de la leche. En
concreto, el proceso de secrecion de la grasa de la leche es muy complejo y
su cantidad y composicion final esta fuertemente influida por numerosos
factores, entre los que destaca la alimentacion (Bauman et al., 2006). La
sintesis de AG en la glandula mamaria ha sido ampliamente descrita por
Barber et al. (1997), siendo dos los procesos principales a partir de los que se
originan los AG: sintesis de novo y captacion de los AG preformados (Figura

2). A continuacion, se describen brevemente dichos procesos.

Figura 2. Principales procesos implicados en la lipogénesis en una célula epitelial

del tejido secretor mamario de rumiantes. Figura adaptada de Bernard et al. (2008).
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1.2.2.1. Sintesis de dcidos grasos de novo

Los AG volatiles procedentes de la fermentaciéon ruminal de los
carbohidratos de la dieta son los precursores para la sintesis de novo de los
AG de la leche (Bauman y Davis, 1974; Bernard et al., 2008). El acetato (2:0)
y B-hidroxibutirato (4:0) son las principales fuentes de carbono para la
sintesis de AG, mientras que el propidnico (3:0) es utilizado en menor
medida (Palmquist, 2006). Estos AGV son captados de la sangre y utilizados
por las células del epitelio mamario para la formacion de los AG de la leche
(Bauman et al, 2011). La enzima acetil-CoA sintetasa citoplasmatica,
codificada por el gen ACSS2 (Moore y Christie, 1981), permite la unién del
acetato y p-hidroxibutirato a la coenzima-A, empezando asi el proceso de
sintesis (Bernard et al., 2008). Este paso lleva a la produccién de acetil-CoA
o butiril-CoA. La acetil-CoA carboxilasa (codificada por el gen ACACA;
Bernard et al., 2008) cataliza la formacion de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA, y butiril-CoA a partir del B-hidroxibutirato. El butiril-CoA contribuira
como precursor en la sintesis de los primeros carbonos de AG, mientras que
el acetil-CoA serd utilizado tanto como precursor como en la elongacion de
los AG (Bauman et al., 2011). La elongacion de la cadena lipidica es llevada
a cabo por la enzima acidos grasos sintasa (codificada por el gen FASN;
Bernard et al., 2008) que afiade moléculas de acetil-CoA ala cadena lipidica,
para producir dcidos grasos de cadena mas larga (hasta C16; Bauman et al.,

2011).

La glandula mamaria también puede utilizar otras fuentes en el
proceso de sintesis, como por ejemplo el propionato, el metilmalonato o los
AG voldtiles de cadena ramificada (isovalérico, isobutirico y 2-
metilbutirico). El uso de dichas fuentes para la sintesis de novo de los AG

resulta en la produccién de OBCFA (Palmquist, 2006).
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1.2.2.2. Captacion de dcidos grasos preformados

La captacion de los AG de la sangre representa el segundo proceso de
sintesis de AG de la leche. Los triglicéridos plasmaticos presentes en el
torrente sanguineo, unidos a quilomicrones o lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por las siglas en inglés), son captados por las células de la
glandula mamaria gracias a la accion de la lipoproteinlipasa (codificada por
el gen LPL) situada en la superficie del endotelio capilar (Barber et al., 1997;
Bionaz y Loor, 2008). La lipoproteinlipasa puede hidrolizar el TAG de las
VLDL en glicerol y AG no esterificados. Ademas, los AG libres circulantes
en el plasma también pueden ser incorporados por la glandula mamaria.
Mediante la presencia de lipoproteinas transportadoras, como la isoforma 3
de la proteina transportadora de AG (codificada por el gen FABP3), la
translocasa de AG (codificada por el gen CD36) y diferentes isoformas de la
familia de proteinas transportadoras FATP (codificadas por el gen SLC27A),
los AG preformados parecen ser transportados a través de la membrana
plasmatica de la glandula mamaria, donde se transformaran en ésteres de

CoA (Bernard et al., 2008; Bionaz y Loor, 2008).

1.2.3. Otras rutas metabdlicas

Si bien la sintesis de novo de los AG y captacion de los AG preformados
representan las rutas principales para la produccion de los AG en la leche,
también existen otros procesos metabolicos que dan lugar a la formacion de
distintas clases de AG, como por ejemplo los monoinsaturados (p. €j., cis-9
18:1), utilizados para la sintesis de los triglicéridos, los fosfolipidos y los

ésteres del colesterol (Palmquist et al., 2005).
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En la glandula mamaria, la enzima estearoil-CoA desaturasa (SCD o
A°-desaturasa) media el proceso de desaturacion, en el que participan la
NADH-citocromo-b5 reductasa, el citocromo b5, la acil-CoA sintasa y la
propia A’-desaturasa. La A’-desaturasa cataliza la sintesis de los AG
insaturados introduciendo un doble enlace cis en la posicion 9 de la cadena
carbonada (Ntambi y Miyazaki, 2003). En los rumiantes se han descrito dos
isoformas del gen que codifica la SCD: SCD1 y SCD5 (Lengi y Corl, 2010).
Los principales sustratos de la SCD son el 18:0 y el trans-11 18:1, aunque
también puede haber otros. La desaturacion del 18:0 permite la sintesis del
cis-9 18:1 (Palmquist et al., 2005; Bernard et al., 2013a), mientras que el trans-
11 18:1 es desaturado a RA.

Ademas, se ha identificado otro grupo de genes que codifican enzimas
implicadas en otros proceso de desaturacion de AG, que incluyen la FADS1
(A>-desaturasa), la FADS2 (A°-desaturasa) y la FADS3 (A*-desaturasa; Rioux
y Legrand, 2019). La A°-desaturasa introduce un doble enlace entre el
carbono 6 y 7 de la cadena carbonada del AG, mientras que la A>-desaturasa

introduce el doble enlace en la posicion 5 del AG (Nakamura y Nara, 2004).

Los productos de la desaturacion son componentes importantes de los
fosfolipidos y los triglicéridos que intervienen en la fluidez de las
membranas celulares (Griinari et al.,, 2000). La mayoria de los AG que
proceden del rumen son saturados y presentan un punto de fusion muy alto
(e. g., 18:0, pf 69°C; Timmen y Patton, 1988). En cambio, algunos de los AG
insaturados presentan un punto de fusiéon mas bajo (e. g. cis-9 18:1, pf 14°C),
por lo que la desaturacion de los AG saturados garantiza el mantenimiento
de la fluidez de la grasa de la leche y de las membranas celulares (Timmen
y Patton, 1988; Bauman et al., 2011). Se considera que la fluidez de la grasa

de la leche se mantiene dentro del rango fisiologico cuando el punto de
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fusion medio de los AG no supera la temperatura corporal del animal

(Ntambi y Miyazaki, 2003).

Los AG representan los principales componentes de los triglicéridos,
cuya sintesis tiene lugar mediante los enzimas localizados en la parte interna
y externa de las mitocondrias y del reticulo endoplasmico (Coleman et al.,
2004). El proceso empieza con la union de los AG con glicerol-3-fosfato, que
procede de la glucolisis (Kinsella, 1968). Aproximadamente entre el 56% y
el 62% de los AG saturados de cadena media y larga (10:0 a 18:0) se
esterifican en las posiciones sn-1y sn-2 del esqueleto de glicerol, mediante
la accion de la glicerol-3-fosfato aciltransferasa mitocondrial (codificada por
el gen GPAM) y 1-acilglicerol-3-fosfato O-aciltransferasa (codificada por el
gen AGPAT; Coleman y Lee, 2004; Bernard et al., 2008), respectivamente. El
16:0 se distribuye equitativamente entre las posiciones sn-1y sn-2, mientras
que el 8:0, 10:0, 12:0 y 14:0 estan mas concentrados en la posicion sn-2, y el
18:0 estd mas concentrado en la posicion sn-1. Ademas, el 24% de los AG
esterificados en la posicion sn-1 son isomeros 18:1; el 44% de los AG
esterificados en la posicién sn-3 (por la diacilglicerol O-aciltransferasa 1,
codificada por el gen DGAT1I; Jensen, 2002; Bernard et al., 2008) son 4cidos

grasos de cadena corta (4:0, 6:0, 8:0) y el 27% es acido oleico.

Una vez sintetizados, los triglicéridos se transportaran desde el
reticulo endoplasmatico rugoso y se liberardn en el citoplasma en forma de
microgotas lipidicas (Keenan y Mather, 2006). Durante el transporte,
algunas microgotas pueden combinarse dando lugar a gotas de mayor
tamano (4 pm de didmetro) que, una vez liberadas en el lumen alveolar, se
recubrirdn de una capa, llamada membrana del glébulo graso, que impide
la coalescencia de los globulos de grasa y su degradacion enzimatica

(Dewettinck et al., 2008). La composicion de la membrana del glébulo graso
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es compleja e incluye la presencia de fosfolipidos, esfingolipidos y
glucoproteinas. Entre las tiltimas, es importante mencionar la translocasa de
acidos grasos (CD36), la butirofilina subfamilia 1, miembro A1 (BTN1A1), la
xantina deshidrogenasa (XDH) y la adipofilina (ADFP o PLIN2), que
participan en el proceso de excrecion de la gota lipidica (Keenan y Mather,

2006; McManaman et al., 2007).

1.3. REGULACION NUTRICIONAL DE LA LIPOGENESIS EN LA
GLANDULA MAMARIA

La lipogénesis en la glandula mamaria se ve afectada por factores
como la genética o la nutricion. Esta tltima representa la herramienta mas
eficaz para modificar la concentracion y produccién de la grasa lactea en los
rumiantes (Chilliard et al., 2003; Lock y Bauman, 2004; Harvatine et al.,
2009a; Bauman et al,, 2011). La grasa de la leche también puede sufrir
alteraciones por el tipo de forraje y nivel de concentrado utilizados en la
dieta, inclusion de suplementos lipidicos y estacionalidad (Chilliard et al.,

2014).

Concretamente, se ha descrito que el uso de AG poliinsaturados en las
dietas de los rumiantes puede tener un efecto sobre la grasa de la leche, que
varia segun el tipo de suplemento lipidico utilizado. Por ejemplo, el uso de
lipidos marinos, ricos en EPA y DHA, puede regular la expresion de genes
implicados en la lipogénesis de la glandula mamaria. De hecho, algunos
estudios han sefalado que la suplementacion con lipidos marinos puede
reducir la sintesis de grasa de la leche, debido a la inhibicién de la expresién

de la estearoil-CoA desaturasa (SCDI), la acido graso sintasa (FASN), la
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acetil-CoA carboxilasa (ACACA), la lipoproteina lipasa (LPL) y la proteina 3

de union a 4cidos grasos (FABP3; Bauman et al., 2006).

Las interacciones que tienen lugar entre los nutrientes y la expresion
de los genes son objeto de estudio de la nutrigendmica (Bionaz et al., 2015).
El uso de esta disciplina en los sistemas de produccién de rumiantes puede
ayudar a conocer los mecanismos que explican los cambios observados con

la dieta.

En vacas, cabras y ovejas, se ha descrito que algunos isdmeros de la
BH ruminal (p. €j., trans-10,cis-12 CLA) podrian jugar un papel clave en la
regulacion nutricional de la lipogénesis en la glandula mamaria,
especialmente a través de su efecto sobre algunos factores de transcripcion

(Baumgard et al., 2001; Shingfield et al., 2013).

Los factores de transcripcion son proteinas activadas por senales
citoplasmaticas, que cooperan en la transcripcion de los genes (incluyendo
los implicados en los procesos de la sintesis de grasa en la glandula
mamaria, activacion y transporte de los AG, desaturacion, sintesis de los
triglicéridos, formacion y secrecidn de los gldbulos de grasa, etc.) y parecen
tener un elevado peso en las alteraciones debidas a la interaccion dieta-

animal (Shi et al., 2014; Bionaz et al., 2015; Vargas-Bello-Pérez et al., 2019).

Los principales factores de transcripcion descritos como implicados en
el proceso de lipogénesis mamaria son el regulador de transcripcion del
factor 1 de elementos reguladores del esterol, SREBP1 (codificado por el gen
SREBF1) y los receptores activados por el receptor gamma activado por el
proliferador de peroxisomas PPAR (Ma y Corl, 2012; Bionaz et al., 2015;
Osorio et al., 2016).
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Del SREBP1 se han descrito al menos dos isoformas (SREBPla y
SREBP1c), cada una con una funcion distinta (Shimomura et al., 1999;
Bernard et al.,, 2008; Shimano, 2009). La isoforma SREBPla parece mads
implicada en el metabolismo del colesterol; la isoforma SREBP1c activa la
transcripcion de genes implicados en la sintesis de acidos grasos y

triglicéridos, como los que codifican ACACA, FASN y SCD1 (Li et al., 2014).

Los PPAR estan implicados en la transcripcion de genes en diferentes
vias del metabolismo de los lipidos, como el transporte de triglicéridos en el
plasma, la captacion y la oxidacion peroxisomal y mitocondrial (Schoonjans
etal., 1996; Bernard et al., 2008). De los varios receptores PPAR identificados
(&, B,7v, ), PPAR « se expresa principalmente en el higado, pero también en
el corazon, rindn, mucosa intestinal y tejido adiposo pardo. Por su parte,
PPAR vy es el mas abundante en el tejido adiposo blanco (Schoonjans et al.,
1996) y parece ser uno de los receptores mas estudiados debido a su papel
central en la regulacion del metabolismo en relaciéon con la composicion y
concentracion de AG de cadena larga presentes en la célula (Desvergne et
al., 2006; Bionaz et al., 2015; Osorio et al., 2017). Por altimo, PPAR (/0 estan
expresados principalmente en los rifiones y la placenta, seguidos de los

tejidos adiposos y el rumen (Bionaz et al., 2013).

La actividad de SREBP1 tiene una gran influencia sobre la de PPAR v,
ya que, si el primero resulta inhibido, el segundo no es capaz de restablecer

la sintesis de grasa lactea (Bionaz et al., 2015; Osorio et al., 2017).

A dia de hoy, entre los pocos factores de transcripcidn que se sabe que
son modulados por los AG, los datos apoyan la activacion de PPAR por los
AG saturados y la inhibicion de SREBP1 por los AG poliinsaturados en las
vacas lecheras (Bionaz et al., 2020). Las funciones de SREBP1 y PPAR vy

parecen claras en el tejido mamario, ya que intervienen en la regulaciéon de
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la sintesis de grasa lactea, pero la funcién y regulacion de otros factores de

transcripcion es atn incierta (Bionaz et al., 2020).

2. SUPLEMENTACION DE LA DIETA CON LiPIDOS PARA
MEJORAR EL PERFIL DE ACIDOS GRASOS DE LA LECHE

El uso de suplementos lipidicos en la dieta de los rumiantes es una
estrategia que permite aumentar el contenido de AG saludables para la
salud humana en la leche y en la carne, asi como disminuir otros que se
consideran potencialmente perjudiciales (Shingfield et al., 2013). Los
suplementos lipidicos mas utilizados en los estudios llevados a cabo en
cabras y ovejas para evaluar los cambios en la composicion de los AG de la
leche son los aceites vegetales y los de origen marino (Tabla 2; Nudda et al.,

2020).

El interés por aumentar el contenido de AG saludables y reducir el de
aquellos no deseables en la leche y sus derivados se basa en las
recomendaciones nutricionales generales, que sugieren disminuir el
consumo de algunos AG saturados (p. €j., el 12:0 y el 14:0) que podrian
resultar negativos para la salud humana y aumentar el de insaturados
(WHO/FAO, 2013). Sin embargo, en los ultimos afios esta nociéon se ha
reevaluado en gran medida, ya que la leche contiene algunos AG saturados
que son inocuos o incluso positivos para la salud (German et al., 2009;

Parodi, 2009a).

Otro aspecto que hay que considerar cuando se utilizan suplementos
lipidicos en las dietas de los rumiantes es el efecto que estos ultimos pueden
tener sobre el rendimiento productivo de los animales (Harvatine y Allen,

2006).
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Tabla 2. Perfil de dcidos grasos de la leche de vacas, cabras y ovejas alimentadas con dietas sin suplementacion lipidica o suplementadas con fuentes
lipidicas ricas en dcidos grasos con distinto grado de insaturacion.

Acidos grasos (g/100g AG totales)
Especie Dieta >4:0+6:0 10:0 c¢is-9 14:1 18:0 trans-1018:1  trans-1118:1 18:2n-6  cis-9,trans-11 CLA 2.18:3

Vacuno
Sin suplementaciéon 5,758 3,166 1,054 9,56PE 0,44f 1,686 1,94EF 0,82EF 0,59
cis-9 18:1 5,00¢P 2,324 0,868 12,448C 1,52def 2,12DFG 1,92EF 0,96PEF 0,47<d
18:2n-6 4,710 2,004 0,808 12,148C 3,62ab 2,76CDF 2,9448 1,29¢P 0,52«
18:3n-3 5,13¢ 2,304 0,71¢ 12,74 1,33de 2,97CDF 1,88EF 1,25¢P 1,03
20:5n-3+22:6n-3 5,11¢p 2,314 1,014 7,84FG 3,10b¢ 4,571BE 2,02EF 1,928 0,60
Caprino
Sin suplementacién 4,62 10,14 0,180 7,46FG 0,31ef 0,896 2,17DEF 0,55F 0,49
cis-9 18:1 4,70¢cD 8,44¢D 0,11p 12,648 0,604def 1,88PFG 1,86EF (0,82DEF 0,49
18:2n-6 4,62CP 8 2]CDE 0,12p 10,5¢P 1,069 4,908 2,68ABC 2,36A8 0,384
18:3n-3 4,94¢p 8,938C 0,110 10,5€PE 0,56def 4,4 5BCE 1,95DEF 1,758¢ 1,140
20:5n-3+22:6n-3 4,495CD 9 19ABCDE () 19D 5,34GH! (0,77bedef 6,42ABC 1,934BCD 3,664 0,52¢d
Ovino
Sin suplementaciéon 7,184 9,5148 0,20p 6,976 0,71 2,04FG 2,614BCD 0,83PEF 0,71
cis-9 18:1 7,124 6,91DEF 0,150 9,55BCDEFG 2,47abcdef 1,76PEFG 1,62F 0,56PEF 0,54«
18:2n-6 7,004 6,89F 0,16P 8,38EFH 1,97<d 5,828 2,914 2,068 0,62
18:3n-3 7,014 6,77EF 0,150 10,0ABCDEF 0,774def 4,568¢CD 2,09CDEF 1,64BCDE 1,762
20:5n-3+22:6n-3 7,124 8,47¢D 0,18P 2,61! 4,562 8,894 2,42BCDE 2,058 0,664
P (especie x dieta) 0,011 0,029 <0,001 0,047 0,051 <0,001 0,048 <0,001 0,081

AlafPara cada columna, los diferentes superindices indican diferencias significativas (A-L P <0,05) o una tendencia hacia la significacion (a-
f; P <0,10) para el efecto de la interaccion entre especie y dieta.
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Uno de los efectos mas descritos al suplementar con lipidos es una
disminucion de la ingestion de alimento, debido al aumento en la densidad
energética de la racion (Chilliard y Ferlay, 2004). Una excesiva cantidad de
grasa en la dieta de los rumiantes también puede reducir la digestibilidad
de la fibra y la produccion de AG volatiles en el rumen, lo que puede llevar
a una disminucién en la produccion de leche y carne (Chilliard et al., 2014).
Sin embargo, a las dosis generalmente utilizadas para modular el perfil de

AG de la leche, no suele darse este inconveniente (Toral et al., 2010c).

Por otra parte, la biohidrogenacion ruminal de los AG presentes en la
dieta puede dar lugar a la formacion de metabolitos intermedios, como el
trans-10 18:1 y trans-10,cis-12 CLA, que se han relacionado con el sindrome
de baja grasa en la leche (Griinari et al., 1998; Baumgard et al., 2000; Bauman
y Griinari, 2003; Moate et al., 2008). En vacas, se han descrito efectos
negativos del trans-10,cis-12 CLA sobre la sintesis de la grasa de la leche
(Bauman y Griinari, 2003) que indican que algunos de estos compuestos

bioldgicos pueden ser muy activos incluso a concentraciones muy bajas.

Cuando la dieta se suplementa con lipidos, la respuesta en términos
de produccién de leche varia no solo entre las tres principales especies de
rumiantes domésticos (vacas, ovejas y cabras; Shingfield et al., 2010), sino
también dependiendo de la dieta basal (Chilliard y Ferlay, 2004).

Ademas, es importante asegurarse de que la cantidad de lipidos en la dieta
se ajuste a las necesidades nutricionales de los animales y no sean
perjudiciales para su fermentaciéon ruminal (Doreau y Chilliard, 1997;

Chilliard et al., 2007).
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2.1. SUPLEMENTACION DE LA DIETA CON ACEITES
VEGETALES

La inclusion de aceites vegetales en las dietas de los rumiantes
representa una de las estrategias mas estudiadas en nutricion animal, ya que
puede aumentar las concentraciones de algunos AG saludables para los
consumidores, como el cis-9 18:1, trans-11 18:1, RA y PUFA n-3 (Palmquist
et al.,, 1993; Chilliard y Ferlay, 2004; Jenkins y Harvatine, 2014). Maximizar
el contenido de los AG saludables previamente mencionados es posible
mediante el aumento de la ingestion de AG insaturados de la dieta
(Palmquist et al., 1993, 2005; Shingfield y Wallace, 2014). Muchos son los
estudios en los que se examina el efecto de los aceites vegetales y la
respuestas de los rumiantes, en particular las modificaciones que se
producen en el rumen debido al extenso metabolismo de los AG presentes
en estos aceites y los consecuentes cambios que tienen lugar en la
composicion de AG de la leche tras la suplementacion (Palmquist et al., 1993;

Dewhurst et al., 2006; Chilliard et al., 2014; Toral et al., 2018c).

Los aceites vegetales mas utilizados en los estudios en rumiantes son
el aceite de colza, girasol, linaza y soja, ricos en AG insaturados como 18:1n-
9, 18:2n-6 y 18:3n-3 (Lock y Bauman, 2004; Hervas et al., 2008; Nudda et al.,
2020).

El aceite de colza presenta AG monoinsaturados y polinsaturados
(como el acido linoleico y a-linolénico), aunque el AG que mas destaca es el
cis-9 18:1, puesto que representa alrededor del 60-70% de le los AG totales
(Fenwick y Curtis, 1980; Xie et al., 2019). Los AG mayoritarios del aceite de
girasol son el linoleico (de media, aproximadamente 60-70%), cis-9 18:1

(alrededor del 20-30%) y el 4cido palmitico y estearico (aproximadamente,
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10%; Garcés et al., 2009; Shingfield et al., 2013). Por su parte, el aceite de
linaza presenta elevadas concentraciones de acido a-linolénico (de media,
en torno al 50-60%), acido linoleico (entre 14-20%, aproximadamente) y, en
menor medida, de cis-9 18:1 (Chilliard et al., 2009; Manso et al., 2016). Por
ultimo, el aceite de soja es rico en acido oleico (de media, 22%), linoleico
(aproximadamente, 40%) y linolénico (en torno al 5%; McNiven et al., 2004;

AlZahal et al., 2009).

Los efectos de la inclusion de los aceites vegetales en el animal y su
produccién son distintos en funcion de la especie de rumiante estudiada
(Sanz Sampelayo et al.,, 2007; Toral et al., 2015; Tsiplakou et al., 2017;
Delavaud et al.,, 2019). en la literatura existe escasa informacion sobre
comparaciones directas en vacas, cabras y ovejas, se suele recurrir a
comparaciones indirectas para evaluar la respuesta de la especie al tipo de
suplemento incluido en su dieta. Estudios en cabras (Mir et al., 1999) y ovejas
(Parente et al., 2018) que recibian aceite de colza evidenciaron una
disminucion en el contenido de los AG de corta cadena y un aumento de cis-

918:1, trans-11 18:1 y 18:0.

En los estudios llevados a cabo con aceite de linaza en cabras y ovejas
es posible evidenciar un aumento en el contenido del acido a-linolénico y
PUFA n-3 y una disminucién de los AG saturados y de la relacion n-6/n-3
en la leche (Bernard et al., 2009; Manso et al., 2011; Nudda et al., 2020).

Cuando se evaltan los efectos de la suplementacion con aceite de
girasol y soja, tanto en cabras como en ovejas, se describe un aumento de las
concentraciones de acido ruménico y vaccénico (Bouattour et al., 2008;

Hervas et al., 2008; Ollier et al., 2009; Nudda et al., 2020).
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Es destacable que comparando los estudios en los que se examina la
respuesta de cabras y ovejas a la suplementacion con aceite de girasol o de
soja, se detectan diferencias entre las dos especies (Nudda et al., 2020). En el
caso de las cabras, el aumento de las concentraciones de RA y VA es mucho
mas efectiva al suplementar con aceite de girasol (Ollier et al., 2009; Bernard
et al., 2016), mientras que el aceite de soja parece ser mas efectivo en ovejas

(Bodas et al., 2010).

En todos los estudios previamente descritos, la suplementacion de la
dieta con aceites vegetales permite aumentar el contenido de algunos de la
AG saludables para la salud humana. Sin embargo, debido a su extensa
biohidrogenacion ruminal, resulta dificil aumentar el contenido de algunos

PUFA n-3.

2.2. SUPLEMENTACION DE LA DIETA CON LIPIDOS MARINOS

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena muy larga, como el EPA
y el DHA, presentan efectos saludables para las personas, como la
prevenciéon de enfermedades croénicas relacionadas con el sistema
cardiovascular y nervioso (Bourre, 2005; Simopoulos y DiNicolantonio,
2016). Sin embargo, estos PUFA n-3 de cadena muy larga se encuentran en
bajas concentraciones en la leche y sus derivados, lo que ha llevado al uso
de lipidos marinos en estudios con rumiantes, como posible herramienta
para aumentar su contenido en la leche (Lock y Bauman, 2004; Boeckaert et
al., 2008). Lo mas utilizados son el aceite de pescado y las microalgas
marinas (Loor et al., 2005; Toral et al., 2010a; Shingfield et al., 2013), aunque
el aumento de los PUFA n-3 en la leche es limitado. Esto parece explicarse

no solo por la extensa biohidrogenaciéon ruminal que sufren estos AG
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(Shingtield et al., 2003), sino también por su baja captacion a nivel mamario

(Kitessa et al., 2001).

En vacas, ovejas y cabras se han descrito porcentajes variables de
transferencia del EPA y DHA desde la dieta a la leche, quizas debido, entre
otros factores, a las diferencias que podria haber en el metabolismo lipidico
entre las tres especies. En las vacas se ha descrito una baja transferencia de
EPA y DHA ala leche con valores medios del 2% (Chilliard et al., 2001; Loor
et al., 2005). En el estudio de Kitessa et al. (2001) en cabras, la transferencia
alaleche de EPA y DHA presentaba una media del 5%. Por otro lado, Toral
et al. (2015) no detectaron diferencias entre las cabras y las vacas en la
transferencia de estos AG a la leche, con una media del 3,2 y 4,7% para el
20:5n-3 y 22:6n-3, respectivamente. Por ultimo, la transferencia de estos AG
a la leche en las ovejas parece presentar un promedio mads alto, de en torno

al 9% (Reynolds et al., 2006; Chilliard et al., 2007; Bichi et al., 2013).

A pesar de la baja transferencia de estos AG a la leche, los EPA y DHA
presentes en los suplementos lipidicos de origen marino han sido
ampliamente utilizados en estudios en rumiantes dirigidos a caracterizar
sus rutas de biohidrogenacién ruminal, asi como a examinar su potente
efecto inhibidor del ultimo paso de la biohidrogenacion ruminal. Esta
inhibicién afecta a la conversion del trans-11 18:1 a 18:0, con el consecuente
aumento en las concentraciones de VA y también de cis-9,trans-11 CLA
(procedente este ultimo principalmente de la desaturacion mamaria del
anterior, es decir, del trans-11 18:1; Shingfield et al., 2012; Toral et al., 2017).
De hecho, la estrategia mas eficaz para incrementar el contenido lacteo del
cis-9,trans-11 CLA seria la combinacion de aceites vegetales con lipidos
marinos (Loor et al., 2005; Or-Rashid et al., 2008; Bodkowski et al., 2016).

Toral et al. (2010a), al suplementar con aceite de girasol solo o en
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combinacion con aceite de pescado, describieron un aumento considerable

del contenido de cis-9,trans-11 CLA y trans-11 18:1.

Ademas, la suplementacion de las dietas de cabras y ovejas con lipidos
marinos también parece dar lugar a una inhibicion de la hidrogenacion
ruminal de los isomeros cis 18:1 (Toral et al., 2017). En la leche, se han
descrito disminuciones en el contenido de los AG de 4:0 a 14:0, aumentos en
las concentraciones de los AG trans 18:1 y, en menor medida, en el porcentaje
de cis y de trans 16:1, asi como aumentos en las concentraciones de otros
isdmeros del CLA y AG 18:2 no conjugados (Whitlock et al., 2002; Shingfield
et al., 2005; Dewhurst et al., 2006; Toral et al., 2010a; Frutos et al., 2017).

En ovejas, algunos autores han demostrado que los lipidos marinos
inducen un aumento marcado de la concentracion de trans-10 18:1 en el
contenido ruminal y en la leche (Boeckaert et al., 2008; Shingfield et al., 2012;
Toral et al.,, 2017), mientras que en las cabras dichos aumentos parecen
menos acusados (Toral et al, 2015). Tal y como se ha indicado
anteriormente, el trans-10 18:1 es un isdmero que, junto con el trans-10,cis-12
CLA, ha sido asociado con una reduccion del contenido y de la produccion
de grasa de la leche, no solo en las vacas (Harvatine et al., 2009a; Bauman et
al., 2011), sino también en pequefios rumiantes (Toral et al., 2010b; Hussein
et al.,, 2013; Frutos et al., 2017). Como ya se ha mencionado, ambos AG
parecen estar implicados en cambios de la expresién de ciertos genes
lipogénicos en la glandula mamaria (Ticiani et al., 2016; Suarez-Vega et al.,
2017). Sin embargo, los aumentos del trans-10,cis-12 CLA en respuesta al uso
de lipidos marinos en la dieta suelen ser pequefios o inexistentes (Toral et

al., 2015; Carrefio et al., 2016; Frutos et al., 2017).

Este efecto secundario no deseable, conocido como “sindrome de baja

grasa en la leche” (o MFD, del inglés milk fat depression; Bauman y Griinari,
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2001; Toral et al., 2010a; Frutos et al., 2017), ha recibido mucha atencion en
nutriciéon de rumiantes, puesto que tiene un impacto directo sobre el nivel
de produccion de los animales y desventajas economicas para los ganaderos.
Aunque en condiciones practicas se observa basicamente en el vacuno, su
descripcion también en los pequenos rumiantes impediria la aplicacion de

las estrategias basadas en el uso de lipidos marinos en ovejas y cabras.

3. SINDROME DE BAJA GRASA EN LA LECHE EN OVEJAS Y
CABRAS

El sindrome de baja grasa en la leche se ha definido generalmente
como una reduccion de la concentraciéon y produccion de grasa de la leche,
con alteraciones concomitantes en las vias de BH ruminal, sin efecto sobre
la produccién total de leche o de los otros componentes de la misma
(Bauman y Griinari, 2001). Sin embargo, como indicaron Dewanckele et al.
(2020), con el tiempo se ha visto una variabilidad significativa en los
fenotipos de MFD inducidos por la dieta, lo que sugiere que algunas
situaciones de MFD pueden no encajar totalmente en esta definicion cldsica
del sindrome. Ademas, aunque al principio se pensaba que los pequefos
rumiantes no padecian MFD, con el tiempo se haido demostrando que tanto
cabras como ovejas pueden padecerla (Toral et al., 2010a; Kairenius et al.,

2011; Baldin et al., 2014; Dewanckele et al., 2020).

En la revision de Palmquist y Jenkins (2017) se recoge informacion
relativa a los cambios que tienen lugar en la grasa lactea del vacuno bajo
ciertas condiciones alimentarias y que comenzaron a ser descritos hace mas
de un siglo. Dichas condiciones pueden ser muy distintas, pero
normalmente incluyen dietas bajas en forrajes o fibra efectiva, elevados

contenidos de almidéon o carbohidratos altamente solubles y Ia
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suplementacion con lipidos insaturados o semillas oleaginosas. De forma
paralela, entre los cambios mas observados en rumiantes que padecen MFD
se detecta una alteracién de las vias de BH ruminal, con una inversién de la

ratio trans-11:trans-10 18:1 (Bauman y Griinari, 2001; Alves y Bessa, 2014).

Para tratar de explicar los factores implicados en el desarrollo de la
MFD inducida por la dieta han sido postuladas muchas teorias o hipdtesis
(Bauman y Griinari, 2001). Sin embargo, la mayoria de ellas no se ajusta a lo
que sucede cuando los pequefios rumiantes desarrollan este sindrome
(Davis y Brown, 1970; Bauman y Griinari, 2003). Asi, la MFD parece diferir
entre las tres especies de rumiantes previamente citadas (Dewanckele et al.,

2020).

Averiguar los factores responsables del sindrome de MFD es un reto
relevante, puesto que una disminucion de la grasa lactea podria reducir el
rendimiento quesero y la calidad de la leche, y por lo tanto la rentabilidad

para los ganaderos (Pulina y Bencini, 2004; Nudda et al., 2020).

3.1. TEORIAS QUE TRATAN DE EXPLICAR LA MFD

En el 2001, Bauman y Griinari clasificaron en dos categorias las teorias
existentes hasta ese momento para explicar la MFD: (1) teorias que atribuyen
la reducciéon de la grasa de la leche a una falta de precursores para la
lipogénesis en la glandula mamaria, y (2) teorias que la relacionan con la
inhibicién directa de uno o mas pasos de la lipogénesis mamaria. En la
primera categoria se incluyen la teoria del acetato y B-hidroxibutirato y la
del propionato. La teoria de la vitamina Bi2 / metilmalonato forma parte de
la segunda categoria y, junto con las anteriores, constituye las consideradas

como teorias iniciales. Ademads, los mismos autores postularon la teoria de
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la biohidrogenacion, que sigue siendo la mas aceptada de las que han sido

propuestas.

3.1.1. Teorias iniciales

La primera informacion disponible sobre el sindrome de baja grasa en
la leche se remonta al 1845 (citado por Bauman y Griinari, 2001), cuando el
quimico francés Jean Boussingault describié una reduccion en el contenido
de grasa de la leche en vacas alimentadas con remolacha azucarera (Bauman
y Griinari, 2001). La hipétesis de Boussingault para explicar esta observacion
se basaba en el bajo contenido de grasa de la dieta, lo que se traducia en una
falta de precursores para la sintesis de AG en la glandula mamaria. Sin
embargo, otros estudios demostraron que el sindrome también se producia
con elevadas concentraciones de lipidos en la dieta (Sebelien, 1894; citado

por Bauman y Griinari, 2001).

Con los anos, se fueron identificando las circunstancias en las que se
producia una reduccion en el contenido de grasa lactea. Brevemente,
algunas de las que se relacionaban con la dieta incluian la suplementacion
con aceite de higado de bacalao (Goldin et al., 1926; citado por Bauman y
Griinari, 2001) y aceites vegetales (Williams et al., 1939; citado por Bauman
y Griinari, 2001), asi como raciones poco equilibradas por su bajo contenido

de fibra (Powell, 1939; citado por Bauman y Griinari, 2001).

Otros estudios plantearon como posible responsable del desarrollo de
la MFD una baja relacion acetato:propionato en el rumen, situacion que tiene
lugar al utilizar niveles elevados de concentrado en las dietas de los
rumiantes. El acetato es la principal fuente para la sintesis de novo de los AG
en glandula mamaria, por lo que es 16gico pensar que una disminucion de

su contenido puede influir sobre la concentracién y produccién de la grasa
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de la leche. Sin embargo, las infusiones de acetato en vacas, llevadas a cabo
por Davis y Brown (1970), no indujeron ninguna mejora en la sintesis de
grasa lactea, por lo que en aquel momento se descartd este factor como
posible determinante de la MFD (Bauman y Griinari, 2001). En los tltimos
anos se ha vuelto a investigar sobre el papel del acetato en la MFD (Urrutia
y Harvatine, 2017a; Matamoros et al., 2022). Asi, ensayos realizados en
bovino y caprino (in vitro e in vivo) han mostrado reducciones en las
concentraciones de acetato ruminal y en la relacion acetato:propionato con
el uso de lipidos marinos (AbuGhazaleh y Ishlak, 2014; Zhu et al., 2016). Por
su parte, Urrutia y Harvatine (2017b) mostraron que, al suplementar vacas
lecheras con acetato, la sintesis de grasa lactea aumentaba debido a un
incremento en las concentraciones de los AG de C16 y en menor medida de
los <C16. En este estudio, entre los posibles mecanismos que podrian
explicar tal incremento, los autores plantearon: 1) una mayor disponibilidad
de acetato para la absorcion mamaria y, con ello, para la sintesis de grasa, 2)
una mayor produccion de -hidroxibutirato en las células epiteliales del
rumen (este compuesto acttia como fuente de carbono para el inicio de la
lipogénesis mamaria) y 3) cambios en el metabolismo a través de receptores
sensores de nutrientes (receptores acoplados a proteinas G) que son
ligandos para los AG de <C16. También en un estudio llevado a cabo en
ovejas lecheras con MFD inducida por la suplementacion con aceite de
pescado (Frutos et al., 2018), se observaron menores concentraciones de
acetato en el liquido ruminal de las ovejas que mostraban una MFD mas

acusada en comparacidn con las que mostraban una MFD mas leve.

Sin embargo, aunque otros estudios en los que se ha realizado una
suplementacion con acetato demuestran un papel relevante del mismo en la

sintesis de la grasa de la leche, las teorias sobre la falta de acetato para tratar
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de explicar la MFD no explican bien los cambios que tienen lugar durante
este sindrome, por lo que han de estar implicados otros factores mas

relevantes.

Entre las denominadas teorias iniciales, también se especuld sobre el
papel de otro acido graso volatil en la MFD: el propionato. Segtin se recoge
en la revisién bibliografica de Bauman y Griinari (2001), se planted que
elevadas concentraciones de propionato podrian inducir un aumento de los
niveles plasmaticos de glucosa, lo que aumentaria a su vez la concentracién
de insulina. Esta hormona favorece el depdsito de los AG en el tejido
adiposo, con una consecuente disminucion de su movilizaciéon (Vallance y
McClymont, 1959; citado por Bauman y Griinari, 2001). La insulina influye
en la tasa de lipogénesis y lipolisis en otros tejidos de los rumiantes y reduce
la disponibilidad de nutrientes para la glandula mamaria (Bauman y
Griinari, 2003). Sin embargo, tras diversos estudios realizados con el
objetivo de relacionar el aumento de insulina con la MFD (Davis y Brown,
1970; McGuire et al., 1995; Bauman y Griinari, 2001), se observd que las
alteraciones inducidas por los cambios en la insulina se explicaban
principalmente por cambios en el balance energético, siendo distintos a las
variaciones observadas durante la MFD (Griinari et al., 1997; Mackle et al.,

1999; Corl et al., 2006). Por ello, esta hipotesis fue descartada.

Otra teoria formulada para explicar la MFD fue la de la vitamina B12/
metilmalonato. La vitamina Bi2 es un componente esencial de la enzima
metilmalonil CoA mutasa; de hecho, desempefia un papel importante en el
metabolismo del propionato (Bauman y Griinari, 2001). Las bases de esta
tercera teoria apuntan a la disminuciéon de la produccién ruminal de
vitamina Bz y un incremento de la produccién de propionato, lo que

provocaria una acumulacion de metilmalonato en el higado. En condiciones
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normales, el propionato se metaboliza por una via que implica: 1) la
conversion en propionil-CoA, 2) la carboxilacion en metilmalonil-CoA y 3)
la conversién del metilmalonil-CoA en succinil-CoA (Wood et al., 1964). La
metilmalonil-CoA isomerasa, que es la enzima responsable de la dltima
conversion, requiere vitamina Biz como cofactor, por lo que el aporte
inadecuado de esta vitamina cuando existe un aumento del propionato
causaria a su vez una inhibicion de las enzimas implicadas en la sintesis de
novo de AG (Frobish y Davis, 1977). También en este caso se realizaron
distintos estudios para confirmar o descartar la hipdtesis planteada. Por
ejemplo, el trabajo de Walker et al. (1972) apoyaba esta teoria, puesto que el
tipo de dieta suministrada a las vacas lecheras alteraba tanto la
concentracion de vitamina Biz como la produccion de grasa lactea. Sin
embargo, los resultados obtenidos en los experimentos de Elliot et al. (1979)
y Croom et al. (1981), al suplementar con vitamina B2 para aliviar la
reduccion de la grasa lactea, no fueron los esperados. Por ello, se concluyo

que esta teoria tampoco explicaria la MFD.

3.1.2. Teoria de la biohidrogenacion

La teoria de la biohidrogenacién se fundamenta a su vez en otra

anterior, la de los AG trans, propuesta por Davis y Brown (1970).

La teoria de los AG trans se basaba en la hipotesis de que la disminucion de
la sintesis mamaria de AG durante la MFD se produce por una acumulacién
de isdmeros trans 18:1 producidos en el rumen debido a la BH ruminal
incompleta de los AG de la dieta. En este sentido, numerosas investigaciones
han relacionado directamente los aumentos del contenido de algunos trans
18:1 en la grasa de la leche con el desarrollo de la MFD inducida por la dieta.

Sin embargo, el aumento general de los isdmeros trans 18:1 como causa de
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la MFD presentaba ciertas incoherencias. Asi, Griinari et al. (1998)
demostraron que no todos los AG trans 18:1 ejercen un efecto antilipogénico
a nivel mamario. Un ejemplo es el trans-11 18:1, un intermediario de las vias
de BH del acido linoleico y linolénico, precursor del acido ruménico en la
glandula mamaria (Shingfield et al., 2007; Hervas et al., 2020). Por otro lado,
del trans-10 18:1, producido también durante la BH ruminal del LA, LNA y
OA, existe controversia sobre sus efectos, puesto que algunos estudios lo
han propuesto como AG antilipogénico (Kadegowda et al., 2009) y otros no
observaron ningun efecto sobre la sintesis de grasa de la leche (Lock et al.,
2007). Ademas, estudios realizados en ovejas lecheras confirmaron que este
AG puede alcanzar niveles muy elevados en la leche tanto en ausencia de
MEFD (por ejemplo, al suplementar con aceites vegetales; Gomez-Cortés et
al., 2008) como en presencia de MFD inducida por el consumo de lipidos
marinos (Bichi et al., 2013). Por ello, el trans-10 18:1, no podria explicar la
MED por si solo (Griinari et al., 1999; Baumgard et al., 2000). Debido a este
tipo de inconsistencias, la teoria de los AG trans fue descartada, aunque al
mismo tiempo sentd las bases para la teoria de la BH, que hoy en dia es la

mas aceptada entre las teorias que tratan de explicar la MFD.

La teoria de la BH propone que, en determinadas condiciones
alimentarias, las vias de la BH ruminal sufren alteraciones que dan lugar a
la produccion de metabolitos intermedios con un potente efecto
antilipogénico sobre la sintesis de grasa lactea (Bauman y Griinari, 2003;

Harvatine et al., 2009b).

Las investigaciones llevadas a cabo en el vacuno demostraron que el
aumento del trans-10,cis-12 CLA, tanto en el rumen como en la leche, se
relaciona con la MFD inducida por la dieta (Harvatine et al., 2009a; Rico y

Harvatine, 2013; Toral et al., 2016a). Aunque esta asociacion no implica
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necesariamente causalidad, otros estudios han confirmado un papel
inhibidor del trans-10,cis-12 CLA en la sintesis de grasa lactea, mediante su
infusion postruminal, por ejemplo, con un efecto dosis dependiente
(Baumgard et al., 2002). Por ello, el papel de este isomero del CLA en la MFD
ha sido objeto de numerosas investigaciones, que confirman su potente
efecto inhibidor de la sintesis de la grasa de la leche también en ovejas y
cabras (Lock et al., 2006, 2008; Hussein et al., 2013; Zhang et al., 2018). Esta
inhibicion parece explicarse por una reduccion de la expresion de los genes
implicados en la sintesis mamaria de AG de novo (Baumgard et al., 2002;

Hussein et al., 2013).

Sin embargo, en la MFD inducida por los lipidos marinos no suele
observarse ningin cambio en la concentracion de este isdémero del CLA, o
los cambios son menores (Kairenius et al., 2015; Toral et al., 2015; Fougere et
al., 2018). Dewanckele et al. (2020) evaluaron los efectos del trans-10,cis-12
CLA sobre la grasa de la leche en 23 estudios en los que se suplementd con
lipidos marinos y mostraron que la proporcion de trans-10,cis-12 CLA en la
leche solo explicaria entre el 27 y 29% de la variacion en el contenido y
produccion de grasa lactea, lo que hace especular que otros metabolitos
intermedios de la BH también podrian ejercer efectos antilipogénicos, o que
otros factores y mecanismos estan implicados a su vez en la regulacion de la

sintesis de grasa lactea.

Otro metabolito de la BH con presunto efecto antilipogénico es el
trans-1018:1, del que se ha hablado anteriormente (Bauman y Griinari, 2001).
Esta especulacion surge en parte de la asociacion ente los aumentos del
trans-10 18:1 en la leche y la MFD en vacas (Shingfield y Griinari, 2007).
Ademas, el efecto antilipogénico del trans-10 18:1 parecia respaldado por un

efecto inhibitorio de la expresion génica de FASN, SCD y SREBF1 en las
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células epiteliales mamarias en un estudio in vitro (Kadegowda et al., 2009).
Sin embargo, infusiones abomasales con trans-10 18:1 puro no disminuyeron
la sintesis de grasa en vacas (Lock et al., 2007), por lo que su efecto

antilipogénico no pudo ser confirmado.

Toral et al. (2020a) llevaron a cabo un metanalisis con ovejas con ovejas
cony sin MFD. En este estudio, el trans-10 18:1 fue asociado con reducciones
en la concentracion y produccion de los AG <C16, pero solo una parte de los
casos se traducia en MFD. Asi, en las ovejas que no padecian MFD, la menor
secrecion de AG <C16 parecia contrarrestada por incrementos de los AG

>C16.

El papel del cis-10,trans-12 18:2, otro posible candidato a estar
implicado en el desarrollo de la MFD, se fundament¢ inicialmente en la
menor deposicion de grasa en ratones a los que se suministré una mezcla de
isomeros del CLA, constituida mayormente por el cis-10,trans-12 18:2 y el
trans-11,cis-13 CLA (Park y Pariza, 2001), y en la similitud de su estructura
con la del trans-10,cis-12 CLA. Posteriormente, Seebg et al. (2005) llevaron a
cabo un estudio en vacas lecheras con infusiones abomasales de isémeros
del CLA (una mezcla de cis-10,trans-12 18:2 y trans-10,cis-12 CLA, o este
ultimo de forma aislada) y observaron una reduccion en el contenido de
grasa de la leche similar en ambos casos, lo que seria atribuible a un efecto
antilipogénico del cis-10,trans-12 18:2. Sin embargo, la presencia natural de
cis-10,trans-12 18:2 en la leche es tan baja que, en la mayor parte de estudios,
no se llega a cuantificar ni siquiera en condiciones de MFD, por lo que, en
principio, no parece ser uno de los principales responsables de la misma

(Dewanckele et al., 2020).

Otro isémero del CLA al que se le ha atribuido un papel en la MFD es

el trans-9,cis-11 CLA. Perfield et al. (2007) infundieron por via abomasal este
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isomero, lo que result6 en una reduccion tanto del contenido de grasa lactea
como de su produccion, aunque menor del observado normalmente durante
la MFD inducida por la dieta. Ademas, las concentraciones de trans-9,cis-11
CLA cuantificadas en la leche en este estudio fueron mucho mayores que las
que han sido descritas por cambios en la dieta (Dewanckele et al., 2020), por
lo que esta MFD no se podria atribuir de forma unica a su efecto

antilipogénico.

Por ultimo, y a causa de la presencia del enlace trans-10 en su
estructura, también el trans-8,trans-10 18:2 y el trans-10,cis-15 18:2 se han
propuesto como posibles candidatos antilipogénicos. Asi, Ventto et al.
(2017) especularon que, en vacas lecheras, los aumentos en las
concentraciones omasales del trans-8,trans-10 18:2 podrian estar
relacionados con el desarrollo de la MFD. Sin embargo, debido a sus bajas
concentraciones en la leche, su papel ha sido cuestionado (Conte et al., 2018;
Dewanckele et al., 2020). En el caso del trans-10,cis-15 18:2, algunos estudios
han destacado los grandes aumentos en su concentracion durante la MFD
inducida por la dieta (Ventto et al., 2017; Leskinen et al., 2019). Sin embargo,
en el estudio de Vahmani et al. (2016) este AG no demostrd efectos

antilipogénicos en cultivo in vitro de adipocitos de vacuno.

3.1.3. Otras teorias

Aunque la teoria de la BH ha sentado las bases para explicar la MFD
inducida por la dieta, no puede explicar ni todos los cambios que tienen
lugar cuando la funcion ruminal esta alterada ni, lo que es mas importante,
todos los tipos de MFD descritos. Asi, se ha propuesto una extension de la
teoria de la BH para intentar explicar algunos casos de MFD inducida por la

dieta que no se ajustaban a lo previsto. En ella, Shingfield y Griinari (2007)
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plantearon que la regulacion de la fluidez de la grasa de la leche para
mantenerla dentro de limites fisiologicos podria explicar la MFD inducida
por los lipidos marinos. Este mecanismo estaria mediado por cambios en la
disponibilidad de los AG preformados para la captacion por la glandula

mamaria.

En condiciones normales, una parte del 18:0, que presenta un punto
de fusion de 69°C, se desatura a cis-9 18:1, cuyo punto de fusién es de 14°C,
garantizando asi la secrecion del gldébulo de grasa (Shingfield et al., 2006;
Toral et al., 2016b). Cuando la dieta de los rumiantes se suplementa con
lipidos ricos en EPA y DHA se observa una inhibicion de la saturacion de
los trans 18:1 a 18:0 (Loor y Herbein, 2003; Loor et al., 2005; Shingfield et al.,
2006), lo que resulta en una reduccion del 18:0 y un aumento de los trans
18:1, cuyo punto de fusion es también bastante alto (e. g., el del trans-10 18:1

es 53°C; Gunstone, 2004; Toral et al., 2016b).

Por todo ello, estos cambios podrian suponer un reto para la
capacidad de la glandula mamaria de mantener el punto de fusién de la
grasa lactea por debajo de la temperatura corporal (Timmen y Patton, 1988).
Si esto no se consigue, se perjudicaria la fluidez de la grasa de la leche y su

secrecion (Shingfield y Griinari, 2007).

A este respecto, Toral et al. (2016b) estudiaron si la suplementacion
con 18:0 podia aliviar la MFD en las ovejas lecheras que recibian aceite de
pescado. Los resultados indicaron que las ovejas cuya dieta se suplementaba
con aceite de pescado solo o en combinaciéon con 18:0 mostraron una
reduccidn de la grasa de la leche similar. El hecho de que la inclusion de 18:0
en la dieta no resultara eficaz para aliviar el sindrome cuestiond la hipdtesis
de la fluidez de la grasa de la leche. Asi, parece razonable sospechar que

otros mecanismos deben estar contribuyendo al desarrollo de la MFD
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inducida por los lipidos marinos, probablemente a través de la formacion
de metabolitos intermedios antilipogénicos (Bauman y Griinari, 2001;

Shingfield y Griinari, 2007).

En la revision exhaustiva de Dewanckele et al. (2020) se indican los
estudios llevados a cabo en vacas, ovejas y cabras en los que se ha sugerido
o especulado una relacion entre la MFD inducida por los lipidos marinos y
el cis-9 16:1, cis-11 18:1, 10-0x0-18:0 y los PUFA n-3 de cadena muy larga, a
partir de su aumento tanto en el liquido ruminal como en la leche (Kairenius
et al., 2015; Carreno et al., 2016; Ventto et al., 2017; Leskinen et al., 2019). La
presencia del cis-9 16:1 en la leche puede resultar de la desaturacion del 16:0,
por la accion de la A’-desaturasa, o de su absorcion a partir de la dieta, sobre
todo con la suplementacion de lipidos marinos (Duckett et al., 2014). Por su
parte, el cis-11 18:1 procede, entre otros, de la elongacion del cis-9 16:1 (Burns
et al., 2012). En los estudios de Frutos et al. (2017, 2018), las ovejas con una
MFD mas acusada presentaban concentraciones elevadas de ambos AG, por
lo que se especuld sobre su posible papel en la MFD inducida por lipidos
marinos. Por su parte, Toral et al. (2015) describieron un aumento del cis-9
16:1 en cabras y vacas suplementadas con aceite de pescado, siendo el
aumento mucho mayor en las vacas. Asimismo, observaron aumentos en
ambas especies en las concentraciones del trans-10 18:1, cis-11 18:1 y de los

PUFA C20y C22 con un doble enlace trans-10.

Se ha demostrado que el cis-9 16:1 reduce el tamafio de los adipocitos
intramusculares y el contenido de lipidos en el tejido muscular de las ovejas
(Duckett et al., 2014). Respecto a los posibles efectos bioldgicos del cis-11
18:1, Shingfield y Griinari (2007) observaron que la infusién postruminal de
cis-11 18:1 aumento su concentracion en la leche de vacas sin cambios en la

produccién de grasa. Sin embargo, un estudio in vitro posterior mostré que
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este AG inhibia la lipogénesis y la expresion del gen FASN en adipocitos
bovinos (Burns et al., 2012). Por todo ello, cabe esperar que estos AG (cis-9
16:1y cis-11 18:1) jueguen un papel en el desarrollo de la MFD inducida por
lipidos marinos, pero es dificil determinar si su efecto es independiente o si
acttian en combinacion con los PUFA de cadena muy larga u otros AG con

cardcter antilipogénico.

Respecto a los PUFA n-3 de cadena muy larga (aquellos que tienen 20
0 mas atomos de carbono y mds de dos enlaces dobles), el aceite de pescado
es una fuente lipidica rica en EPA y DHA, mientras que las microalgas
marinas presentan elevadas concentraciones sobre todo de DHA (Nudda et
al., 2020), pero no existen muchos estudios que permitan atribuirles una
inhibicion directa de la sintesis de grasa lactea. Entre ellos, Kadegowda et
al. (2008) observaron que el 20:5n-3 reduce la abundancia de genes
implicados en la lipogénesis mamaria, como SREBF1, SCAP, INSIG1, y LPL,
en células epiteliales mamarias bovinas in vitro. Ademas, aunque no se han
establecido con exactitud las vias de biohidrogenacion del EPA y DHA, es
necesario considerar que, tanto en vacas como en ovejas, su metabolismo
ruminal estd asociado con la aparicién de muchos intermediarios de 20 y 22
carbonos, de los que se desconoce su actividad bioldgica (Escobar et al., 2016;

Jeyanathan et al., 2016; Aldai et al., 2018).

Otro grupo de AG sobre el que se ha especulado que pueda tener un
papel en la MFD, es el de los AG oxo. Como demostraron (Jenkins et al.,
2006) y, mas recientemente, Toral et al. (2018b), estos AG resultan de una via
metabdlica paralela a la BH, que involucra mecanismos de hidratacion y
oxidacién de los AG de la dieta (Hudson et al., 2000). Sin embargo, es
necesario sefialar que no siempre hay aumento en las concentraciones de

estos AG en la MFD. Por ejemplo, en los animales que reciben dietas ricas
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en concentrado y aceites vegetales, el contenido de estos AG no aumenta
(Toral et al., 2016b). En cambio, parece haber una relacién positiva entre las
concentraciones de 10-oxo-18:0 en la leche y la MFD inducida por los lipidos
marinos en vacas, cabras y ovejas (Bernard et al., 2015; Kairenius et al., 2015;
Carreno et al., 2016). Por ello, resulta dificil establecer una relacion causa-

efecto y su implicacion en la MFD.

A partir de todo lo anterior, parece que ni el cambio de trans-11 a trans-
10, ni el aumento de algunos metabolitos de la BH, ni los otros mecanismos
anteriormente citados, podrian explicar por si mismos la MFD inducida por
los lipidos marinos en pequefios rumiantes. Por lo tanto, todo apunta a que
este tipo de MFD es un sindrome complejo que no se ajusta inicamente a
una hipotesis o teoria y tendria un caracter multifactorial (Dewanckele et al.,

2020; Toral et al., 2020a).

3.2. COMPARACION INTERESPECIFICA

Los cambios que tienen lugar en la concentracion y produccion de la
grasa de la leche dependen de muchos factores, como el potencial genético
del animal, su balance energético y fase de lactacion, ritmos circadianos y
gestion de la alimentacion (Chilliard et al.,, 2001; Toral et al.,, 2018c;
Dewanckele et al.,, 2020). Tal y como se menciond anteriormente, se ha
demostrado que ciertas estrategias nutricionales, como el uso de dietas con
un elevado contenido de carbohidratos rdpidamente fermentables y bajas en
forraje o fibra efectiva, asi como la suplementacion con lipidos insaturados,

parecen tener un papel relevante en el desarrollo de la MFD.

En el caso del vacuno, cuando la dieta tiene estas caracteristicas, se
observan con frecuencia reducciones en la concentracién y produccion de

grasa de la leche (Bauman y Griinari, 2003; Dewanckele et al., 2020).
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Concretamente, se ha descrito una disminucion en las proporciones de los
AG de cadena corta y media (<C16 y C16), acompaniada de aumentos en las
concentraciones de algunos isdmeros 18:1 y 18:2 procedentes de la BH, como
el trans-10,cis-12 CLA y trans-10 18:1; la concentracion de los AG totales de
cadena larga (>C16) suele aumentar, pero en algunos casos no cambia (Rico

y Harvatine, 2013; Toral et al., 2015; Dewanckele et al., 2020).

Baumgard et al. (2002) demostraron que infusiones abomasales del
isdmero trans-10,cis-12 CLA reducian el contenido y produccién de grasa
lactea, a la vez que aumentaba la concentracion de este isomero del CLA en
la leche. Ademas, vieron una reduccion del contenido de AG de 4:0a 16:0y
de la expresion de los genes que codifican para las enzimas implicadas en la
sintesis de novo y la desaturacién de AG y en la sintesis de triglicéridos en la

glandula mamaria.

En pequenos rumiantes, las dietas con un elevado contenido de
carbohidratos radpidamente fermentables con o sin suplementacion con
aceites vegetales pueden inhibir la sintesis mamaria de AG de novo, pero
raramente reducen la sintesis de grasa total de la leche (Toral et al., 2010a;
Bernard et al., 2015; Shi et al., 2015). Ademas, tras comparar indirectamente
las concentraciones de la leche del trans-10,cis-12 CLA en las ovejas, cabras
y vacas, los aumentos en las dos primeras especies son menos marcados que
en el vacuno (Hervas et al., 2008; Harvatine et al., 2009a; Bernard et al., 2012).
Asimismo, el cambio en las vias de la BH de trans-11 a trans-10 al
suplementar con aceites vegetales en ovejas y cabras no parece ser tan
acusado como en las vacas, en las que se llega con frecuencia a inversiones

de la ratio trans-11:trans-10 18:1 (Toral et al., 2010a; Fougere et al., 2018).

Como sugirieron Toral et al. (2020a), el desarrollo de MFD en las

ovejas que reciben aceites vegetales o dietas ricas en almidon podria estar
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contrarrestado por los incrementos en la captacion por la glandula mamaria
de AG preformados, lo que compensaria la inhibicion de la sintesis de AG
de novo. Esto parece aplicarse también a las cabras (Shingfield et al., 2010;

Martin et al., 2021).

Sin embargo, tanto cabras como ovejas experimentan reducciones en
la concentracion y produccion de grasa de la leche cuando sus dietas se
suplementan con aceite de pescado o microalgas marinas para tratar de
mejorar el perfil de AG de su leche (Kitessa et al., 2001; Bichi et al., 2013;
Fougere et al., 2018). De la misma manera, también en vacuno se ha descrito

MED al suplementar la racién con lipidos marinos (Boeckaert et al., 2008).

Aunque la respuesta ala MFD inducida por los lipidos marinos puede
parecer similar en las tres especies de rumiantes, existen algunas diferencias.
Por ejemplo, en las primeras comparaciones indirectas entre cabras y vacas,
las cabras no parecian mostrar MFD al suplementar con aceite de pescado
con dosis similares a las que causan este sindrome en las vacas (Gagliostro
et al., 2006; Gama et al.,, 2008; Toral et al., 2014). Sin embargo, en una
comparacion directa posterior entre estas dos especies, las cabras mostraron
una reduccion similar a las vacas en el contenido de grasa de la leche (Toral
et al., 2015). En este estudio se sugiere que las diferencias entre cabras y
vacas en las comparaciones indirectas previas podria estar relacionada con
el nivel de enriquecimiento del 20:5n-3 y 22:6n-3 en los distintos aceites de
pescado. Aun asi, Bernard et al. (2018) han propuesto que, en términos de
reduccion de la grasa lactea, las vacas son las mas sensibles, seguidas por las
ovejas y, por ultimo, por las cabras, que serian las mas resistentes al
sindrome MFD inducido por lipidos marinos (Bernard et al., 2013b; Toral et

al., 2015; Frutos et al., 2017).
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Respecto a los cambios del perfil de AG al suplementar con lipidos
marinos, se observa un patron general similar al comparar indirectamente
las tres especies, con una inhibicion potente del ultimo paso de la BH
ruminal (Kitessa et al., 2001; Boeckaert et al., 2007; Frutos et al., 2018), lo que
resulta en un aumento de las proporciones de los isémeros trans 18:1 en la

leche (Shingfield et al., 2012; Dewanckele et al., 2020).

Centrandose en cambios mas especificos en el perfil de AG de la leche,
en las ovejas, la suplementacion con lipidos marinos aumenta
consistentemente las concentraciones de AG potencialmente saludables,
como el cis-9,trans-11 CLA, trans-11 18:1, 20:5n-3 y 22:6n-3, ademas de otros
AG como el cis-9 16:1, trans-10 y cis-11 18:1 y 10-ox0-18:0 (Toral et al., 2010a;
Carrefio et al.,, 2016; Frutos et al., 2017). También las cabras y vacas muestran
aumentos del cis-9,trans-11 CLA y trans-11 18:1 (Toral et al., 2015). Sin
embargo, en la comparacion de ambas especies, se registr6 un aumento
mucho mayor del cis-9 16:1, trans-10 y cis-11 18:1 y 10-0x0-18:0 en la leche de
las vacas que en la de las cabras, tras la suplementacion con aceite de

pescado, pero inferior en el caso del 20:5n-3 (Toral et al., 2015).

En la suplementacién con algas marinas se han observado aumentos
significativos en los PUFA de larga cadena, como 20:5n-3, 22:5n-3 y 22:6n-3,
en la leche de vacas, ovejas y cabras (Bichi et al., 2013; Fougere y Bernard,
2019). De igual forma, en las tres especies de rumiantes se han obtenido
disminuciones en las concentraciones del 18:0 y cis-9 18:1 y aumentos de los
trans 18:1 en la leche (Toral et al., 2015, 2018¢; Fougere et al., 2018). Respecto
a los cambios descritos a nivel ruminal, se ha detectado una reduccién
general de los AG saturados y un aumento de los AG mono y polinsaturados
en las tres especies (Boeckaert et al., 2008; Bernard et al., 2015; Kairenius et

al.,, 2015; Toral et al., 2016a). Un estudio in vitro con vacas y ovejas sefiald
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que la suplementacion con lipidos marinos fue eficaz en ambas especies a la
hora de inhibir la saturacion del trans-11 18:1 a 18:0 (Toral et al., 2017), siendo

esta inhibicion mas potente en cabras que en vacas (Toral et al., 2016a).

Los efectos del aceite de pescado o las microalgas marinas sobre la
expresion génica en la glandula mamaria se comenzaron a estudiar en vacas
lecheras, en las que se observo una reduccion de la expresion de SCD1,
FASN, ACACA, LPL y SREBF1, entre otros (Ahnadi et al., 2002; Angulo et
al., 2012; Vahmani et al., 2014). En las ovejas lecheras también se vio que la
suplementacion con aceite de pescado tendia a reducir la abundancia de
mRNA de genes lipogénicos, como ACSS2, FASN, LPIN1, FADS2 e INSIGI.
Los pocos estudios disponibles en cabras sugieren una mayor estabilidad en
la abundancia del mRNA en respuesta al uso de lipidos marinos (e. g.,

Bernard et al., 2017; Fougere y Bernard, 2019).

Por dultimo, cabe destacar que, tal y como se ha demostrado
especialmente en vacas y ovejas, la respuesta ala MFD inducida por la dieta
varia notablemente entre individuos, con animales que muestran una MFD
de mucha mayor amplitud que otros cuando estdn sometidos a las mismas

condiciones de alimentacion (Weimer, 2015; Frutos et al., 2017, 2018).
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INDIVIDUAL DIFFERENCES IN RESPONSIVENESS TO
DIET-INDUCED MILK FAT DEPRESSION IN DAIRY
SHEEP AND GOATS

A. Della Badia, G. Hervas, P. G. Toral, and P. Frutos

Abstract. Both sheep and goats can display very different individual degrees of milk
fat depression (MFD), which might explain some apparent contradictions in the
literature. Because the antilipogenic effect of certain fatty acids (FA) is the most
likely origin of MFD, characterizing the milk FA profile of animals showing
different degrees of MFD seems a helpful step to understand the physiological basis
of the tolerance or susceptibility to the syndrome. Analyzing whether specific traits
may predetermine a particular responsiveness would also be of relevance to meet
this aim. However, information about these aspects is scant, not only in goats and
sheep but in ruminants in general. This study was conducted with 25 Murciano-
Granadina does and 23 Assaf ewes that were fed a total mixed ration without lipid
supplementation, for 3 weeks (Control period). Then, all animals received the same
basal diet supplemented with 2% of fish oil (FO) for 5 additional weeks (MFD
period). At the end of this second period, and on the basis of the extent of FO-
induced decreases in milk fat concentration, the 5 most responsive (RESPON+) and
the 5 least responsive (RESPON-) animals were selected within each species, 20 in
total. Milk yield and composition, including a comprehensive FA profile, were
examined at the end of each period. By design, between-group variation in milk fat
concentration and yield was substantial, but no significant interaction with the
effect of species was detected. Reductions in these two performance traits averaged
6% in RESPON- and 26% in RESPON+. Results do not allow suggesting that
responsiveness to MFD would be clearly predetermined neither by the studied
performance traits nor by milk FA profile, although a certain relationship with
energy balance might exist. Furthermore, variations in ewes and does displaying
different individual degrees of MFD may be associated with changes in certain
candidate milk fat inhibitors, such as trans-10 18:1 and cis-9 16:1, whereas trans-
10,cis-12 CLA would only have a minor role in determining MFD severity.
Alterations in the molar yield of de novo and preformed FA suggest relevant
differences in the mechanisms underlying MFD in RESPON+ and RESPON-, with
inter-species effects being only observed in more tolerant animals. Further research

is still required to elucidate key determinants of responsiveness to MFD.

Key words: caprine, fatty acid, fish oil, ovine, performance
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SUSCEPTIBILITY TO MILK FAT DEPRESSION IN DAIRY
SHEEP AND GOATS: INDIVIDUAL VARIATION IN RUMINAL
FERMENTATION AND BIOHYDROGENATION

A. Della Badia, P. Frutos, P. G. Toral, and G. Hervas

Abstract. Small ruminants are susceptible to milk fat depression (MFD) induced by
marine lipid supplementation. However, as observed in dairy cows, there is wide
individual variation in the response to MFD-inducing diets, which may be due to
individual differences in ruminal processes. Therefore, we compared the ruminal
responses of goats and sheep with varying degrees of MFD extent to improve our
understanding of this complex syndrome. Our specific aims were to attempt to
elucidate whether pre-existing variations in ruminal fermentation and
biohydrogenation determine a higher tolerance or susceptibility to MFD, and
whether the severity of MFD depends exclusively on the response to the diet. The
trial was conducted with 25 does and 23 ewes fed a basal diet without lipid
supplementation for 3 weeks (Control period). Then, 2% fish oil (FO) was added to
the same diet for 5 additional weeks (MFD period). Based on the extent of the
elicited MFD (i.e.,, the percentage variation between milk fat concentrations
recorded at the end of the Control and MFD periods), the 5 most responsive
(RESPON+) and the 5 least responsive (RESPON-) animals were selected within
each species. On the last day of each period, ruminal fluid samples were collected
to examine fermentation parameters and fatty acid profiles. In general, the
individual degree of MFD in sheep and goats did not seem to be predetermined by
traits related to ruminal fermentation and biohydrogenation, including fatty acids
that may serve as biomarkers of microorganisms. Regarding differences in the
response to FO, the results suggest no link between MFD susceptibility and
concentration of biohydrogenation intermediates such as trans-10-containing C18,
C20, and C22 metabolites. The explanation for individual responses based on a
shortage of ruminal acetate and 18:0 for mammary uptake also seems to be
dismissed, based on the lack of variation in these compounds between RESPON+
and RESPON-. However, the concentration of unsaturated fatty acids provided by
FO (e.g., cis-9 16:1, cis-11 18:1 and 20:5n-3) was higher in the rumen of RESPON+
than RESPON-ewes and does. Thus, although further research is needed, the extent
of biohydrogenation of these fatty acids might be associated with tolerance or

susceptibility to MFD.
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ANALYSIS OF FACTORS PREDISPOSING DAIRY EWES TO
DIET-INDUCED MILK FAT DEPRESSION

Abstract. In sheep, diet-induced milk fat depression (MFD) results from ruminal
alterations when ewes are fed marine lipids to modulate their milk fatty acid profile.
However, there is little available information on the relationship between
characteristics existing before the consumption of MFD-inducing diets and
susceptibility to the syndrome. Understanding predisposing factors for this
condition may provide additional insight into MFD and allow better predictions of
its occurrence. Thus, a meta-analytical approach was used to identify traits that may
predetermine individual MFD extension in sheep. Initial data was collected from 10
trials in which 160 Assaf ewes were subsequently fed 16 diets including fish oil or
marine algae for 3 to 5 weeks. The decrease in milk fat concentration and yield was
calculated using 3 approaches: absolute change (final — initial), relative change as a
percent of pretrial value, and potential change relative to the maximal expected
MED (assuming a maximal decrease to 3% milk fat). Bivariate and multivariate
analyses were used to explore whether individual performance and milk FA profile
are related with subsequent MFD extent. According to bivariate analyses, there was
a linear relationship between initial milk fat concentration and the absolute (R? =
0.46; partial R? of 0.08), relative (R? = 0.39; partial R? of 0.06), and potential changes
in milk fat concentration during MFD (R2=0.17; partial R? = 0.03). Thus, when ewes
were fed marine lipids, the higher the initial milk fat content, the greater the extent
of MFD. This finding was supported by a second bivariate analysis (categorizing
ewes by initial milk fat concentration and yield) and multivariate analyses. A
weaker relationship may also exist between MFD intensity and pretrial milk yield
and protein concentration. In addition, MFD in more responsive ewes may be
related to rumen function alterations that increase milk concentrations of candidate
antilipogenic metabolites, such as trans-10 18:1, as suggested by bivariate and
multivariate analyzes. Although the role of milk FA as predisposing factors for
MED remained unclear, results from this meta-analysis suggest the involvement of
preformed FA uptake in the syndrome and warrant further investigation. Further
research would also be advisable to elucidate the physiological basis underlying the

greater susceptibility to MFD of ewes with higher milk fat concentration.
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Primera. Cuando la dieta de cabras y ovejas se suplementa con aceite de
pescado (para mejorar el perfil lipidico de su grasa lactea), la susceptibilidad
individual de los animales al sindrome de baja grasa en la leche (MFD)
parece estar relacionada con cambios en la concentracion en la leche de
ciertos AG con efecto potencialmente antilipogénico, tales como el trans-10
18:1y el cis-9 16:1, mientras que el trans-10,cis-12 CLA solo tendria un papel
secundario. Ademas, las variaciones en las producciones molares de los
acidos grasos sintetizados de novo (<C16) o preformados (>C16) sugieren
diferencias significativas en los mecanismos responsables del desarrollo de
la MFD en los animales que muestran una menor o mayor tolerancia, con

diferencias entre caprino y ovino solo en los individuos mas tolerantes.

Segunda. Teniendo en cuenta la similitud de las respuestas ruminales en
ambas especies de rumiantes (ovejas y cabras), la tolerancia o
susceptibilidad al sindrome de baja grasa en la leche parece depender
principalmente de diferencias individuales en el grado de biohidrogenacién
de ciertos 4cidos grasos insaturados potencialmente antilipogénicos (por
ejemplo, cis-9 16:1, cis-11 18:1, y 20:5n-3) proporcionados por el aceite de
pescado, aunque aun se desconoce la actividad biologica de estos acidos

grasos en rumiantes lecheros.

Tercera. Los resultados de los experimentos individuales no permiten
establecer una relacion clara entre la predisposicion a sufrir depresion de la
grasa lactea y los valores iniciales de los parametros de rendimiento
productivo, fermentacion y biohidrogenacion ruminal o perfil de acidos

grasos de la leche.
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Sin embargo, los resultados de un metanadlisis con ovejas lecheras
alimentadas con lipidos marinos sugieren que existe una relacion entre la
concentracion de grasa lactea previa al consumo de la dieta inductora de
MEFD y la magnitud de la depresidon: cuanto mayor sea el contenido inicial
de grasa en la leche, mayor serd la reduccion en la concentracion y
produccion de grasa lactea. También puede existir una relacion, aunque mas
débil, entre la intensidad del sindrome y tanto la produccion de leche como
la concentracion de proteina previas al consumo de la dieta que causa MFD.
Aunque el papel de los acidos grasos de la leche como factores
predeterminantes del desarrollo de la depresion de la grasa lactea sigue sin
estar claro, los resultados del metanalisis sugieren que el mecanismo de
captacion mamaria de los 4cidos grasos preformados (>C16) jugaria un

papel relevante.
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First. When the diet of goats and sheep is supplemented with fish oil (to
improve their milk fat profile), the individual susceptibility of the animals
to milk fat depression (MFD) seems to be related to changes in the milk
concentration of certain FA with a potential antilipogenic effect, such as
trans-10 18:1 and cis-9 16:1, while trans-10,cis-12 CLA would only play a
secondary role. Furthermore, variations in the molar yields of fatty acids
synthesised de novo (<C16) or preformed (>C16) suggest significant
differences in the mechanisms responsible for the development of MFD in
animals showing lower or higher tolerance, with differences between ovine

and caprine only in more tolerant individuals.

Second. Given the similarity of ruminal responses in both ruminant species
(sheep and goats), tolerance or susceptibility to milk fat depression may
depend on individual differences in the degree of biohydrogenation of some
potentially antilipogenic unsaturated fatty acids (e.g. cis-9 16:1, cis-11 18:1,
and 20:5n-3) provided by fish oil, although the biological activity of these

fatty acids in dairy ruminants is as yet uncertain.

Third. Results from individual trials do not allow to establish a clear
relationship between predisposition to suffer milk fat depression and initial
values of animal performance, ruminal fermentation and biohydrogenation
parameters, or milk fatty acid profile.

However, results from a meta-analysis conducted in dairy ewes fed marine
lipids suggest that there is a relationship between the milk fat concentration
before consumption of the MFD-inducing diet and the extent of the
syndrome: the higher the initial milk fat content, the greater the reduction

in milk fat concentration and yield. There may also be a relationship, albeit
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weaker, between the severity of the syndrome and both milk production
and protein concentration prior to the consumption of the MFD-inducing
diet.

Although the role of milk fatty acids as predetermining factors in the
development of milk fat depression remains unclear, the results of the meta-
analysis suggest that the mechanism of mammary uptake of preformed fatty

acids (>C16) may play a relevant role.
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