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INTRODUCCION
La investigacion sobre la inclusidon de lipidos marinos en la dieta de los rumiantes se ha
enfocado principalmente al estudio de su accién moduladora sobre el ultimo paso de la
biohidrogenacién ruminal (BH) de los acidos grasos (AG) (Or-Rashid et al., 2008; Toral et
al., 2010). En este caso, el objetivo final es aumentar el flujo de {11-18:1, que sirve como
sustrato para la sintesis mamaria de c9t11-CLA (Shingdfield et al., 2013; Frutos et al., 2014).
Sin embargo, algunos estudios sugieren que otras etapas o rutas de la BH de los AG de 18
carbonos podrian verse también afectadas (Kairenius et al., 2015; Toral et al., 2016).
Por otra parte, aunque son conocidas las variaciones en el metabolismo lipidico entre el
vacuno Yy los pequefos rumiantes, p. ej. en respuesta a la suplementacion con aceites
vegetales (Shingfield et al., 2013), estas diferencias no resultan tan claras cuando los
animales reciben lipidos marinos (Or-Rashid et al., 2008; Toral et al., 2010). Asi,
comparaciones indirectas sugieren que los efectos de los ultimos sobre el perfil de AG de la
leche y el contenido digestivo son similares en vacuno, ovino y caprino (Boeckaert et al.,
2008; Bichi et al., 2013; Toral et al., 2015). Por el contrario, la comparacion directa de vacas
y cabras suplementadas con aceite de pescado parece indicar una respuesta ruminal mas
acusada en el caprino (Toral et al., 2016), lo que apunta de nuevo a variaciones entre
especies. No parece existir ningun estudio similar en vacuno y ovino.
Por ello, este experimento se llevé a cabo para examinar el efecto de la adicién a la dieta de
acido docosahexaenoico (DHA o 22:6n-3; uno de los AG bioactivos mas abundantes en los
lipidos marinos) sobre la BH ruminal de los AG de 18 carbonos en vacas y ovejas.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se realizé in vitro mediante cultivos no renovados de microorganismos ruminales,
con un disefio factorial 2x2 (2 especies: vacuno y ovino, y 2 tratamientos: Control y DHA).
Como donantes del indculo se utilizaron dos vacas y dos ovejas provistas de canula ruminal,
que recibieron una dieta mixta completa basada en heno de alfalfa y un concentrado
(relaciéon F:C 50:50). La oferta se ajusté a sus necesidades energéticas de mantenimiento
para trabajar en condiciones similares en ambas especies. Pasados 15 dias de adaptacion,
y tras una noche de ayuno, se recogieron muestras de fluido ruminal de cada animal y se
mezclaron para dar lugar a un indculo por especie. La incubacion se hizo en tubos Hungate
(Carrefio et al., 2015) y como sustrato se us6 la misma dieta de los animales (10 mg/mL de
fluido ruminal tamponado). Todo el proceso se repitié 3 dias diferentes (=réplicas). La dosis
de DHA (2% materia seca) se afiadio disuelta en etanol justo antes de comenzar la
incubacion. En el Control se dosificd la cantidad de etanol pero sin el AG. La fermentacion
se detuvo a las 24 h y los tubos fueron congelados inmediatamente a -80°C y después
liofilizados para determinar el perfil lipidico mediante cromatografia de gases de los ésteres
metilicos de los AG y GC-MS de sus derivados 4,4-dimetiloxazolinicos (Toral et al., 2010).
Los resultados se analizaron mediante ANOVA utilizando el procedimiento MIXED del SAS
9.4 (SAS Inst. Inc., EE. UU.). El modelo incluyé los efectos fijos de la especie, el tratamiento
y su interaccion. La tanda de incubacion y el indculo anidado a la especie se incluyeron
como efectos aleatorios. Las medias se compararon con la opcion pdiff de la sentencia
Ismeans del procedimiento MIXED, incluyendo el ajuste de Bonferroni.

RESULTADOS Y DISCUSION
Como se muestra en la Tabla 1, el DHA inhibié la acumulacion de 18:0, producto final de la
BH de los AG de 18 C de forma similar en vacas y ovejas, pero el aumento de la
concentracion de t11-18:1, principal metabolito intermedio 18:1 en el contenido digestivo, fue
mayor en el vacuno (+76%) que en el ovino (+64%). Por el contrario, la suma de otros trans
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18:1 minoritarios, que mostraron un patrén de respuesta al tratamiento muy similar, se
incrementé de forma mas pronunciada en las ovejas. Esto sugiere mayores alteraciones en
las rutas de BH en esta especie e implicaria que, en las mismas condiciones de
alimentacion, la microbiota del rumen de los pequefios rumiantes podria ser mas sensible
que la del vacuno a los lipidos ricos en AG poliinsaturados n-3. Aunque a priori estos
resultados parezcan inesperados, coinciden con los observados en la comparacion de vacas
y cabras alimentadas con aceite de pescado (Toral et al., 2016) y podrian estar relacionados
con el sindrome de baja grasa en la leche en pequefios rumiantes que reciben lipidos
marinos (Toral et al., 2015, 2016). Es importante tener en cuenta que ovejas y cabras
apenas responden a otras estrategias nutricionales que provocan este sindrome en vacas
(p- €j., la suplementacion con aceites vegetales; Shingfield et al., 2013). Para apoyar la
implicacion de estos metabolitos, cabria destacar que algunos otros asociados previamente
con la depresién de la grasa (Kairenius et al., 2015; Toral et al., 2015) aumentaron de forma
similar en ambas especies, como es el caso del c11- y el t10-18:1 y, probablemente, el
t10c15-18:2 (que coeluye con el t11¢15-18:2 en nuestras condiciones cromatograficas).
Como se esperaba, la concentracion de t10c12-CLA, el uUnico AG con actividad
antilipogénica demostrada (Shingfield et al., 2013), no se vio afectada por el tratamiento.

Tabla 1. Efecto del DHA sobre la concentracion de los principales acidos grasos de 18
carbonos (g/100 g AG) tras 24 h de incubacién con inéculo ruminal de vacas y ovejas.

Vacas Ovejas P

Control DHA  Control DHA  eed' Sp T SpxT
18:0 53,22 32,68 55,80 37,47 2,174 0,054 <0,001 0,499
10-0x0-18:0 0,45 0,51 0,10 0,15 0,023 <0,001 0,009 0,797
13-0x0-18:0 0,66" 0,408 0,17 0,13° 0,035 0,001 <0,001 0,002
16-0x0-18:0 0,76* 0,53% 0,26° 0,23° 0,060 0,002 <0,001 <0,001
c9-18:1 1,90 3,06 1,87 2,70 0270 0,334 0,002 0,421
c11-18:1 0,36 0,61 0,25 0,50 0,048 0,098 0,001 0,962
% otros cis 18:12 0,42° 0,55% 0,44° 0,69° 0,032 0,060 0,001 0,061
£10-18:1 0,31° 0,96° 0,24° 1,03 0,060 0,960 <0,001 0,053
#11-18:1 536° 943" 3,93° 6,46% 0446 0,001 <0,001 0,042
¥ otros trans 18:1°  2,84° 4,638 2,67° 5,83* 0,234 0,073 <0,001 0,002
c7c12-18:2 0,004 0,010 0,003 0,015 0,0022 0,291 0,002 0,105
c9c12-18:2 1,32 0,80 1,12 0,84 0,128 0,409 0,002 0,234
c9t12-18:2 0,02 0,04 0,01 0,03 0,006 0,187 0,001 0,500
c9t13-18:2 0,06 0,10 0,04 0,08 0,008 0,029 <0,001 0,313
9c12-18:2 0,03 0,09 0,04 0,08 0,011 0,813 0,002 0,503
t11¢15-18:2* 0,16 0,63 0,10 0,40 0,070 0,026 <0,001 0,133
9t12-18:2 0,02° 0,08 0,02° 0,06 0,005 0,022 <0,001 0,026
19t14-18:2 0,01 0,02 0,01 0,02 0,003 0,152 0,010 0,285
t10t14-18:2 0,02 0,04 0,03 0,04 0,006 0,544 0,007 0,982
c9t11-CLA 0,13 0,14 0,11 0,11 0,014 0,148 0,755 0,441
c11t13-CLA 0,005 0,005 0,007 0,004 0,0012 0,478 0,254 0,296
t10c12-CLA 0,01 0,02 0,03 0,02 0,006 0,051 0,656 0,190
T t,t-CLAS 0,118 0,107 0,098 0,084 0,002 0,005 <0,001 0,485
18:3n-3 0,28 0,10 0,21 0,11 0,037 0,247 <0,001 0,132

“CPara cada AG, diferentes superindices indican diferencias significativas (P<0,05) o una tendencia a
la significacién (en minusculas; P<0,10) para el efecto de la interaccién especie (Sp)xtratamiento (T).
'Error estandar de la diferencia. 2Suma de c12-, ¢13-, ¢15- y ¢16-18:1. °Suma de t4-, t5-, t6+7+8-, t9-,
t12-, t13-, t15- y t16-18:1. “Coeluye con t10c15-18:2. °Suma de 7,9-, 8,10-, 9,11- y 11,13-CLA.
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Los aumentos del ¢9- y ¢11-18:1 en ambas especies, y de la suma de isémeros minoritarios
cis 18:1 en ovejas, sugieren que el DHA también podria impedir su saturacion completa en
el rumen (Boeckaert et al., 2008). Asimismo, la hidrogenacion de los metabolitos intermedios
18:2 (p. €j., c9t13-, t11c15-, 9t14- y t10t14-18:2) podria estar limitada por este AG n-3 en
ambas especies. Estos resultados sugieren un efecto especifico sobre ambos pasos de la
BH, al no explicarse por una inhibicion general del proceso (como la ejercida por algunos
taninos; Carrefio et al., 2015), pues las concentraciones de 18:2n-6 y 18:3n-3 disminuyeron
en el contenido digestivo del tratamiento DHA. En este sentido, resulta destacable que no
hubiera diferencias relevantes en la abundancia de los isomeros del CLA, observandose p.
ej. un porcentaje bajo y estable de c9t11-CLA en vacas y ovejas, que contrasta con las
variaciones de su precursor para la desaturacion mamaria (t11-18:1). Esto apoya la
hipétesis de que las diferencias entre especies en el efecto de los lipidos marinos sobre la
concentracion lactea de acido ruménico seria independiente de su flujo ruminal (Bichi et al.,
2013; Shingfield et al., 2013; Toral et al., 2015).

De acuerdo con la concentracion de cetoacidos (p. ej., 13-0x0-18:0), la hidratacién (una ruta
metabodlica alternativa a la BH) se vio afectada por el DHA solo en el vacuno, lo que encaja
con las diferencias interespecificas en las bacterias ruminales capaces de hidratar los AG
(Hudson et al., 2000). El cetoacido mas abundante en ambas especies fue el 16-ox0-18:0, si
bien raramente se cuantifica, probablemente por su elucion al final del cromatograma.

En conclusion, aunque el efecto inhibitorio del DHA sobre el ultimo paso de la BH ruminal es
similar en vacas y ovejas, la acumulacién de t11-18:1 resulta mas acusada en el vacuno y
las rutas alternativas de BH se favorecen en mayor medida en el ovino, lo que podria derivar
de diferencias en la composicion de su microbiota ruminal. Ademas de impedir la saturacion
completa de los trans 18:1, el DHA inhibe la hidrogenacién de los metabolitos intermedios
cis 18:1y 18:2 y, en el bovino, también parece afectar al proceso de hidratacion.
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EFFECT OF DHA ON /N VITRO RUMINAL BIOHYDROGENATION OF 18-CARBON
FATTY ACIDS: COMPARISON IN COWS AND EWES

ABSTRACT: Despite the established differences in ruminal biohydrogenation (BH) between
cows and small ruminants fed vegetable oils, it has been suggested that differences would
be less clear when it comes to marine lipids (rich in very long-chain n-3 PUFA). Thus, this
study was conducted simultaneously in bovine and ovine to compare the in vitro BH of C18
fatty acids (FA) to 22:6n-3 (DHA). Batch cultures of rumen microorganisms were carried out
using cannulated cows and ewes as inocula donors, and DHA was added at a dose of 2%
incubated DM. Although DHA had a similar impact on 18:0 accumulation in cows and sheep,
greater increases in t11-18:1 concentration were found in bovine, whereas alternative BH
pathways that lead to the accumulation of minor trans 18:1 isomers were further promoted in
ewes. These relevant specificities may probably derive from interspecies differences in
rumen microbial composition. The saturation of cis 18:1 and 18:2 isomers was also inhibited
in both species. Changes in oxo-FA concentrations suggested that ruminal hydration (an
alternative metabolic pathway to BH) was affected to a different extent in cows and ewes.

Keywords: cattle, sheep, ruminal lipid metabolism, trans fatty acid.
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