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Las virtudes que se atribuyen a determinados alimentos han sido objeto
de estudio desde hace miles de afios hasta la actualidad. Basta recordar la
frase propuesta por Hipdcrates, “que la alimentacion sea tu tinica medicina
y que la medicina sea tu alimentacion” para contrastar que la preocupacion
por la dieta no es tan reciente como parece.

Desde entonces el mundo ha cambiado mucho para el hominido en lo
referente a habitos y modo de vida. Eduardo Punset, en su libro “El viaje a
la felicidad”, acierta al reivindicar que la revolucion cientifica ha desatado
el cambio mas importante de toda la historia de la evolucion en forma de
prolongacion de la esperanza de vida en los paises “desarrollados”, que ha
generado mas de cuarenta afios redundantes en términos evolutivos. Hace
poco mas de un siglo la esperanza de vida en Europa era de treinta afios
(como la de Sierra Leona en la actualidad), lo justo para culminar con éxito
la maxima evolutiva de reproducirse. Por primera vez en la historia, el ser
humano tiene un futuro que va mas alla de la reproduccion, esta parcial
independencia del autoritarismo genético que nos gobierna ha
desencadenado innumerables esfuerzos encaminados y dirigidos a alargar
la esperanza de vida y a mejorar la calidad de la misma.

Los nuevos conocimientos cientificos y tecnologicos, junto con la
transformacion de los habitos de consumo alimentario y la drastica
modificacion del papel que, en la dieta cotidiana, representa cada alimento,
hacen que la calidad de cualquier alimento destinado al consumo humano
dependa de sus beneficios potenciales para la salud, mas alla de sus efectos
nutricionales (Es, 1991).

Dentro de este marco, los lipidos constituyen uno de los principios
inmediatos mas importantes de la nutricion por su extraordinaria capacidad
para satisfacer las demandas energéticas de nuestro organismo, por su
funcion como componentes estructurales y moduladores de las membranas
celulares, por su contribucion como precursores de metabolitos
bioldgicamente activos y su importancia como sustancias de reserva
(Linscheer y Vergroesen, 1994). En la actualidad, la grasa de la dieta es
motivo de preocupacion por la mayor parte de la poblacion en los paises



“desarrollados”, tanto por la cantidad ingerida y el aporte calorico de la
misma, como por su calidad e implicacion en la salud (Mataix, 2002). El
avance en el conocimiento de las propiedades y mecanismos de actuacion
de los 4cidos grasos, nos permite disefiar dietas con proporciones
saludables de lipidos, considerandose de vital importancia mantener un
equilibrio optimo entre las diferentes familias de 4cidos grasos (saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados) y dentro de los poliinsaturados entre
los acidos grasos n-6 y n-3, equilibrios que suelen estar gravemente
descompensados debido a los habitos alimenticios actuales (FAO/OMS
1997 y 2003; Simolopoulos, 2002).

Las autoridades sanitarias recomiendan aumentar el consumo de PUFA
n-3, en especial los de cadena larga (EPA y DHA), cuya fuente principal es
el pescado (Schmidt y col., 2001; FAO/OMS, 2003). En esta linea, una
forma eficaz de aumentar la ingesta es la fortificacion o adicion de acidos
grasos n-3 a alimentos de uso cotidiano (Trautwein, 2001). Se ha
demostrado que la leche es el vehiculo mas eficaz para absorber las grasas,
puesto que los lipidos de la leche se encuentran en forma de micelas y su
absorcion, en comparacion con otros alimentos, es muy elevada (Carrero y
col., 2005). Asimismo, desde el punto de vista de una alimentacién humana
saludable, es importante destacar las peculiaridades que tiene la leche de
cabra (estructura fisica y perfil quimico de su grasa, caracteristicas de sus
fracciones proteicas y de sus carbohidratos, propiedades digestivas,
minimas reacciones alérgicas, etc.) que aconsejan su empleo, al menos en
personas con intolerancias a la leche de vaca o con patologias que precisen
alimentos de facil digestion y utilizaciéon de sus nutrientes (Boza y Sanz
Sampelayo, 1997; Alférez y col., 2001; Haenlein, 2004).

En este sentido, numerosas lineas de investigacion dentro de la
comunidad cientifica gravitan sobre la necesidad de obtener una mejora en
la calidad de la leche (Offer y col.,, 1999; Chilliard y col., 2001),
modificando su perfil en acidos grasos para hacerla mas saludable, y asi
satisfacer a una fraccion creciente de consumidores que demanda alimentos
que puedan contribuir a paliar el déficit en acidos grasos n-3 que sufre
parte de la poblacion (Simolopoulos, 2002, FAO/OMS, 2003).

4



Nuestro grupo, ya en el afio 2000, habia conseguido un eficaz método
de proteccion de la grasa frente al rumen que permite modificar el perfil en
acidos grasos de la leche mediante la suplementacion de la dieta con aceite
de pescado azul en forma de sales calcicas (Sanz Sampelayo y col., 2000,
2002, 2004). En concreto, la linea de investigacion pretendia incrementar
la cantidad en acidos grasos n-3 de la leche para obtener un alimento
funcional que mejorase los que existian en el mercado. La diferencia con
otros productos similares radica en que las leches comercializadas,
enriquecidas con &cidos grasos poliinsaturados n-3, se obtienen por adicién
de los acidos grasos a la leche, mientras que nuestro método adiciona los
lipidos (protegidos frente al metabolismo ruminal) al pienso del animal, de
manera que la leche enriquecida es sintetizada por el rumiante de forma
natural. La técnica de proteccion de la grasa en forma de sales calcicas
estd, a su vez, protegida por la patente de invencion n°® 2 136 536:
“Producto y procedimiento de obtencion de una grasa protegida para
incluir en las dietas de los rumiantes” (Boza y col., 1999).

A la hora de suplementar una dieta con grasa, hay que tener en cuenta
que los sistemas reguladores del animal estan intimamente conexos, asi el
desarrollo corporal, metabolismo de proteinas, grasas e hidratos de
carbono, recambio energético, mineral y electrolitico, equilibrio hidrico, la
reproduccion, el sistema inmune y la secrecion lactea, no pueden funcionar
con independencia. En este sentido, ademas de los contrastados efectos
beneficiosos de los PUFA n-3 frente a las enfermedades cardiovasculares
(Kris-Etherton y col., 2002), numerosos estudios los relacionan con el
sistema inmune (Calder y col., 2002), con la funcién reproductiva (Burke y
col., 1997), la obtencion de energia (Schingoethe, 1996), el crecimiento
(Koletzko y Braun, 1991; Uauy y col., 2000) y el desarrollo de
determinados organos y tejidos (San Giovanni y col., 2000; Kitajka y col.,
2002). Por ello, se planted la necesidad de realizar una investigacion global
sobre los efectos de la ingesta de cierta cantidad de PUFA sobre el
metabolismo y la fisiologia de los animales cuya dieta se iba a
suplementar, resultados que en algunos casos podrian ser extrapolables



entre especies, proporcionando informacion sobre posibles efectos de los
PUFA n-3 en el consumidor humano.

Por lo tanto, el reto de este estudio consistia en suplementar la dieta de
la cabra granadina y malaguefia con una cantidad 6ptima de PUFA n-3,
protegidos frente al metabolismo ruminal y posteriores procesos
oxidativos, que cumpliese el doble objetivo de, por una parte, producir una
leche con una cantidad de PUFA n-3 suficiente para tener un potencial
efecto beneficioso sobre el consumidor humano y wuna canal
equivalentemente enriquecida de los cabritos gestados y alimentados por
las madres que tomaron el suplemento lipidico; y por otra parte, resultaba
imprescindible contrastar el efecto global de la ingesta de la grasa
protegida sobre la fisiologia del animal para generar nuevos conocimientos
sobre los efectos de la suplementacion y asegurarnos que su ingesta fuese,
al menos, no perjudicial para los animales objeto de estudio.

Para que los dos nuevos productos logrados sean Ttiles, el proceso de
obtencion de estos alimentos enriquecidos en PUFA n-3 debe ser rentable
para el ganadero y asequible para el consumidor final, por lo que en este
trabajo también se han estudiado aspectos claves en la economia de los
ganaderos. Para ello, se ha determinado la digestibilidad individual de cada
acido graso de la dieta y su utilizacion metabdlica, hemos contrastado el
efecto de la grasa protegida sobre los indices de fertilidad y prolificidad de
las cabras cuya dieta fue suplementada, y se ha estudiado su posible efecto
sobre algunos parametros inmunologicos. También, se ha comprobado el
efecto de la leche enriquecida en acidos grasos n-3 sobre la fisiologia de
los cabritos gestados y amamantados por las madres que fueron
alimentadas con el pienso suplementado, prestando especial atencion a la
tasa de mortalidad, tasa de crecimiento, desarrollo tisular pre y postnatal y
a la calidad de la canal.

Nuestra intencion ha sido generar nuevos conocimientos desde el mayor
rigor cientifico que, ademas de publicarse “en las mejores revistas
internacionales”, pudiesen ser aplicados a una realidad muy concreta y asi
repercutir en beneficio de la sociedad.



Parte de los resultados de la presente Tesis Doctoral han sido objeto de
publicaciones que se presentan en esta memoria directamente en el formato
requerido por las diferentes revistas. Los trabajos que permiten presentar
esta memoria de Tesis Doctoral en la modalidad de “reagrupamiento de
trabajos de investigacion publicados” son los siguientes:

- Polyunsaturated fatty acids and parasitism: effect of a diet
supplemented with fish oil on the course of rat trichinellosis.
Veterinary Prasitology, 2003.

- Effect of rumen-protected supplements of fish oil on intake,
digestibility and nitrogen balance of growing goats.
Animal Science, 2004.

- Thermogénesis associated to the intake of a diet non-supplemented
or supplemented with n-3 polyunsaturated fatty acid-rich fat,
determined in rats receiving the same quatity of metabolizable
energy. Annals of Nutrition & Metabolism, 2006.

- Effect of providing a polyunsaturated fatty acid-rich protected fat
to lactating goats on growth and body composition of suckling goat
kids. Animal Science, 2006.

- Efecto de la utilizaciéon de un concentrado suplementado con una
grasa rica en acidos grasos poliinsaturados n-3 sobre la capacidad
reproductora de la cabra de raza malaguefia.

IX Jornadas Internacionales de la Sociedad Espafiola de
Ovinotecnia y Caprinotecnia, 2005.

- Composicion al nacimiento de cabritos cuyas madres fueron
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2. Objetivos







El objetivo del presente estudio consiste en determinar los efectos de los
acidos grasos poliinsaturados n-3 sobre diferentes aspectos de la fisiologia
animal, asi como su utilizacion a nivel metabodlico, para verificar una
posible intervencion en la cadena alimentaria y obtener leche y carne de
forma natural, con una cantidad de acidos grasos poliinsaturados n-3
suficiente para tener un efecto saludable en el consumidor humano.

Obj etivos especificos

- Estudio del efecto del aceite de pescado rico en PUFA n-3 sobre
algunos parametros del sistema inmune en enfermedades
parasitarias.

- Utilizacion metabdlica de los PUFA n-3 como fuente de energia.
Estudio de la termogénesis inducida por una dieta suplementada
con aceite de pescado.

- Efecto de la suplementacion lipidica sobre la ingesta y la
digestibilidad aparente de la dieta.

- Efecto del suplemento sobre la funcidon reproductiva. Rentabilidad
ganadera a partir de los indices de fertilidad y prolificidad.

- Efecto de los PUFA n-3 sobre la composicion tisular de los
cabritos al nacimiento y sobre el crecimiento de los neonatos.

- Obtencion de una leche de carécter funcional para el consumidor
humano enriquecida de forma natural en PUFA n-3.

- Obtencion de una canal de carécter funcional para el consumidor
humano de los cabritos gestados y amamantados por las madres
que se alimentaron con la dieta suplementada con aceite de
pescado.
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3.1 Lipidos Alimentarios

3.1 Lipidos alimentarios.

Los lipidos son un grupo heterogéneo de compuestos vinculados mas
por sus propiedades fisicas que por las quimicas. Tienen la propiedad
comun de ser relativamente insolubles en agua y solubles en solventes no
polares (Murray y col., 2001).

Las grasas alimentarias incluyen todos los lipidos de los tejidos
vegetales y animales que se ingieren con los alimentos. Las grasas o aceites
mas frecuentes son una mezcla de triaciglilcéridos o triglicéridos con
cantidades menores de otros lipidos (FAO/OMS, 1997). En los alimentos y
en el cuerpo humano hay tres clases de lipidos: los triglicéridos, los
fosfolipidos, los glucolipidos y los ésteres de colesterol. Desde un punto de
vista alimentario, los componentes lipidicos cualitativamente y
cuantitativamente mas importantes y caracteristicos son los triglicéridos o
triacilgliceroles. Estos compuestos son ésteres de glicerol con acidos grasos
que tienen un gran contenido energético y forman parte de todos los aceites
y grasas que se conocen. El tipo de acidos grasos y la posicion en la cual se
esterifican con el glicerol determinan las caracteristicas de los triglicéridos.
(Murray y col., 2001)

Los fosfolipidos y los glucolipidos son lipidos complejos esenciales con
funciones estructurales y fisiologicas, puesto que forman parte de las
membranas celulares y modulan su actividad. Los fosfolipidos estan
compuestos por una molécula de glicerol, dos acidos grasos, un grupo
fosfato y un grupo hidrofilo, mientras los glucolipidos contienen azlicares
(Murray y col., 2001).

Los éteres de colesterol también son componentes estructurales de las
membranas. Estan formados por colesterol y un acido graso. El colesterol
tiene un extraordinario interés biologico, puesto que, ademas de formar
parte de las membranas, es precursor de esteroides hormonales, acidos
biliares y vitamina D (Mataix, 2002).
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3.1.1 Nomenclatura de los acidos grasos

Por lo general, los acidos grasos de interés bioldgico son los acidos
carboxilicos de niimero par de atomos de carbono. Se pueden clasificar en
cuatro grupos de acuerdo con la longitud de su cadena:

- Acidos grasos de cadena corta (4-6 atomos de carbono)

- Acidos grasos de cadena media (8-12 4tomos de carbono)

- Acidos grasos de cadena larga (14-18 atomos de carbono)

- Acidos grasos de cadena muy larga (20 o mas atomos de carbono)

Por otra parte, los acidos grasos pueden ser saturados, tener un doble
enlace (monoinsaturados o monoenoicos) o mas dobles enlaces
(poliinsaturados o polienoicos). El punto de fusion de los acidos grasos con
un numero par de carbonos se incrementa con la longitud de la cadena y
disminuye de acuerdo con la insaturacion. Los lipidos de membrana deben
estar liquidos a todas las temperaturas ambientales, por lo que son mas
insaturados que los lipidos de almacenamiento. El grado de insaturacion de
las membranas celulares modula las propiedades de las mismas (Murray y
col., 2001, Mataix, 2002).

Los acidos grasos naturales presentan un tipo de isomeria geométrica,
la disposicion espacial de los hidrogenos en los enlaces simples es trans,
mientras que los dobles enlaces adoptan casi siempre una conformacion de
tipo Cis, lo que origina un angulo de aproximadamente 120° en dicha
posicion y, por tanto, un acomodamiento de la molécula. Al aumentar el
numero de dobles enlaces, se origina una importante curvatura en la
molécula del acido graso con relevantes repercusiones en la conformacion
de los triglicéridos y fosfolipidos que contienen a estos acidos grasos
(Mataix, 2002).

Aunque no son mayoritarios, también hay acidos grasos con dobles

enlaces en posicion trans. Estos proceden de modo natural de la grasa de la
leche y de la carne de los rumiantes formados por la microbiota de estos
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3.1 Lipidos Alimentarios

animales. También se pueden originar por transformacion quimica de los
acidos naturales en determinados procesos tecnologicos (Mataix, 2002).
Los AG con doble enlaces saturados trans son rectos, por lo que sus
propiedades bioldgicas cambian, relacionandolos varios estudios con la
hipercolesterolemia (Mensink y Katan, 1990; FAO/OMS, 1997; Jude y
col., 1994).

La nomenclatura sistematica de uso mas frecuente se basa en la
designacion de los acidos grasos de acuerdo con el hidrocarburo que posee
el mismo nimero y disposicién de atomos de carbono, sustituyendo la -o
final en el nombre del hidrocarburo por la terminacién —oico. Por tanto los
AG saturados terminan en —anoico, y los AG insaturados en —enoico. Los
atomos de carbono se numeran a partir del carbono del carboxilo (carbono
n° 1 o a-carbono), asi hasta el carbono de la terminal metilo que se conoce
como el 4tomo de carbono omega (n- carbono o w-carbono). Ademas del
nombre sistematico, los AG naturales mas frecuentes suelen tener un
nombre comun (Murray y col., 2001).

Sin embargo, atendiendo a razones fisiologicas, resulta mucho mas 1util
y simple indicar exclusivamente el numero de atomos de carbono, el
numero de dobles enlaces y la posicion del primero de ellos contando a
partir del carbono terminal no carboxilico, afiadiendo ® o n. Como
ejemplo, el acido linolenico se denomina como 18:3 -3 o 18:3 n-3 o
C18:3 ®-3 o CI18:3 n-3. Se indica asi que hay un doble enlace en el
carbono 3 contando a partir del metilo terminal y otros dos dobles enlaces
situados a partir de éste de manera no conjugada, quedando siempre un
metileno entre ellos, por tanto, el siguiente enlace se encuentra en posicion
omega 6 y el ultimo en omega 9 (Mataix, 2002).

En la tabla 1 se detalla el nombre comun, el nombre quimico
sistematico y la abreviatura de los acidos grasos mas frecuentes en
alimentos de consumo habitual. Los dobles enlaces estan en configuracion
cis.

17



3. Antecedentes

Tabla 1. Nomenclatura de los adcidos grasos alimentarios mas frecuentes.

Nombre comiin Nombre sistematico Abrev. | Familia
Butirico butanoico 4:0
Caproico hexanoico 6:0
Caprilico Octanoico 8:0
Caprico decanoico 10:0
Laurico dodecanoico 12:0
Miristico tetradecanoico 14:0
Palmitico hexadecanoico 16:0
Estearico octadecanoico 18:0
Araquidico eicosanoico 20:0
Behénico docosanoico 22:0
Lignocérico tetracosanoico 24:0
Palmitoleico 9-hexadecenoico 16:1 n-7
Oleico 9-octadecenoico 18:1 n-9
Gadoleico 11-eicosaenoico 20:1 n-9
Cetoleico 11-docasaenoico 22:1 n-11
Erucico 13-docasaenoico 22:1 n-9
Nervonico 15-tetracosaenoico 24:1 n-9
Linoleico 9,12-octadecadienoico 18:2 n-6
o -linolénico 9,12,15-octadecatrienoico 18:3 n-3
vy -linolénico 6,9,12-octadecatrienoico 18:3 n-6
Dihomo-y-linolénico 8,11,14-eicosatrienoico 20:3 n-6
5,8,11-eicosatrienoico 20:3 n-9
Araquidonico 5,8,11,14-eicosatetraenoico 20:4 n-6
EPA 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico 20:5 n-3
Adrénico 7,10,13,16-docosatetraenoico 22:4 n-6
7,10,13,16,19-docosapentaenoico 22:5 n-3
DPA 4,7,10,13,16-docosapentaenoico 22:5 n-6
DHA 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico | 22:6 n-3

Consulta FAO/OMS de expertos sobre grasas y aceites en la nutricion humana.
Roma, 1997.
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3.1.2 Metabolismo lipidico

El metabolismo de los 4cidos grasos se considera el eje de los recursos
energéticos en el ser humano. La principal fuente de energia, normalmente
es de naturaleza lipidica, puesto que éstos, aportan aproximadamente 9
Kcal /gramo, frente a las 4 Kcal / gramo con que contribuyen los hidratos
de carbono (Lehninger, 1993). Debido a esta condicion, su regulacion es de
gran importancia, pues alteraciones en los procesos metabolicos de las
grasas se asocian con diversas patologias que pueden derivar, entre otras,
en enfermedades cardiovasculares, del sistema inmune y nervioso, y cancer
(Ruxton y col., 2004).

La digestion de los lipidos comienza en la boca, donde como respuesta
a la masticacion y a los estimulos nerviosos se segrega la lipasa lingual,
que hidroliza algunos enlaces ésteres de los acidos grasos de cadena corta y
media (preferentemente de los que se encuentran unidos a los carbonos 1y
3) de los triglicéridos. Estos pasan al estomago donde interviene la lipasa
gastrica. La emulsion formada en el estémago pasa por el piloro al
duodeno, donde se liberan sales biliares, se favorece una microemulsiéon y
actua la lipasa pancreatica que cataliza la transformacion de todos los
triglicéridos en acidos grasos libres y 2-monoglicéridos. Ademas, el jugo
pancreatico contiene las enzimas: fosfolipasa A2, colesterol esterasa y
colipasa, que hidrolizan fosfolipidos y ésteres del colesterol (Garcia-
Muriana, 2002).

Todos los productos de la digestion de los triglicéridos participan en la
formacion de micelas mixtas, que atraviesan la membrana de los
enterocitos de la mucosa intestinal, con la ayuda activa de la propia lipasa
pancreatica y proteinas especificas de la superficie celular. En el
citoplasma del enterocito tiene lugar la reconversion secuencial de los
acidos grasos y 2-monoglicéridos en triglicéridos. Estos triglicéridos, junto
con otros lipidos resintetizados (fosfolipidos y ésteres de colesterol),
migran en forma de vesiculas desde la region apical hacia la basal del
enterocito (en su transito se incorpora una proteina especifica,
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apolipoproteina B-48), hasta formar los quilomicrones. Mediante un
proceso de exocitosis, los quilomicrones se segregan a los capilares
linfaticos del plexo mesentérico, de donde pasan a los vasos linfaticos y
finalmente al torrente circulatorio. Las lipoproteinas los transportan por el
organismo hasta los diferentes tejidos, donde son utilizados como fuente de
energia, como componentes estructurales de las membranas, como
precursores de metabolitos biolodgicamente activos o son almacenados
como reserva (Linscheer y Vergroesen, 1994; Lehninger, 1993; Devlin,
1997).

En el torrente sanguineo los quilomicrones interaccionan con dos
enzimas que probablemente actien de manera coordinada: la lipoproteina
lipasa, con actividad hidrolitica sobre los triglicéridos, y la lipasa
endotelial, con actividad hidrolitica sobre los fosfolipidos; se produce la
lipolisis de los triglicéridos, y los acidos grasos, que se liberan en las
proximidades de las células del endotelio, se incorporan a su metabolismo.
Aquellos triglicéridos que no se utilizan inmediatamente después del
periodo postpandrial se almacenan en forma de gotas de grasa en el interior
de las células del tejido adiposo. Durante el periodo interdigestivo, los
acidos grasos del tejido adiposo “se movilizan”, se produce la hidrolisis de
los triglicéridos catalizada por una lipasa presente en el citoplasma de los
adipocitos, y unidos a la albimina son transportados en sangre hasta que
son captados y convenientemente metabolizados por las células del
organismo. El higado, musculo esquelético, corazén y corteza renal son los
principales aceptores de estos acidos grasos, donde producen energia por
oxidacion. En el higado los acidos grasos también pueden participar en la
formacion de las lipoproteinas de muy baja densidad, regulandose el
suministro de acidos grasos a los tejidos extrahepaticos (Linscheer y
Vergroesen, 1994; Lehninger, 1993; Devlin, 1997).

Oxidacion de los acidos grasos

Los acidos grasos procedentes de la hidrélisis de los triglicéridos se
acumulan en el citoplasma celular, mientras las enzimas de la oxidacion de
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dichos 4cidos grasos se encuentran en la matriz mitocondrial. El problema
se resuelve mediante la “activacion” de los acidos grasos y su transporte
activo hasta el interior de la mitocondria. En primer lugar, el acido graso se
transforma en acil-CoA por distintas isoenzimas de la acil-CoA sintetasa.
A continuacion, se produce una transesterificacion del grupo acilo de este
sustrato a la carnitina por la carnitina acil transferasa I, de manera que el
producto formado, acil-carnitina, difunde unido al transportador acil-
carnitina/carnitina por la membrana mitocondrial hacia el interior de la
mitocondria; donde tiene lugar la liberacion del acido graso, de nuevo en
forma de de acil-CoA, por la carnitina acil transferasa II (Lehninger, 1993;
Garcia Muriana, 2002).

En el interior de la mitocondria, la oxidacioén de los acidos grasos se
produce en tres fases. La primera fase se denomina -oxidacion, y consiste
en la eliminacion oxidativa de unidades sucesivas de dos atomos de
carbono en forma de acetil-CoA a partir del extremo carboxilo de la cadena
de acido graso. En la segunda fase de la oxidacion, los residuos acetilo del
acetil-CoA se oxidan a CO, por la via del ciclo del acido citrico. Las dos
primeras fases de la oxidacion de los acidos grasos reducen los
transportadores electronicos a NADH y FADH,, que en la tercera fase
donaran sus electrones a la cadena transportadora mitocondrial donde se
forma ATP. De este modo, la energia liberada por la oxidacion de los
acidos grasos se conserva en moléculas de ATP (Lehninger, 1993).

Los peroxisomas también contienen enzimas capaces de oxidar los
acidos grasos hasta acetil-CoA. La unica diferencia significativa radica en
la produccion de FADH,, que interacciona directamente con una molécula
de oxigeno para producir H,O,. Esta molécula es muy reactiva, tiene
propiedades oxidativas y se metaboliza rapidamente por la catalasa en H,O
y O,. Por lo tanto, en los peroxisomas, la energia no se conserva en forma
de ATP sino que se disipa en forma de calor. La oxidacion peroxisomal es
fundamentalmente de 4cidos grasos de corta y media cadena. Un nivel
elevado de grasa en la dieta produce un aumento de la sintesis de enzimas
de la B-oxidacién peroxisomica en el higado de mamiferos. El acetato
producido por la oxidacion de los acidos grasos se exporta al exterior de
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los peroxisomas. Presumiblemente, parte de este acetato entra en las
mitocondrias donde es oxidado (Garcia Muriana, 2002; Lehninger, 1993).

Las moléculas de Acetil-CoA procedentes de la oxidacion de los acidos
grasos en el higado también pueden transformarse en los denominados
“cuerpos cetonicos”: acetoacetato, B-hidroxibutirato y acetona (éste ultimo
es volatil y se exhala). En los tejidos extrahepaticos, el B-hidroxibutirato
puede oxidarse a acetoacetato que se activa en forma de acetoacetil-CoA y
se rompe en dos moléculas de Acetil-CoA que entran en el ciclo del acido
citrico, constituyendo una fuente adicional de energia procedente del
higado para las células extrahepaticas (Garcia Muriana, 2002).

Biosintesis de los acidos grasos

Los acidos grasos se sintetizan en el citoplasma de las células, de
manera que asi se mantienen separados los procesos biosintéticos de los
degradativos. La acetil-CoA carboxilasa (enzima limitante) transforma el
acetil-CoA en malonil-CoA que es el sustrato de la acido graso sintasa; este
complejo multienzimatico detiene su produccion cuando el 4cido graso
formado es de 16 atomos de carbono. El acido palmitico sintetizado podra
participar en diversas rutas metabolicas de elongacion y desaturacion
(Lehninger, 1993; Devlin, 1997).

La elongacion del acido palmitico tiene lugar en el reticulo
endoplasmatico y en las mitocondrias. Las enzimas que participan, acido
graso elongasas, difieren en términos de especificidad por el sustrato. En el
reticulo endoplasmatico, el proceso consiste en adicion de dos atomos de
carbono de una molécula de malonil-CoA al extremo carboxilo final del
acido graso “activado” como palmitoil-CoA. Pueden aumentar de tamafio
tanto acidos grasos saturados como insaturados, pero las elongasas
prefieren como sustrato a los acidos grasos insaturados. En las
mitocondrias, para la elongacion se utiliza el acetil- CoA como donador de
atomos de carbono; es cuantitativamente menos importante que la
elongacion del reticulo endoplasmatico, y suele funcionar solo cuando el
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potencial reductor de la mitocondria es alto (Lehninger, 1993; Devlin
1997).

La desaturacion se cataliza por las acil-CoA desaturasas en el reticulo
endoplasmatico liso, y consiste en una reaccion en la que el acido graso
correspondiente como acil-CoA y el NADPH se oxidan por una molécula
de oxigeno; ademas participan el citocromo b5 y la citocromo b5 reductasa.
El 4cido palmitico y el acido estedrico son los precursores de los acidos
grasos monoinsaturados mayoritarios en nuestras células: el acido
palmitoleico y el acido oleico. La desaturasa que cataliza este proceso se
conoce como A’-desaturasa (Garcia Muriana, 2002; Lehninger, 1993;
Murray y col., 2001).

3.1.3 Acidos grasos esenciales

Las células de los mamiferos no tienen las desaturasas capaces de
introducir un doble enlace en los atomos de carbono 12 (A'- desaturasa) y
15 (A"- desaturasa) de los acidos grasos; por lo tanto, no pueden sintetizar
el acido linoleico ni el 4cido o-linolénico, respectivamente. Estos acidos
grasos se consideran “esenciales” porque tienen que ser incorporados a
nuestro metabolismo mediante la ingesta de alimentos que los contienen
(Burr y Burr, 1929; Lehninger, 1993; Uauy y col., 1992; Garcia Muriana,
2002). La carencia de acidos grasos esenciales en la alimentacion de los
mamiferos conduce a trastornos en el crecimiento, cambios en la piel,
alteraciones inmunoldgicas, neuroldgicas, serios cambios conductuales y
cardiopatias (Innis, 1991).

Los acidos grasos esenciales se utilizan para la sintesis de otros acidos
grasos poliinsaturados de larga cadena, de esta forma, el acido linoleico
(biolégicamente inactivo) es el precursor de los acidos grasos de la serie n-
6; se transforma en acido y-linolenico mediante la enzima delta-6-
desaturasa, éste ultimo se elonga para formar el acido dihomo-y-linolénico,
que puede sufrir otra desaturacion y convertirse en el acido araquidonico
gracias a la delta-5-desaturasa (Brenner, 1987; Linscheer y Vergroesen,
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1994; Tolonen, 1995). El acido a-linolénico es el precursor de los
acidos grasos de la serie n-3, a partir de él se forman, entre otros, el acido
eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico. En mujeres embarazadas
se transforma un 9% de LNA en DHA (Burdge y Wootton, 2002), siendo
este porcentaje superior al de los hombres, puesto que las mujeres utilizan
preferentemente carbohidratos como fuente de energia (Jones y col., 1998),
por lo que éstas, podrian tener una mayor disponibilidad de LNA para
formar EPA y DHA (Burdge y Wootton, 2002).

Figura 1. Desaturacion y elongacion de los acidos gr asos esenciales.
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Las enzimas desaturasas tienen preferencia por los acidos grasos de la
serie n-3 frente a los de la serie n-6, y en ultimo lugar por los de la serie n-
9. Las reacciones limitantes en la biosintesis de los LCPUFA son aquellas
en las que intervienen las A-6 y A-5 desaturasas (Linscheer y Vergroesen,
1994). La actividad A-6 desaturasa es inhibida por altos niveles de sus
productos o precursores y, por lo tanto, esta influenciada por la ingesta en
la dieta de dichos acidos grasos y por gran nimero de hormonas (Brenner,
1977; Kinsella y col., 1990). Una alta ingesta de carbohidratos, también
disminuye la actividad de la A-6 desaturasa, mientras que las proteinas la
activan. El glucagodn, la adrenalina y la tiroxina acttian como depresoras de
la actividad A-6 desaturasa (Brenner, 1977). Asimismo, una deficiencia de
minerales como zinc, selenio y magnesio reducen la actividad de la A-5 y
A-6 desaturasa, mientras la insulina puede actuar como activador (Brenner,
1977).

El DHA y el EPA son considerados acidos grasos esenciales en etapas
tempranas del desarrollo de los mamiferos (periodos prenatal y postnatal
temprano), puesto que, en estas etapas la sintesis de estos acidos grasos a
partir de sus precursores no es suficiente para cubrir los elevados
requerimientos de este periodo de desarrollo (Smith, 2002). Los mamiferos
recién nacidos necesitan ingerir DHA, bien de la madre o afnadido a la
formula lactea (Makrides y col., 1996; Hamosh y Salem, 1998; Cunnane y
col., 1999Db).

3.1.4. Biosintesis de los eicosanoides

Los eicosanoides son acidos carboxilicos de 20 atomos de carbono. Hay
cuatro tipos: prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e hidroxiacidos,
los dos primeros presentan una estructura ciclica y los dos ultimos lineal
(Barber y Ponz, 1998).

Los eicosanoides derivan de los acidos grasos de veinte carbonos, que
se encuentran esterificados en la posicion 2 de los fosfolipidos. La
estructura de los fosfolipidos deriva del acido fosfatidico (fosfoglicéridos),
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o bien de una ceramida esterificada con un grupo fosfato (esfigolipidos).
Los acidos grasos poliinsaturados de larga cadena n-6 y n-3 se almacenan
preferentemente en los fosfoglicéridos. La sintesis de estos fosfolipidos
comparte los mismos precursores que la sintesis de triglicéridos. Estos
procesos de sintesis tienen lugar en la superficie del reticulo
endoplasmatico liso (Garcia Muriana, 2002).

Cuando nuestras células reciben estimulos especificos, se activan
enzimas que hidrolizan los fosfolipidos de las membranas. Una de estas
enzimas es la fosfolipasa A, (existen diferentes isoenzimas) que
especificamente rompe el enlace éster en posicion dos del fosfoglicérido y
libera, sobre todo, acido araquidonico. El AA es el acido graso mas
importante como precursor de eicosanoides, €éste se transforma en el
reticulo endoplasmatico liso y en la membrana nuclear mediante reacciones
de oxidacion (Barber y Ponz, 1998; Wainwright, 2002). En estas
reacciones participan las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) que originan
prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas (prostanoides de la serie 2) y
las lipooxigenasas que originan leucotrienos, lipoxinas y (HETE)
(prostanoides de la serie 4). Los eicosanoides también pueden derivar del
acido graso dihomo-y-linolenico (prostanoides de la serie 1) y del acido
eicosapentaenoico (prostanoides de la serie 3) (Barber y Ponz, 1998;
Wainwright, 2002). La mayoria de los prostanoides de las series 2 y 4
tienen una existencia efimera, de minutos e incluso de segundos. Las
prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas se relacionan con funciones
secretoras, digestivas, reproductivas y circulatorias, entre otras, mientras
que los leucotrienos y lipoxinas intervienen en respuestas alérgicas,
inflamatorias e inmunes, y en la quimiotaxis (Garcia Muriana, 2002).

Su regulacion depende de los precursores y competidores que se
incorporan en nuestro metabolismo mediante la dieta. Un ingesta excesiva
del 4cido a-linolénico, inhibe la conversion del acido linoleico en acido y-
linolénico (por inhibicion competitiva de la A®-desaturasa), de manera que
disminuye la cantidad de prostanoides de la serie 2 (Brenner, 1977;
Kinsella y col.,, 1990). Los acidos grasos eicosapentaenoico y
docosahexaenoico también desplazan al acido araquidénico de los
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compartimentos  intracelulares, reduciendo su  metabolismo y
disponibilidad para las ciclooxigenasas y lipooxigenasas. Ademas el
metabolismo de los acidos grasos de la familia n-3 puede afectar los
mecanismos de transduccion intracelular y la expresion de genes asociados
al metabolismo de los acidos grasos de la familia n-6, puesto que el
eicosapentaenoico, al competir con el araquidonico por las ciclooxigenasas
y lipooxigenasas, puede descompensar la cantidad de prostanoides a favor
de los de las series 3 y 5, menos activos que los de las series 2 y 4. Por
estos motivos es muy importante el balance entre la ingesta de acidos
grasos n-6 y n-3 (Simolopoulos 2002%). Por su parte, los prostanoides de la
serie 1 aumentan la concentracidon intracelular de AMP-ciclico, el cual
inhibe la fosfolipasa A,, limitando la liberacion del acido araquidonico.
(Garcia Muriana, 2002).

Las prostaglandinas tienen un anillo de ciclopentano. Se detectan en
casi todos los tejidos y liquidos organicos y con una produccion que
aumenta en respuesta a diversos estimulos, provocan un amplio espectro de
efectos biologicos (Tolonen, 1995; Barber y Ponz, 1998).

Las prostaglandinas E ejercen diversas funciones utiles, destacando las
siguientes: disminuye la tendencia de las plaquetas a la agregacion, y por lo
tanto disminuye el riesgo de formacion de trombos; dilata los vasos
sanguineos contraidos; dilata las vias respiratorias, y por lo tanto previene
la formacion del moco, las infecciones y los ataques de asma; disminuye la
produccion de colesterol; refuerza los efectos de la insulina y mejora la
actividad del sistema inmunitario, principalmente por su influencia en los
linfocitos T (Tolonnen, 1995). Las prostaglandinas I, también ejercen una
funcion vasodilatadora, sin embargo, sobre la agregacion plaquetaria
actuan, al contrario que las PGE, como proagregante. Las prostaglandinas
A también estan relacionadas con la presidn sanguinea, puesto que
intervienen como vasodilatadoras. Las prostaglandinas F participan, junto a
las PGE, en el control de la fisiologia reproductiva (Tolonen, 1995; Barber
y Ponz, 1998).
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Sumando a los numerosos estudios sobre el efecto de las PG en
humanos, Petit y colaboradores afirman que generalmente las éstas son de
gran importancia para los terneros. En dos publicaciones afirman que las
PG de la serie 2 incrementan la agregacion plaquetaria y la formacion de
coagulos sanguineos, también elevan la retencion de sales en los rifiones, la
retencion de agua y la presion sanguinea. Las PG de la serie 1 mejoran el
sistema inmune (células T), previenen la agregacion plaquetaria y
contribuyen a disminuir el exceso de Na y agua en los rifiones, reducen la
respuesta inflamatoria y contribuyen a disminuir la produccion de
colesterol. Las PG de la serie 3 tienen muy poca capacidad de agregacion
plaquetaria e inhiben la sintesis de PG de la serie 2 (Petit y col., 2001 y
2002).

Los TX tienen un anillo de seis &tomos que contiene una funcion éter.
Son producidos por las plaquetas y actuan en la formacidén de coagulos
sanguineos y en la reduccion del flujo sanguineo hacia el coagulo. El TXA,
actia como vasoconstrictor y como proagregante plaquetario (Lehninger,
1993).

Los LT son lineales con tres doble enlaces conjugados, y se encuentran
en leucocitos, mastocitos, cerebro, pulmén, corazon y bazo. LTC,, LTD, y
LT4 son los implicados en la reaccion lenta de anafilaxia: inducen la
contraccion del musculo liso a nivel bronquial, traqueal e intestinal y
aumentan la permeabilidad capilar (edema). HETE y LTB,; median
reacciones alérgicas (hipersensibilidad) y regulan quimiotaxis de
neutrofilos, eosindfilos y degranulacion de polimorfonucleares (Barber y
Ponz, 1998).
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3.2 Efectos beneficiosos de los PUFA n-3 sobre
la salud humana.

En las ultimas décadas, se ha demostrado que los factores genéticos
determinan la susceptibilidad de un individuo a enfermar, y que los
factores ambientales determinan que un sujeto de los genéticamente
predispuestos lo haga. En este sentido, la nutricion es un factor
determinante muy importante (Lusis, 2000). Los estudios en los cambios
evolutivos de la dieta indican que los cambios mas importantes que han
tenido lugar en nuestra dieta han ocurrido especialmente en el tipo y
cantidad de acidos grasos esenciales y de antioxidantes en los alimentos
(Mata y col., 2002). Los cambios ocurridos en los ultimos 100 afios son
potentes promotores de diferentes disfunciones y de algunas de las
enfermedades cronicas mas relevantes en la actualidad, como la
aterosclerosis, la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la enfermedad
inflamatoria, la obesidad y determinados canceres (Bartsch y col., 1999;
James y col., 2000; Hu y col., 2002; Kris-Etherton y col, 2002; Ruxton y
col., 2004.).

Parece evidente que en la actualidad, en los paises industrializados,
existe un cambio absoluto y relativo en el aporte de acidos grasos n-6 y n-3
en los alimentos, que junto al cambio en los habitos dietarios hace que la
relacion n-6/n-3 sea de 15-20:1, cuando deberia ser inferior a 10:1
(FAO/OMS, 1997; Simolopoulos, 2002; Mata y col., 2002).

Respecto a los acidos grasos n-3, se empezaron a considerar de gran
interés en la década de los 70, siendo Bang y colaboradores en 1980 los
que establecieron una nueva dimension de la relacion entre la grasa de la
dieta y la mortalidad por enfermedad coronaria, al descubrir que la
mortalidad por infarto de miocardio en los esquimales de Groenlandia,
ajustada por edad, era significativamente menor que la de los daneses, a
pesar del alto contenido en grasa y colesterol y bajo en carbohidratos de su
dieta.
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3.2.1. Enfermedad cardiovascular

La cardiopatia isquémica es la complicacion clinica principal de la
ateroesclerosis, proceso inflamatorio que se desarrolla por la interaccion
entre el colesterol transportado en las lipoproteinas de baja densidad, los
monocitos-macrofagos, las plaquetas y las células de la pared arterial
(Mata y col., 1996; Bulliyya, 2002; Dewailly y col.,, 2003). La
ateroesclerosis puede ser provocada por multiples factores genéticos y
ambientales (Pasten y Grenett, 2006). Entre estos, los habitos dietéticos, la
actividad fisica y el consumo de tabaco tienen un papel fundamental en el
desarrollo de cardiopatias isquémicas (Pasten y Grenett, 2006).

La Sociedad Europea de Cardiologia pronostica una epidemia de
enfermedades cardiovasculares en un plazo de entre 15 y 20 afios, si no se
consigue que la prevencion gane la batalla (Michal Tendera, Inauguracion
del Congreso Mundial de Cardiologia, septiembre de 2006). Segun
Tendera (presidente de la Sociedad Espafiola de Cardiologia), 17 millones
de personas mueren cada afio en el mundo debido a estas enfermedades, de
los que cuatro millones y medio son europeos. Las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en los paises
occidentales y una parte importante de Asia y se conoce que la dieta puede
influir en algunos de los factores de riesgo descritos para estas
enfermedades (Lusis 2000; The European Heart Network, 2002; Ruxton y
col., 2004; Carrero y col., 2005).

Estudios epidemiolégicos

Desde 1985 se han realizado diversos estudios epidemioldgicos. El
estudio “The ceben Countries” (20 afios de duracidn), el estudio “The
Western Electric” y el estudio “US Physicians Health”, determinaron que
un consumo discreto de pescado se asocia a una clara reduccion en el
riesgo de mortalidad de causa cardiovascular en diversas poblaciones no
mediterraneas (Kromhout y col., 1985; Daviglus y col, 1997; Albert y col.,
1998). Sin embargo, el consumo de pescado no protege contra la
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enfermedad coronaria en aquellas poblaciones en que el consumo de grasas
saturadas es elevado (Kromhout, 1989). Otro estudio sobre la prevencion
de Aterosclerosis Coronaria Mediante la intervencion con acidos grasos n-
3 de origen marino (también conocido como SCIMO), demostrdé una
reduccion en el desarrollo de la aterosclerosis al administrar dosis de 1,65 g
de AGPI n-3 al dia (Von Schacky y col., 2001).

Una revision en 1999 de distintos estudios cohorte prospectivos, con
mas de 115.000 sujetos, ha mostrado que en aquellas poblaciones con bajo
riesgo de desarrollar enfermedad coronaria, el consumo de pescado no tuvo
un efecto protector. Sin embargo, en aquellas poblaciones de alto riesgo, el
consumo de 40-60 g de pescado al dia se asocid con una reduccion del
riesgo del 40 al 60% (Marckmamm y Grombacek, 1999).

Por otra parte, tres estudios de intervencion han mostrado que el
consumo de pescado o de aceite de pescado tiene efectos protectores
importantes frente a las ECV. El "Diet and Reinfarction Trial" (DART)
demostré que dosis relativamente bajas de PUFA n-3 (2,3 g/semana),
equivalentes a 2-3 porciones de pescado azul a la semana, reducian el
riesgo de sufrir un episodio coronario secundario y producian un descenso
del 30% en la mortalidad a causa de ECV (Burr y col., 1989). En el estudio
"GISSI-Prevenzione", el consumo de un suplemento nutricional de AGPI
(1 g/dia) disminuy6 en un 17% el riesgo de mortalidad por ECV, en
relacion con el grupo control que no consumi6 el suplemento (Hopper y
col., 1999). Ademas el estudio "Lyon Heart" demostré que una dieta de
tipo mediterranea, que aportaba acido oleico, antioxidantes naturales,
cantidades reducidas de acidos grasos saturados y aproximadamente 2
g/dia de LNA, redujo la aparicion de episodios coronarios en un 70% y la
mortalidad en un 80% (Kris- Etherton y col., 2001).

Otros estudios no epidemiologicos han demostrado que dosis bajas de
aceites de pescado (1 g/dia de PUFA n-3) pueden disminuir la
concentracion de triglicéridos del plasma en ayunas y también en el estado
postpandrial (Zampelas y col., 1994; Harris, 1997), a partir de cuyos
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valores se ha sugerido se puede predecir el riesgo de sufrir infarto de
miocardio (Von Schacky, 2000; Trautwein, 2001).

Posibles mecanismos de accion

Se han propuesto varios mecanismos mediante los cuales los PUFA n-3
podrian ejercer su efecto protector frente a las enfermedades
cardiovasculares. Entre ellos se ha descrito la capacidad que tienen para
influir en la coagulacion sanguinea y la trombosis, la presion sanguinea, y
la inflamacion (Carrero y col., 2005).

La formacion del trombo esta influenciada por las plaquetas y los
mecanismos de coagulacion y fibrinolisis (Mata y col., 2002, Ruxton,
2004). Los acidos grasos EPA y DHA reemplazan parcialmente a los
acidos grasos n-6, especialmente al AA en las membranas de varios tipos
celulares como son las plaquetas, eritrocitos, células blancas y hepéaticas
(Sanders y Roshanai, 1983). De esta forma, la sintesis de TXA2 se reduce
y se produce TXA3, que tiene menos capacidad proagregante, reduciendo,
por tanto, la agregacion plaquetaria y la trombosis (Connor, 2000). Por otra
parte, la produccion de eicosanoides proinflamatorios como la PGE2 y
LTB4 derivados del AA disminuye, mientras aumentan los derivados de
los PUFA n-3 como la PGE3 y el LTB5 con escasa actividad inflamatoria
(Kinsella y col., 1990; Wainwright, 2002). Un aumento de EPA Y DHA en
la composicién de la membrana de los eritrocitos también tiene efecto
sobre su deformabilidad beneficiosos para la salud (Murray y col., 2001).

El consumo de PUFA n-3 tiene un efecto hipolipemiante por su efecto
reductor sobre los triglicéridos del plasma (The British Nutrition
Foundation, 1997). Los triglicéridos elevados son un factor de riesgo
independiente de las ECV. La intensidad de la lipemia postprandial esta
relacionada con el tipo de grasa ingerida (Harris, 1997). Algunos estudios
indican que la ingesta de DHA y EPA reduce el aumento postprandial de
triglicéridos, produciendo un efecto beneficioso para la salud (Zampelas y
col., 1994; Layne y col., 1996; Adler y col., 1997). Otros estudios también
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han demostrado que el consumo de aceite de pescado, puede disminuir los
niveles de triglicéridos en sujetos sanos ¢ hiperlipémicos (Cobiac y col.,
1991; William y col., 1992; Visioli y col., 2000).

La oxidacion de las LDL juega un importante papel en el inicio y
desarrollo de la ateroesclerosis (Witztum y Steinberg, 1991). El cambio en
la composicién de los principales acidos grasos de la dieta afecta a la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad. Las LDL enriquecidas con
acidos grasos monoinsaturados derivados del aceite de oliva son maés
resistentes a la oxidacion que las LDL enriquecidas con &cidos grasos
saturados y PUFA n-6 (Mata y col., 1996; Mata y Alonso, 2001). También
se ha observado, que las LDL aisladas de sujetos sanos después de una
dieta enriquecida en acido oleico producen menos quimiotaxis y reducen la
adhesion de los monocitos cuando se compararon a las LDL de una dieta
enriquecida en acido linoleico (Tsimikas y col., 1999).

Investigaciones recientes concluyen que se puede modular la
concentracion de LDL y HDL mediante la ingesta de pescado (Bulliyya,
2002; Dewailly y col., 2003). En 2002 Bulliyya comparé los analisis de
500 individuos de India consumidores de pescado con los de 500 sujetos
que casi nunca ingerian pescado. El grupo que consumia pescado ostentaba
niveles ligeramente superiores de HDL y  concentraciones
significativamente menores de LDL. Similares resultados obtuvo Dewaly
en 2003 con sujetos pertenecientes a tres grupos étnicos en Quebec.

El endotelio también juega un importante papel en la regulacion del
tono vascular a través de la liberacion de sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras (Booyse y col., 1999; Handin y Loscalzo, 1988; Bodary
y col.,, 2002). Ademas, las células endoteliales secretan numerosos
metabolitos implicados en la coagulacion, fibrinolisis y en la adhesion y
migracion transendotelial de los leucocitos circulantes dentro de la pared
vascular (Bodary y col., 2002; Mata y col., 2002). Una correcta funcion del
endotelio previene el inicio y desarrollo de la lesion aterosclerotica y del
fendmeno tromboético que desencadena el episodio coronario agudo
(Handin y Loscalzo, 1988; Mata y col., 2002). En las etapas iniciales del
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desarrollo de la placa del ateroma, se produce un depdsito de lipidos y su
posterior oxidacién en la pared vascular, con lesion del endotelio,
reclutamiento de células inflamatorias (especialmente monocitos) y
acumulacion de células musculares lisas (Mata y col., 2002).

Hipertension arterial

La hipertension arterial es otro importante factor de riesgo en el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular (Carrero y col., 2005). Entre
otros efectos, la hipertension provoca la activacion del endotelio (Brown y
Hu, 2001), lo que a su vez origina la produccion endotelial de moléculas de
adhesion ICAM-1 y VCAM-1 y la infiltracion de células sanguineas a la
pared vascular, contribuyendo al engrosamiento de la arteria y al desarrollo
de la aterosclerosis (Report of the British Nutrition Foundation's Task
Force, 1992). Sin embargo, un estudio que incluye poblaciones de
diferentes partes del mundo sugiere que el riesgo cardiovascular es
heterogéneo entre poblaciones con similar presion arterial (Van Dem
Hoogen y col., 2000).

Diferentes estudios sugieren que la dieta puede tener un papel
determinante en la prevalencia de la hipertension arterial (Brown y col.,
2001). La ingesta elevada de sal y el consumo reducido de calcio, potasio,
magnesio, fibra vegetal y vitaminas A y C se ha relacionado con cifras
elevadas de presion arterial (Brown y col., 2001). En general, la dieta rica
en grasa saturada favorece la elevacion de la presion arterial (Mata y col.,
2002), mientras que las grasas insaturadas tienen un efecto contrario o nulo
(Morris y col., 1993; Appel y col., 1993; Harris, 1996). El aumento en el
consumo de acidos grasos n-3 puede producir una reduccion en la presion
arterial sistolica y diastolica, tanto en sujetos normo como hipertensos
(Appel y col., 1993), sin afectar el metabolismo hidrocarbonado y las
concentraciones de insulina (Lahoz y col, 1999). También se ha
demostrado, que el consumo de dosis altas de n-3 (3-4 g/dia) previene el
aumento de la tension arterial y de la resistencia vascular observada en
pacientes transplantados de corazén (Holm y col., 2001).

34



3.2 Efectos beneficiosos de los PUFA n-3 sobre la salud humana

En un estudio realizado sobre varones con sobrepeso y con una leve
hiperlipemia, el consumo de 4 g/dia de acido docosahexaenoico purificado
produjo un descenso significativo de la tension arterial. Sin embargo, el
acido eicosapentaenoico no produjo ningiin efecto significativo respecto al
placebo (Mori y col., 1999).

En dos estudios, tanto en hombres como en mujeres, se observd el
efecto beneficioso en la reduccion de la presion arterial de la sustitucion
isocalorica de una dieta rica en grasa saturada por grasa monoinsaturada y
poliinsaturada n-3 (Lahoz y col., 1999; Espino y col., 1996). En estos
estudios no hubo variacion en el consumo de sodio, potasio y calcio, ni en
la excrecion urinaria de sodio.

Diabetes Mellitus tipo II.

El desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 y resistencia a la insulina se
asocia con el exceso de peso y la obesidad (Swindurn y col., 1991) y con
una ingesta caldrica excesiva, especialmente de grasa saturada y baja en
carbohidratos (Marshall y col., 1991). Numerosos estudios han demostrado
que la sustitucion, en una dieta rica en grasa, de la grasa saturada por
hidratos de carbono, produjo una mejora en la secreciéon de insulina y una
reduccion en las concentraciones plasmaticas de colesterol-LDL (O’'Dea,
1988; Cruickshank y col., 1991). Sin embargo, este tipo de dieta tiene
efectos negativos en los pacientes diabéticos, porque suelen aumentar las
concentraciones plasmaticas de triglicéridos y disminuir las de colesterol-
HDL. También puede deteriorar el metabolismo de la glucosa y aumentar
la lipemia postprandial. Por tanto, los potenciales efectos negativos de una
dieta baja en grasa y rica en carbohidratos, ha despertado el interés por el
efecto de las dietas ricas en grasas insaturadas sobre el metabolismo de la
glucosa (Mata y col., 2002).
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3.2.2. Funcion de los PUFA durante la gestacion y la
lactancia.

Los acidos grasos esenciales y sus derivados poliinsaturados de larga
cadena desempefian un papel crucial en el desarrollo fetal y en el resultado
de la prefiez (Dutta-Roy, 1997; Kurlak y Stephenson, 1999; Uauy y col.,
2000; Smith, 2002). Durante la gestacion, es necesario adquirir acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga para el desarrollo de la placenta y
del feto. Ademas, existen pruebas evidentes de que la nutricion y la salud
maternas durante el periodo de la concepcion tienen una importancia
crucial sobre el desarrollo del feto (Connor y col.,, 2000; Gibson y
Makrides, 2001), de forma que al nacimiento existe una relacién
significativa entre el estatus de LCPUFA de la madre y el recién nacido
(Connor y col., 1996; Velzing-Aarts y col., 2001).

Los acontecimientos que preceden a la concepcion influyen en el
proceso fisioldégico de acumulacion de grasa y en la naturaleza de la grasa
almacenada. Esta es la grasa que se tiene a disposicion durante el periodo
de la formacion y la division celular en el desarrollo embrionario y de la
placenta durante el primer trimestre de gestacion (FAO, 1993).

A partir del momento de la concepcion también se acumulan cantidades
importantes de grasa para mantener el crecimiento fetal, reservas que son
utilizadas fundamentalmente durante el tercer trimestre de la gestacion
(Kurlak y Stephenson, 1999; Montgomery y col, 2003), asi como para
satisfacer las necesidades iniciales de la lactancia (Gibson y Makrides,
2001). Las carencias especificas de acidos grasos n-3 durante la gestacion y
el primer afio de vida influyen en la integridad neurologica (Budowski y
col., 1987; Crawford y col., 1989; Uauy, 2000; Wainwright, 2002) y
afectan selectivamente al aprendizaje y a la capacidad visiva (Wheeler y
col., 1975; Lamptey y Walker, 1976; Yamamoto y col., 1987; Bourre y
col., 1989; Carrié y col., 2000). Los estudios realizados con primates no
humanos confirman que la carencia de n-3 disminuye el desarrollo de la
funcion retinal y de la agudeza visual (Neuringer y col., 1988).
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Estudios recientes en nifios, han concluido que los acidos grasos n-3 son
esenciales y que es necesario incluir DHA en los alimentos para lactantes
(Birch y col., 1992a y 1993; Carlson y col., 1993a; Uauy y col., 1990;
Uauy, 1992). Aunque no existen estudios similares con AA, los datos
experimentales sugieren que los niveles bajos de AA se asocian a un
crecimiento prenatal lento (Crawford y col., 1989; Leaf y col., 1992) y
postnatal tardio en los nifios prematuros (Carlson et al., 1996). Por tanto, el
acido araquidonico debe considerarse un nutriente esencial durante las
primeras etapas del desarrollo debido a que se encuentra en la leche
humana (Koletzko y col. 1992) junto con el acido docosahexaenoico. Asi,
la Sociedad Europea de Pediatria, Gastroenterologia y Nutricion en 1991,
La Fundacion Britanica de Nutricion en 1992 y el comité de expertos sobre
Grasas y Aceites en Nutricion Humana de la WHO/FAO en 1997 han
recomendado afiadir a las formulas lacteas para nifios prematuros LNA,
DHA y AA. En 1994 la Sociedad Internacional de Acidos Grasos y Lipidos
comparte dichas recomendaciones.

Como se ha indicado anteriormente, la importancia de los acidos grasos
poliinsaturados de larga cadena para el feto y el neonato estd ampliamente
contrastada y cada vez se hace més evidente el papel que desempenan en la
regulacion de la funcion celular. Algunos de los estudios que intentan
aclarar la funcion de los PUFA durante la etapa prenatal y postnatal
temprana son los siguientes:

- La disponibilidad del &cido araquidénico como precursor de
eicosanoides, leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos (Barber
y Ponz, 1998; Kurlak y Stephenson, 1999).

- El papel del acido araquidénico como segundo mensajero (Kurlak y
Stephenson, 1999; Wainwright, 2002).

- El rol estructural del DHA y AA como componentes de los
fosfolipidos en las membranas celulares, con especial énfasis en el
DHA como principal componente de las membranas de las células
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neuronales y de la retina (Bourre y col., 1989; Treen y col, 1992;
Uauy y col., 2000; Carrié y col., 2000).

- La insaturacion de la cadena de carbono puede afectar a la fluidez
de la membrana celular. La fluidez de la membrana modula la
funcion de receptores y transportadores, al mismo tiempo que
interacciona con factores de transcripcion en el interior de la célula
(Clanidin, 1994; Wainwright, 2002). Los mas conocidos son los
“receptores activados por proliferadores peroxisomales” (PPAR)
que son sensibles a la presencia de acidos grasos libres en el
citoplasma. Los PPAR parece que controlan la expresion de la acil-
CoA sintasa y de proteinas relacionadas con la union y el transporte
de los acidos grasos (Kurlak y Stephenson, 1999; Garcia Muriana
2002; Uauy y col., 2000).

Periodo prenatal

Durante la gestacion, la madre adapta su metabolismo a las necesidades
de feto. En este periodo, la concentracion de fosfolipidos plasmaticos
aumenta en mas de un 50%, como consecuencia de la hiperlipidimia
asociada a este estado. Ademas, las cantidades absolutas de AA y DHA se
incrementan en un 23% y un 52%, respectivamente (Gil, 2002). Este
aumento de DHA, segtin Gil, parece deberse a la movilizacion de depdsitos
maternos, mas que a un aumento de la sintesis o cambios en los habitos
dietéticos. Ademads, bajas concentraciones en plasma de AA y DHA estan
relacionadas con un peso inferior de la placenta, y éste hecho también se ha
relacionado con una gestacion mas corta y menores perimetros cefalicos en
los recién nacidos (Gil, 2002).

Durante los primeros dos tercios de la gestacion, la mayor parte del
incremento de peso de la madre corresponde a la acumulacion de depdsitos
de grasa, depodsitos que seran liberados en el ultimo tercio de la misma
(Boza, 1998; Uauy y col., 2000; Herrera, 2002). En este tlltimo tercio de la
gestacion, la actividad lipolitica del tejido adiposo es potenciada, y sus
productos, acidos grasos libres y glicerol, son fundamentalmente dirigidos
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al higado materno, donde los FFA son convertidos en cuerpos cetonicos y
el glicerol en glucosa, ambos productos atraviesan facilmente la placenta
para participar en el metabolismo fetal (Dutta-Roy, 1997; Herrera, 2002).

Durante el Gltimo trimestre de gestacion, el feto capta 50-60 mg/d de
LCPUFA n-3, aproximadamente un 4-5% de la energia requerida. Para que
exista un equilibrio adecuado, la madre gestante deberia ingerir alrededor
de 100 mg/d de estos acidos grasos (Gil, 2002; Uauy y col., 2000). Una
ingesta materna excesiva de LCPUFA n-3 puede tener efectos inhibitorios
sobre las A-5 y A-6 desaturasas, hecho que puede causar un descenso del
nivel de AA, de la misma manera que una elevada concentracion de
LCPUFA n-6 en el plasma materno hace que disminuya la concentracion
de LCPUFA n-3 (Cho y col., 1999; Uauy y col., 2000; Herrera, 2002). La
razon entre los acidos grasos n-6 y n-3 presentes en la dieta debe mantener
un rango entre 5:1 y 10:1, y la razon entre el DHA y el AA debe ser de 1:1
a 1:2 para que no exista competencia por las desaturasas (Uauy y col.,
2000). Asi, la suplementacion de la dieta de mujeres gestantes con 2.7 g/d
de aceite de pescado desde la semana treinta de la gestacion hasta el parto,
se traduce en un aumento significativo de los acidos grasos n-3 en los
fosfolipidos del cordéon umbilical y en una disminucion concomitante de
los 4cidos grasos n-6 (Gil, 2002).

Periodo postnatal

Los recién nacidos alimentados con la leche materna tienen niveles mas
elevados del DHA y AA, en comparacion con los alimentados con la
mayoria de las formulas lactorreemplazantes comercializadas (Sanders y
Naismith, 1979; Makrides y col, 1996; Innis y col., 1996, Maurage y col.,
1998). En bebes recién nacidos, la cantidad de acidos grasos liberados en
plasma aumenta seis veces durante las cinco primeras horas de vida
(Leskanich y Noble, 1999).

Durante la lactacion la madre pierde 70-80 mg/dia de DHA en la leche,

ademas de las cantidades utilizadas para satisfacer las demandas
endogenas. Entre los primeros dias y la 5* semana se observa un descenso
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del 30% de los niveles de DHA de los fosfolipidos plasmaticos. Este
descenso se mantiene durante las primeras doce semanas e incluso hasta
los 6 meses (Gil, 2002).

La leche humana contiene una cantidad variable de AA y DHA
preformados que oscila de 0,4-0,7% para el AA y de 0,2-0,4% para el
DHA, sobre el total de los AG. Su contenido en muy constante en diversas
poblaciones de diferente origen étnico y con habitos alimentarios muy
diferentes. La elevada concentracion de LCPUFA en el calostro de madres
de nifios pretérmino sugiere que las células mamarias son capaces de
elongar y desaturar LA y LNA después del parto, siendo independiente de
la duracion del embarazo (Greiner y col., 1997).

La cantidad de DHA es mayor en la leche de las madres con un
consumo alto de pescado y en aquellas mujeres que reciben una
suplementacion con aceite de pescado en la dieta. Sin embargo, a pesar de
la concentracion elevada de EPA en el aceite de pescado, el acido graso
mayoritario de la serie n-3 en la leche es el DHA, sugiriendo que existe un
mecanismo regulador para suministrar una cantidad relativamente
constante de este AG al recién nacido. Ademas se ha podido comprobar
que el DHA de la leche y de los eritrocitos de los recién nacidos
alimentados al pecho esta positivamente correlacionado con el DHA de la
dieta materna (Gil, 2002).

Importancia de los PUFA en el desarrollo del cerebro.

Los lipidos constituyen entre un 50-60% del peso seco del cerebro de
un adulto, y aproximadamente un 35% estan en forma de LCPUFA,
principalmente como AA y DHA (Crawford, 1993). La vida intrauterina
constituye un periodo vulnerable en el desarrollo del cerebro, puesto que el
feto depende totalmente del suministro materno de nutrientes especificos
para su crecimiento (Dutta-Roy, 1997). El AA y el DHA se obtienen por
biosintesis a partir de sus respectivos acidos grasos esenciales obtenidos de
la dieta (LNA y LA), o bien, directamente de la dieta (Wainwright, 2002).
La cantidad de PUFA se incrementa conforme avanza la gestacion,
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aumentando de forma exponencial durante el desarrollo prenatal y, tan solo
de forma lineal durante el postnatal. La mayor parte de éstos, son derivados
de larga cadena de las series n-3 y n-6, siendo la cantidad de acidos grasos
n-6 dos veces superior que la de n-3 (Clandinin y col., 1980a; Martinez,
1995). El cerebro fetal obtiene aproximadamente 21g de DHA por semana
durante el ultimo trimestre de la gestacion (Clandinin y col, 1981).

En el cerebro, la incorporacion de AA y DHA en las membranas se
produce mayoritariamente a partir de la reutilizacion de PUFA
preformados, siendo ésta diez veces mayor que la sintesis a partir de sus
precursores. Ademas, en estudios con ratas se ha demostrado que
unicamente el 15% del AA y del DHA son oxidados en las primeras 24
horas, mientras que sus precursores sufren un 60% de oxidacién. Por otra
parte, el LNA, que puede traspasar la barrera hematoencefalica, es usado
para la sintesis de colesterol mas que para la sintesis del DHA (Gil y col.,
2002). La importancia del LNA y LA no sélo radica en su funcién
precursora de LCPUFA, quizas sea igual de importante el hecho de ser
precursores de los cuerpos cetdnicos necesarios para la sintesis lipidica
cerebral in situ (Cunnane y col., 1999a).

La importancia relativa del mecanismo de captacion de LCPUFA del
plasma y el de sintesis in situ a partir de sus precursores, es un problema
fundamental que necesita ser resuelto para establecer los requerimientos de
LCPUFA de las series n-6 y n-3 del sistema nervioso central en desarrollo.
Varios estudios han mostrado que el cerebro maduro y en desarrollo puede
desaturar y elongar 4cidos grasos esenciales en animales en
experimentacion (Clanidin y col., 1980; Uauy y col., 2000). Las células
endoteliales del sistema vascular del cerebro también pueden desaturar y
elongar LA y LNA hasta AA y EPA, pero no completan la sintesis hasta
DHA. Por otro lado los astrocitos pueden sintetizar AA y DHA, que tras
ser liberados, pueden incorporarse a las neuronas del cerebro y del cerebelo
(Gil, 2002). Ademas, no hay una relacion lineal entre la cantidad de DHA
del cerebro y la de los fosfolipidos de los eritrocitos (Wainwright, 2002).
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La deficiencia de acidos grasos n-3 y n-6 en la dieta conlleva anomalias
fisicas y funcionales en el cerebro, puesto que en el cerebro en crecimiento
cada hora se originan miles de nuevas sinapsis. Ademas, ambas series de
acidos grasos tienen que estar balanceadas, de manera que altos niveles del
DHA con bajos niveles de acidos grasos n-6 también producen un retardo
en el crecimiento cerebral (Ward y col., 1998). A pesar de la abundancia
del DHA en las membranas sinaptosomales, el AA es preferentemente
liberado de los fosfolipidos de membrana por la fosfolipasa A,. Esto ocurre
porque el AA es mas importante como acido graso libre, con un papel
destacado en la transduccion de senales de las células neuroendocrinas,
estando implicado en la liberacién de la hormona del crecimiento y la
prolactina (Kurlac y Stephenson, 1999; Roudbaraki y col., 1996). Cuando
solo hay deficiencia de acidos grasos n-3 no afecta al crecimiento del
cerebro, no obstante, éste sufre cambios caracteristicos en la composicion
en acidos grasos, disminuyendo la cantidad del DHA y aumentando la del
acido docosapentaenoico (Wainwright, 2002).

También hay evidencias de que existe relacion entre el contenido en
acidos grasos esenciales de la dieta y el sistema neurotransmisor del
cerebro de la rata. Cuando hay una deficiencia cronica en la dieta de LNA
se producen anormalidades severas en la funcion cerebral. En el sistema
mesocortical parece existir una disminucion en la liberaciéon de dopamina,
y una reduccién de los receptores de dopamina D2. Por el contrario en el
sistema mesolimbico se incrementa la liberacion basal de dopamina y los
receptores D2 (Chalon y col., 2001; Zimmer y col., 2000).

3.2.3. Sistema inmune

El interés sobre la participacion de los lipidos en la respuesta
inmunitaria empezo6 cuando se reconocid su efecto modulador del sistema
del reticulo endotelial (Di Luzio, 1972). Ademas, se ha demostrado que las
grasas influyen en la gravedad de las enfermedades autoinmunitarias, asi
como en la duracion de la aceptacion de homo-injertos (Mertin y Hunt,
1976; Ring y col., 1974; Kremer, 1996; Lawerence y Sorrel, 1993). Desde
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1975 se conoce que la adicion de acidos grasos a los cultivos in vitro de
linfocitos modifican su respuesta mitogénica (Mertin y Hughs, 1975).

Para la elaboracion de una respuesta inmunitaria satisfactoria, es
esencial la cooperacion entre las distintas células del sistema inmunitario,
en la que intervienen diferentes lipidos intermediarios (FAO/OMS, 1997).
Los lipidos de la alimentacion pueden afectar al sistema inmunitario
influyendo en la disponibilidad del sustrato de la ciclooxigenasa y de la
lipooxigenasa. Estos productos, a su vez, actian como intermediarios
lipidicos en el control del sistema inmunitario (Rola-Plaszczynski, 1985;
Goodwin y col., 1974). Por otra parte, las células del sistema inmunitario
dependen en gran medida de la funcion de la membrana celular para
realizar operaciones tales como secrecion de citoquinas y anticuerpos,
recepcion de antigenos, transformacion de linfocitos y lisis por contacto.
La importancia de los lipidos en el mantenimiento de la integridad de la
membrana indica que pueden ser nutrientes criticos en la regulacion de la
funcién inmunitaria (Stubbs y Smith, 1984).

Los metabolitos del acido araquidonico también intervienen en el
control del sistema inmunitario. Los metabolitos del AA, las PG, el HETE
y los LT son producidos por las células mononucleares de la sangre
periférica humana y por los esplenocitos de raton en respuesta a los
estimulos de los mitoégenos o de los antigenos. In vitro, la PGE, inhibe la
proliferacion de las células T (Goodwin y col., 1974; Rola-Plaszczynski y
Lemaire, 1985;), la produccién de citoquinas (Gordon y col., 1976), la
generacion de células citotoxicas (Plaut, 1979) y la actividad de las células
asesinas naturales (Roder y Klein, 1979).

Se ha demostrado que, ademas de la PGE,, los productos de la
lipooxigenasa (LT y HETE) inhiben la proliferacion de los linfocitos en los
esplenocitos del raton y en los linfocitos periféricos humanos (Goodman y
Weigle, 1980).

La PGE, controla distintos aspectos de la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica celular (FAO/OMS, 1997). La produccion de PGE,
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disminuye tras consumir PUFA n-3. Algunos estudios en el ser humano
han demostrado de manera coherente, como se coment6 anteriormente, que
la produccidn de citoquinas proinflamatorias disminuye cuando se ingieren
por via oral una suplementacion de PUFA n-3 de origen marino (Meydani
y col., 1993; Kremer y col., 1987; Meydani y col., 1991; Endres y col.,
1989). La disminucion de la produccion de citoquinas proinflamatorias y
de eicosanoides contribuye al efecto beneficioso del aceite de pescado en la
reduccion de la patogénesis de las enfermedades inflamatorias vy
aterosclerdticas.

Las propiedades inmunomoduladoras de los PUFA estan
suficientemente contrastadas en la bibliografia (Calder y col., 1991, 1992,
2002). Los cambios de los lipidos de la dieta influyen en la composicion en
PUFA de las membranas de las células, pudiendo modificar el fenotipo
inmune desarrollado tras una infeccion (Muturi y col., 2005). Sin embargo,
hay relativamente pocos estudios especificos sobre el efecto de la
suplementacion con aceite de pescado sobre la inmunidad celular. En este
sentido, se ha observado que la suplementacion con aceite de pescado in
vivo reduce la proliferacion de las células T y B, una medida de la
inmunidad mediada por células (Meydani y col., 1991; Kramer y col.,
1991).

También se ha descrito que la suplementacion de la dieta con PUFA
procedentes de aceite de pescado reduce la resistencia natural de los
ratones frente a la infeccion con Salmonella typhimurium (Chang y col.,
1992). Frente a Listeria monocytogenes y Klebsiella pneumoniae, la
suplementacion de la dieta con aceite de pescado también presenta efectos
negativos (Fritsche y col., 1997; 2000; Bjornsson y col., 1997).

En pollos infectados con Eimeria tenella, se observa una reduccion de
la infeccidn parasitaria, disminuyendo las lesiones cecales, al tiempo que se
mantiene la ganancia de peso de los animales (Allen y col., 1996).

Moussa y col. (2000) estudiaron el efecto de los PUFA de la dieta sobre
la composicion en acidos de la membrana de los linfocitos y la
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proliferacion y activacion de los mismos. Observaron que un incremento
de los niveles de LA en los linfocitos del bazo se correlacionaban
negativamente con la expresion de la cadena o de los receptores de la IL2 y
con la proliferacion de estos linfocitos. Sin embargo encontraron una
correlacion positiva entre la expresion de la cadena o de los receptores de
la IL2 y la proliferacion de los linfocitos del bazo con los niveles de 4cido
oleico. Concluyendo que el efecto inmunosupresor descrito en la literatura
de los PUFA, en funcion de la composicion de los fosfolipidos de
membrana, sobre la activacion de los linfocitos puede ser intervenido con
la suplementacion de la dieta con acido oleico.

Muturi y col. (2005) estudiaron el efecto de suplementar la dieta de
terneros con aceite de pescado rico en PUFA n-3 sobre la composicion
tisular en acidos grasos y sobre la infeccion abomasal e intestinal de los
nematodos Ostertagia ostertagi y Cooperia oncophora. Estos autores
concluyeron que el nimero de gusanos inmaduros fue significativamente
mas alto en el grupo que ingirié la dieta suplementada con aceite de
pescado. El nimero de mastocitos y de eosinédfilos de la mucosa se
incrementd por la infeccion, siendo inferior su cantidad en el tejido
intestinal para el grupo cuya dieta contenia aceite de pescado frente al
control. Por lo tanto, los autores sugieren que una reduccion de la relacion
n-6/n-3 en la dieta se puede utilizar como una estrategia para potenciar la
respuesta inmune frente a la infeccion por nematodos parasitos en terneros.

3.2.4. Efectos anticancerigenos

En 1953 se desarrollaron los primeros estudios que demostraron que los
ratones y las ratas que se alimentaban con dietan ricas en grasas eran
mucho mas propensos al cancer de piel y de mama (Tannenbaum y
Silverstone, 1953). Los estudios epidemioldgicos constituyen el principal
instrumento experimental para identificar la relacion causal entre la ingesta
de un nutriente y el cancer. Los primeros datos epidemiologicos,
demostraron que la incidencia de determinados tipos de cancer era mucho
mas frecuente en los paises con una alimentacion rica en grasas que en
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aquéllos con una alimentacion de bajo contenido en grasa (Carroll y Khor,
1975). En la actualidad, mediante este método, ha sido posible establecer
una correlacion entre la ingesta excesiva de grasas saturadas y de alcohol, y
la disminucion en la ingesta de fibras dietéticas y antioxidantes con el
aumento de la incidencia de cancer en poblaciones que se caracterizan por
¢stos habitos alimenticios (National Research Council, 1982 y 1989;
Hunter y col., 1993; Garcia Muriana, 2002).

Los estudios experimentales demuestran que en el caso de los tumores
de mama, se requieren grasas poliinsaturadas n-6. La produccion de los
tumores aumenta con la adicién de acido linoleico hasta un umbral del 4-
5% de las calorias totales. Cuando se alcanza este umbral, aumentar las
grasas totales ocasiona mayores aumentos de la incidencia y del volumen
al parecer independientemente del tipo de grasa afiadido (IP, 1987). El
cancer de colon también parece requerir la presencia del acido linoleico,
aunque este requisito parece ser menor que en el caso del cancer mamario
(Bull y col., 1989).

Los aceites de pescado, que contienen principalmente acidos grasos
poliinsaturados n-3, no parecen favorecer el cancer mamario cuando se
suministran en grandes cantidades, aunque en pequefias cantidades podrian
tener un efecto estimulante (Carroll, 1989; Cave, 1991a, b). Los estudios
realizados con mezclas de acidos grasos n-3 y n-6 indican que el efecto
estimulante de los acidos grasos n-6 se puede neutralizar mediante una
relacion elevada de acidos grasos n-3 respecto a los n-6, tanto en el caso
del cancer mamario como en el de colon (Cave, 1991a; Reddy, 1992).

Estudios in vitro han demostrado que los PUFA n-3 tienen la capacidad
de reducir el crecimiento de distintas células cancerigenas humanas. Este
efecto es dependiente de la concentracion de los acidos grasos n-3 y se
relaciona con una disminucidon de la proliferacion y un aumento de la
apoptosis (Finstad y col., 1998).
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3.2.5. Requerimiento nutricional e ingesta recomendada
de PUFA n-3

El Comité de Food and Nutrition Board- National Research Council de
Estados Unidos define ingesta recomendable como: “Niveles de ingestas
de nutrientes esenciales que sobre las bases de conocimientos cientificos,
se juzgan adecuados para mantener los requisitos nutricionales de
practicamente todas las personas sanas”.

Las estimaciones realizadas sobre la ingesta de acidos grasos n-3 se
basan principalmente en los datos sobre consumo de alimentos y analisis
quimicos de las dietas. El consumo aproximado de LNA en los paises
europeos oscila entre 0,6 y 2,5 g/dia (Hepburn y col., 1986; Hulshof y col.,
1999; Sanders, 2000). El consumo estimado de EPA y DHA es del orden
de 0,1 a 0,5 g/dia en Europa (Sanders, 2000), de 0,1 a 0,2 en Estados
Unidos y de 2g/dia en Japon (Kris-Etherton y col., 2000).

La Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria en el afo 2001
estableci6 en sus guias alimentarias para la poblacion espafiola una serie de
objetivos nutricionales. En lo que respecta a la grasa, recomiendan un
aporte que oscila entre el 30 y el 35% de la energia total, dependiendo de la
calidad de la misma. Los acidos grasos saturados no deberan superar en
ningun caso el 10% del valor calorico total de la dieta habitual, siendo
aconsejable situar estos niveles en aportes no superiores al 7-8%. El acido
graso que debe ser mayoritario en la alimentacion habitual debe ser el
AGMI oleico con una participacion de 15 a 20% del valor caldrico total.
Los acidos grasos poliinsaturados deben limitarse a una cantidad que no
sobrepase el 5% de la energia total. De esta cantidad el 4% deben ser de la
seric omega 6 y el 1% restante omega 3. A pesar de la dificultad de
establecer cantidades de PUFA n-3, recomienda el consumo de 2g como
LNA y 200 mg como DHA al dia (Mataix, 2001b; Ruxton y col., 2004). La
FAO y la OMS en su informe del afno 2003 sobre dieta, nutriciéon y
prevencion de enfermedades cronicas recomiendan ingestas muy similares,
siendo la recomendacion para los PUFA n-3 de 1 a 2% de la energia total.
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La relacion recomendada por la FAO y la OMS (2003) entre la serie
omega 6 y omega 3 es de 4:1, en sintonia con la propuesta por diversos
autores que oscila entre 5:1 y 10:1 (Budowsky y col., 1987, Mata y col.,
2002; Simopoulos, 2002a).

La sociedad internacional para el Estudio de Acidos Grasos y Lipidos
sugiere la cantidad de 0,65g/dia de DHA y 1g/dia de LNA (Simopoulos y
col., 1999). Por otra parte, la Sociedad Americana del Corazon recomienda
el consumo de un gramo de diario de EPA + DHA procedentes de aceite de
pescado o suplementos para pacientes con enfermedad coronaria (Kris-
Etherton y col., 2003).

Uauy y Castillo (2003) revisaron las recomendaciones sobre los
requerimientos lipidicos a partir de los estudios publicados por la FAO y la
OMS en 1997 sobre grasas y aceites en nutricion humana, la Sociedad
Canadiense de Pediatria y Salud en 1993 y la Academia Americana de
Pediatria en 1992 concluyendo que durante los 6 primeros meses de vida,
la grasa de la dieta debe contribuir al 40-60% del total de los
requerimientos energéticos, que debe de reducirse hasta un 30-35% a los 3
afios de edad. La dieta en las primeras etapas de desarrollo debe aportar, al
menos, 3-4.5% de la energia total de LA y 0.5% de LNA (Uauy y Castillo,
2003). Para mujeres en edad fértil se recomienda obtener al menos el 20%
de su necesidad energética en forma de grasas (FAO/OMS, 1997).

Las personas activas que se encuentran en equilibrio energético pueden
recabar de las grasas alimentarias hasta el 35% de su aporte energético
total, si su aporte de acidos grasos esenciales es suficiente, y si el nivel de
acidos grasos saturados no supera el 10% de la energia que consumen. El
consumo de PUFA n-6 nunca debe ser superior al 10% del total de la
energia, ni el consumo de PUFA n-3 superior al 15% de la energia total.
También se aconseja una restriccion de consumo de colesterol de 300
mg/dia (FAO/OMS, 1997; Uauy y Castillo, 2003).
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3.3 Suplementaciéon lipidica en la dieta del
rumiante

Las dietas de los rumiantes suelen contener entre un 2 y un 5% de grasa,
aproximadamente la mitad de ésta son acidos grasos. Desde hace tiempo, la
tendencia ha sido incrementar la concentracion energética de la dieta
suplementandola con grasa que se incorporaba a la dieta en forma de
semillas ricas en lipidos, o directamente como grasa vegetal o animal
(Baldi y col., 1992; Jenkins y Palmquist, 1984). Esta puede ser procesada o
protegida para facilitar su incorporacion en los concentrados, prevenir el
efecto negativo que pudiese tener sobre la digestion de la fibra en el
rumen, evitar posibles perjuicios sobre la microbiota ruminal y evadir, al
menos en parte, su hidrogenacion en el rumen (Jenkins y Palmquist, 1984).

Cuando se modifica la dieta, el contenido en grasa y proteina de la leche
suelen responder de manera opuesta (Emery, 1978), siendo mayor la
posibilidad de modificar la cantidad y composicion de la grasa, que la de la
proteina y/o caseina (Sutton y Morant, 1989; Caja y Schmidely, 2005). La
modificacion de la producciéon y composicion (contenido en grasa y
proteina) de la leche a través de la dieta, implica considerar el estado de la
lactacion en el que se encuentra el rumiante (Morand-Ferh y col., 1991;
Kalscheur y col., 1999), asi como el nivel de ingesta (Hadjipanayiotou y
Morand-Fehr, 1991; Abijaudé y col., 2000).

3.3.1. Control de la ingesta del rumiante

Puesto que la ingesta ejerce una gran influencia en la produccion y
composicion de la leche (Hadjipanayiotou y Morand-Fehr, 1991), es
importante el estudio de aquellos factores que la determinan. En los
rumiantes, la ingesta estd mayoritariamente regulada por factores
desencadenados por la presencia del alimento en el rumen. La distension
del rumen y los aspectos quimicos y bioquimicos derivados de la digestion
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ruminal posibilitan a los rumiantes el control de la ingesta de alimento
(Forbes, 1995; Faverdin, 1999; Luy col., 2005).

Los nutrientes requeridos para una adecuada actividad microbiana
generalmente promueven la ingesta de alimento, mientras que los
nutrientes que alteran la funcionalidad del rumen (lipidos) la reducen
(Faverdin, 1999). Morand-Ferh (2005) en una revisién, expone que en
cabras, el déficit de nitrégeno fermentable en la dieta disminuye la ingesta,
mientras que el aporte de suplementos nitrogenados, la aumenta. Con
respecto al efecto de los lipidos, la infusion al duodeno generalmente
reduce la ingesta, pero cuando los lipidos son ingeridos o infundidos en el
rumen, la disminucion es incluso mayor (Faverdin, 1999). Este efecto
negativo se ha comprobado en cabras y parece ser proporcional a la
cantidad de acidos grasos poliinsaturados que presenten los lipidos (Giger—
Reverdin y col., 2004). El contenido en fibra del alimento es clave en la
ingesta voluntaria, de modo que un incremento de la cantidad de fibra de la
dieta reduce la ingesta de materia seca en cabras (Kawas y col., 1991;
Santini y col., 1991; Lu y col.,, 2005). Ademas, puede disminuir la
digestibilidad de algunos componentes de la dieta, excepto de la fibra, cuya
digestibilidad aumenta normalmente (Kawas y col., 1991; Lu y col., 2005).

A largo plazo, los rumiantes parecen capaces de seleccionar el alimento
tanto para optimizar el funcionamiento del rumen, como para satisfacer el
equilibrio nutricional que requiere el organismo (Faverdin, 1999), lo que
podria explicar la buena correlacion entre el nivel de ingesta y la
digestibilidad. La seleccion del alimento por los rumiantes parece que se
basa, principalmente, en su contenido en proteina bruta, mostrando,
generalmente, preferencia por dietas ricas en nitrogeno degradable, de alta
calidad (Faverdin, 1999).

El nivel de ingesta energética puede variarse modificando tanto el tipo

de forraje, su forma fisica o el contenido en fibra, asi como la relacion
forraje:concentrado en la dieta (Morand-Fehr y col., 2000).

50



3.3 Suplementacion lipidica en la dieta del rumiante

Morand-Fehr y col. (2000), en una revision al respecto, exponen que un
incremento en el nivel de ingesta energética en cabras en lactacion aumenta
la produccion de leche y disminuye su porcentaje en grasa. En cuanto a
este ultimo aspecto, Morand-Ferh y col. (1991) afiaden que la proporcion
de los acidos grasos C4-C16 se mantiene constante. Muchos estudios
reflejan un ligero aumento en el contenido de la proteina y caseinas de la
leche de diferentes rumiantes, debido al incremento de la ingesta energética
(Rémond, 1985; Morand-Ferh y col., 1991; De Peters y Cant, 1992; Caja 'y
Bocquier, 2000). Por otro lado, una ingesta reducida al principio de la
lactacion, podria disminuir la producciéon de leche, aumentando su
contenido en grasa y, en menor medida, el de proteina (Morand-Ferh y col.,
1991). Este ultimo efecto parece deberse, principalmente, a la disminucion
en la produccion (Rémond, 1985). Sin embargo, el aumento en el
contendido de grasa en leche podria deberse a la movilizacion masiva de
las grasas del tejido adiposo, principalmente de los acidos grasos C18, de
modo que se reduce significativamente la sintesis de novo de acidos grasos
de cadena corta (Morand-Ferh y col., 1991; Chilliard y col., 2003).

Abijaudé y col., (2000) estudiaron el efecto de la variacién en la
relacion forraje:concentrado y en la fuente de almidon en la dieta (cebada o
maiz), sobre la producciéon y composicion de la leche en cabras. Estos
autores, observaron que el contenido de grasa de la leche disminuyd
significativamente, con dietas ricas en concentrado frente a dietas ricas en
forraje, mientras que el contenido en proteina quedo ligeramente afectado.
Estas observaciones estan de acuerdo con los resultados obtenidos
anteriormente en diferentes rumiantes (Morand-Ferh y col., 1991; Calderon
y col., 1984; Caja y Bocquier, 2000). Morand-Ferh (2005), expone que las
cabras son extremadamente sensibles a dietas pobres en fibra y ricas en
concentrado. El pH ruminal desciende cuando la proporcion de
concentrado en la dieta excede el 60% de la materia seca, pudiendo
provocar sintomas de acidosis como la caida de la ingesta o diarrea.
Calderdn y col. (1984), sugieren que el caprino es menos sensible que el
vacuno a una dieta deficiente en fibra disminuyendo, en menor medida, el
contenido en grasa de la leche.
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En los estudios de Abijaudé y col. (2000), se deduce que la relacion
forraje:concentrado tiene menos influencia sobre la ingesta de materia seca
y produccion de leche que la fuente de almidon en la dieta. El almidon
rapidamente degradado en el rumen procedente de la cebada, aumento la
ingesta, la produccion de leche y también la acidificacion ruminal en
cabras en lactacion. Murphy y O’Mara (1993), en una revision, exponen
que el almidon rapidamente degradable produce la disminucion del pH
ruminal, reduciendo el nimero de bacterias celuloliticas y, por tanto, la
degradacion de la fibra. El aumento del almidén en la dieta de vacas en
lactacion deberia incrementar la relacion propionato:acetato, resultando en
mayor cantidad de proteina en leche y menor de grasa.

Con respecto al perfil de acidos grasos de la leche de cabra, en relacion
al nivel de forraje en la dieta, LeDoux y col. (2002) concluyen que la leche
de las cabras alimentadas con dietas ricas en forraje presentan valores mas
bajos de C10:0, C12:0, y C18:2 y mayor proporcion de los acidos grasos
C18:1 y C18:3 en la leche de aquellas cabras cuya dieta incluia un menor
nivel de forraje. Observaron que el incremento de la fraccién de forraje en
la dieta asi como niveles altos de alfalfa (en comparacion con alfalfa
deshidratada), producen la disminucion del contenido en acidos grasos
C18:1 trans, considerados perjudiciales para la salud (FAO/OMS, 2003).
Elgersma y col. (2006) exponen que la leche producida por vacas
alimentadas con forraje verde, especialmente aquellas sometidas a
pastoreo, presentd mayor proporcion de grasos insaturados, con valores
elevados de poliinsaturados y CLA (en particular C18:2, cis-9, trans-11)
que la leche producida por los animales que consumieron ensilados.

Respecto a los cambios en la forma fisica de la fibra de la dieta, Murphy
(1995) indica que estos pueden producir alteraciones en la composicion de
la leche. Cuando la dieta esta en forma de granulos, el contenido de grasa
en la leche puede disminuir y el de proteina aumentar debido a que el
tiempo de fermentacion del alimento en el rumen se reduce (Rook, 1976).
Morand—Fehr y col. (2000), observan una caida en el porcentaje de grasa
de la leche al sustituir heno de alfalfa, en forma de fibra larga, por
granulado. Sanz Sampelayo y col. (1998b), concluyen que la composicion
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y produccion de leche en cabras parece ser mas sensible a la ingesta
energética que a las caracteristicas fisicas de la dieta consumida. Sin
embargo, observaron que cuando el forraje se suministraba en forma de
granulos, la utilizacion del nitrogeno y de la energia para produccion de
leche fue mejor. Por otro lado, el tamafio de particula de la fibra de la dieta
afecta al tiempo de masticacion ejerciendo un efecto indirecto sobre la
produccion de grasa de la leche debido a la disminucion de la relacion
acetato-propionato (Fredeen, 1996). Sutton y Morant (1989) concluyeron
que el contenido de grasa de la leche se reduce con un tamafo de particula
del forraje inferior a 10 cm.

3.3.2. Metabolismo de los acidos grasos en el rumen y la
glandula mamaria

La ingesta energética puede incrementarse aumentando el aporte de
grasa en la dieta (Schingoethe, 1996). Esta estrategia, puede producir
diferentes efectos que dependen de la cantidad y calidad de la grasa
suplementada. Para el estudio de dichos efectos, es esencial conocer la
digestion ruminal, asi como el metabolismo de los acidos grasos en la
glandula mamaria.

La digestion de la grasa implica su hidrdlisis e hidrogenacion en el
rumen, de modo que los acidos grasos absorbidos en el intestino son mas
saturados que los presentes en la dieta (Doreau y Chilliard, 1997). La
hidrolisis de los lipidos de la dieta en el rumen se produce por la accion de
lipasas, galactosidasas y fosfolipasas, producidas por bacterias,
principalmente, y protozoos (Harfoot y Hazlewood, 1988) que dan lugar a
acidos grasos libres. Se ha observado que ciertos factores disminuyen la
lipdlisis, como los antibioticos (Van Nevel y Demeyer, 1995) y valores
bajos de pH (Van Nevel y Demeyer, 1996). Este ultimo factor podria
explicar la reduccion de la lipdlisis con dietas ricas en almidon (Gerson y
col., 1985). Ademas, tanto la velocidad como el grado de lipdlisis pueden
verse influidos por la fuente de grasa, puesto que tienden a ser mas altos
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cuando las grasas se suministran puras que cuando se encuentran
protegidas (jabones calcicos) o integradas en una estructura celular, como
las semillas oleaginosas enteras (Doreau y Ferlay, 1994). Tras la lipdlisis,
tiene lugar la hidrogenacion, siendo el primer paso la isomerizacion. Las
hidrogenasas permiten la reduccion de los acidos grasos mediante
diferentes vias, siendo el producto final, en el caso de los acidos grasos
poliinsaturados de 18 atomos de carbono, el acido estedrico (Harfoot y
Hazlewood, 1988).

Biohidrogenacion ruminal de los acidos grasos insaturados

El fenomeno de la biohidrogenaciéon estd muy contrastado en la
literatura cientifica, citado por Reiser en 1951 y verificado posteriormente
por Shorland y col. (1955), al demostrar que la composicion de la dieta en
acido linolénico era superior a la existente en el rumen de las ovejas, al
contrario de lo que ocurria con la cantidad de 4cido estearico.

Los acidos grasos ingeridos con los lipidos de la dieta son susceptibles
de ser hidrolizados en el rumen por las enzimas lipoliticas, siendo la
esterificacion o no de estos acidos grasos la etapa que limita la velocidad
del proceso (Palquist y Jenkins, 1980). En 1970, Dawson y Kemp
describieron como parte de los acidos grasos insaturados de 18 atomos de
carbono ingeridos con la dieta, se transforman en acido estearico en el
rumen. Una minima parte de los acidos grasos ingeridos se absorbe en el
rumen, el resto pasa al abomaso. L.a mayoria de los acidos grasos pasan al
tracto digestivo de forma no esterificada, probablemente en forma de
jabones calcicos o magnésicos insolubles asociados a particulas materiales.
Los efluentes del rumen contienen cierta cantidad de &cidos trans-
monoinsaturados de 18 atomos de carbono que son productos
intermediarios de la biohidrogenacion, no presentes en la dieta ingerida por
el animal. Este patron composicional de acidos grasos que llega al abomaso
cambia cuando llegan al duodeno superior debido a los fosfolipidos biliares
insaturados alli presentes.
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La suplementacion de la dieta con 50-100g diarios de aceite de pescado
sin proteger tiene un efecto negativo sobre el contenido en grasa de la leche
(Doreau y col., 1999). La cantidad de EPA y DHA suplementada apenas
aparece en leche segun Chilliard y col. (2000), explicando esta
circunstancia como resultado de una posible hidrogenacion en el rumen,
siendo ésta muy elevada pero menor que la que sufren los acidos grasos de
18 carbonos poliinsaturados.

En una revision realizada por Chilliard en el afio 2001, sobre varios
estudios en los que se suplementaban las dietas de rumiantes con aceite de
pescado sin proteger, se observa un descenso de la proporcion de los acidos
palmitico o estearico y del oleico. En todos los ensayos aumentaba
considerablemente la cantidad del acido C18:1 trans y del contenido de
CLA, sobre todo del isomero 9 cis, 11 trans (Chilliard y col., 1997,
Chouinard y col., 1998; Offer y col., 1999; Keady y col., 2000).

El examen de los isomeros conjugados cis-trans de la grasa de
rumiantes, predijo que la conjugacion de los acidos grasos poliinsaturados
deberia preceder a su hidrogenacion. A partir de LA marcado
radiactivamente incubado con contenido ruminal de oveja, se obtuvo el
sistema de dienos conjugados cis-trans-cis 9,11,15 octadecenotrienoico. La
alteracion del sistema de dobles enlaces se debe a la presencia de una
isomerasa, la cual requiere para su actuacion que el sustrato tenga un doble
enlace en la posicion 9 y un grupo carboxilo libre. La enzima responsable
fue identificada como una cis-A'? trans-A'' isomerasa (Palquist y Jenkins,
1980). Una vez que actia esta enzima se produce la hidrogenacion de la
posicién -A’ mediante una adicion especifica de 2 hidrogenos (Dawson y
Kemp, 1970). La siguiente etapa es la hidrogenacion de la posicion -A',
responsable de la velocidad de la reaccion. El hecho de que la isomerasa
implicada en este proceso necesite de un grupo carboxilo libre para actuar
es la base de la proteccion de las grasas en forma de jabones calcicos, ya
que al estar saponificado el grupo acido con un i6n calcio no puede ser
sustrato de la isomerasa y no se daria el proceso de hidrogenacion del acido
graso.
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A partir de la isomerizacion estos conjugados pueden seguir distintas
vias de hidrogenacion pero la principal es la que comprende 2 sistemas
hidrogenantes, produciéndose primero el paso a trans —cis octadeca- 11,15-
dienoico y el paso a trans-octadeca-11-enoico. La ruta de hidrogenacion
del acido linoleico es muy similar a la aqui descrita para el linolénico
(Palquist y Jenkins en 1980).

La hidrogenacion del acido oleico o hasta acido estearico es mucho mas
rapida que la de sus isdomeros (acidos vaccinico y elaidico) hasta C18:0
debido a que el proceso es una adicion Cis estereoespecifica. El donador de
estos hidrogenos puede ser debido a una activacion del H, gas por una
hidrogenasa implicando en el proceso al NAD o a una ferredoxina.
(Dawson y Kemp, 1970).

El proceso de biohidrogenacion lo pueden llevar a cabo multitud de
bacterias normalmente presentes en el rumen, especialmente ciertas cepas
de Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides ruminicola, Ruminococcus albus
y Ruminococcus flavefaciens, también interviene el espiroqueto Borrelia
Spp, y en general los protozoos de la familia de los oligotricos (Dawson y
Kemp, 1970 y Maczulak y col., 1981).

Cuantitativamente en el rumen se produce la mayor parte de la
biohidrogenacion del tracto digestivo de los rumiantes. Grummer en 1991
cifra esta hidrogenacion en unos porcentajes que oscilan entre el 60 y el
90% de los acidos grasos que ingresan en el rumen, mientras que Palmquist
y Jenkins en 1980 los situaron entre un 68 y un 90%.

La transferencia media entre varios estudios de los &cidos grasos
poliinsaturados procedentes de aceite de pescado sin proteger a leche es de
2.6% para el EPA y de 4.1% para el DHA y de 35% para el DPA (Offer y
col., 1999; Chilliard t col., 2000; Givens y col., 2000; Jones y col., 2000;
Keady y col., 2000). Sin embargo, cuando se infunde en el abomaso o en el
duodeno, la transferencia de estos acidos grasos es mucho mayor: 18-33%
para el EPA y de 16-25% para el DHA (Hagemeister y col., 1991, Chilliard
y col., 2000). Estos porcentajes de transferencia no son demasiado altos,
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pudiendo ser la causa el hecho de que estos acidos grasos estan
concentrados en los ésteres de colesterol y en los fosfolipidos (Offer y col.,
1999).

Dawson y Kemp (1970), deducen que uno de los principales papeles
bioldgicos de estos procesos es actuar como mecanismo detoxificante, en
el caso que nos ocupa previniendo la toxicidad derivada de la ingesta de los
acidos grasos insaturados, ya que estos pueden inhibir el crecimiento
microbiano. Esta toxicidad se explica por su gran actividad superficial y el
consiguiente cambio en la permeabilidad de las membranas que esto
conlleva. Ademas el proceso de biohidrogenacion parece ser favorable
energéticamente hacia el animal, puesto que en el proceso existe una
competicion por el hidrégeno y disminuye la formacion de metano. La otra
funcion bioldgica de la biohidrogenacidon es proteger a los tejidos de los
efectos de una elevada ingestion de estos acidos grasos cuyos productos de
oxidacion son unos toxicos celulares muy poderosos. Dicha ingestion,
acoplada con una baja ingesta de vitamina E puede favorecer ciertas
miopatias en el animal.

Sintesis de acidos grasos en la glandula mamaria

Aproximadamente el 40% de los acidos grasos de la leche de rumiantes
se sintetiza en la propia glandula mamaria, utilizando como precursores
acetato y B- hidroxibutirato, procedentes de la fermentacion de los hidratos
de carbono en el rumen (Chilliard y col., 2000). Esta via es el origen de los
acidos grasos de cadena corta y media (4 a 14 atomos de carbono) y de,
aproximadamente, la mitad del acido palmitico. El resto del acido
palmitico y de los acidos grasos de cadena larga (principalmente C18:0 y
C18:1) procede de lipidos circulantes en sangre (Chilliard y col., 2000) que
tienen su origen en la grasa de la dieta y de los microorganismos ruminales,
asi como de la grasa movilizada de las reservas corporales. Ademads, en la
glandula mamaria existe actividad delta-9 desaturasa, a través de la cual,
aproximadamente el 40% de los acidos estearico (C18:0) y vaccénico
(C18:1, trans-11), procedentes de la biohidrogenacion ruminal, se
convierten en acido oleico (C18:1, cis-9) y CLA (C18:2, cis-9, trans-11),
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respectivamente (Chilliard y col,, 2000). Esta ultima es la via
cuantitativamente mas importante (93%; Piperota y col., 2002) para la
formacion del CLA (C18:2, cis-9, trans-11) presente tanto en leche como
en carne y, por ello, este isomero es el mas abundante en dichos alimentos.

3.3.3. Métodos de proteccion de la grasa frente al
metabolismo ruminal

Con el fin de cambiar la composicion de la grasa de la leche o de la
carne para hacerla mas saludable, se han llegado a disefiar grasas
protegidas ricas en determinados PUFA, los que en mayor o menor
cantidad llegan a pasar a leche o depositarse a nivel de la canal (Ashes y
col.,, 1992; Franklin y col.,, 1999; Sanz Sampelayo y col., 2002). La
inclusion de manera adecuada de PUFA en la dieta del rumiante puede
también acometerse con objeto de conseguir sobre su fisiologia, efectos
sumamente interesantes, puestos de manifiesto en diferentes especies sobre
la fertilidad (Burke y col., 1997) y la modulacién del sistema inmune
(Rodriguez Osorio y col., 2001). Una proteccion eficaz debe ser capaz de
resistir los efectos mecanicos de la masticaciéon y la rumia (Gagliostro y
Chilliard, 1992).

El aporte de lipidos protegidos contra la degradacion ruminal en la
alimentacion de rumiantes es una alternativa muy utilizada en los sistemas
productivos en todo el mundo. El uso de lipidos no protegidos contra su
degradacion en el rumen puede modificar la intensidad y la orientacion de
las fermentaciones ruminales, disminuyendo la digestion de los
constituyentes de la pared celular del forraje y la produccion de acido
acético, principal precursor de los acidos grasos sintetizados en la glandula
mamaria, al mismo tiempo que provocar un incremento en la produccion
de acido propioénico (Chilliard y col., 2001 y 2003).

Gracias a su alto contenido energético, el aporte de grasas protegidas
permite reducir la cantidad de carbohidratos rapidamente fermentables,
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tales como el almidon y las pectinas, en el concentrado con el que se
suplementa al animal. Las fermentaciones en el rumen son dirigidas hacia
una disminucidn de la producciéon y absorcion de propionato y una menor
produccion de glucosa e insulina en el organismo. Estas circunstancias
serian propicias para el aumento en la sintesis de grasa butirosa, unico
proceso productivo que representa un gasto especifico de acidos grasos,
con respecto a suplementos ricos en almidon (Gagliostro y Chilliard,
1992).

Existen diversas técnicas industriales de proteccion de los lipidos frente
al metabolismo ruminal. Las mas empleadas y citadas en la bibliografia son
las siguientes:

- Adsorcion de grasas sobre un soporte inerte, descrita por Jenkins y
Palmquist en 1984. La grasa se funde y mezcla con un soporte
inerte (por ejemplo vermiculita y/o ventonita).

- Cristalizacion en frio de acidos grasos o “fat prills”, descrita por
Schauff y Clark en 1989. Los acidos grasos se licuan y se
pulverizan bajo presion sobre una atmosfera enfriada.

- Encapsulaciéon de particulas lipidicas en una matriz proteica tratada
con formaldehido. Este método ha sido ampliamente usado por
distintos autores (Scott y col., 1971; Wren y col., 1976; Banks y
col., 1990; Gagliostro y Chilliard, 1992), y se puede aplicar a grasas
saturadas, insaturadas y a semillas vegetales enteras. La técnica
consiste en recubrir a la grasa con una envoltura proteica y
entrecruzar ésta mediante tratamiento con formaldehido.

- Aporte de acidos grasos bajo la forma de sales de calcio. Es el
método de proteccion de grasas mas extendido y ampliamente
usado en rumiantes a nivel mundial (Sukhija y Palmquist, 1990;
Chilliard y col., 2001).
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3.3.4. Efecto de la suplementacion de la dieta con grasa

sobre la produccion y la composicion de la leche.

La composicion lipidica de la leche de cabra y del queso refleja la

composicion de la grasa de la dieta (Gulati y col., 1997; Alonso y col.,

2000), a pesar de la hidrogenacion e isomerizacion de los acidos grasos de

la dieta en el rumen. Los resultados observados en vacas (Chilliard y col.,
2001), cabras (Chilliard y col., 2003; Sanz Sampelayo y col., 2005) y

ovejas

(Caja y Bocquier, 2000) muestran que la respuesta a la

suplementacion de la dieta con grasa, difiere considerablemente,

dependiendo de la especie:

a)

la produccion de leche se incrementa en vacas en mitad de la
lactacion, pero no en cabras ni en ovejas;

b) la secrecion de grasa y el contenido de la misma en leche, aumenta

marcadamente en ovejas y cabras, pero no en vacas, en las que
puede no haber cambios o producirse un descenso;

el contenido en proteina de la leche disminuye en vacas y en
ovejas, pero no en cabras. Esto se debe a que la secrecion de
proteina en la leche disminuye en ovejas, pero no cambia en vacas
y cabras (DePeters y Cant, 1992). Estos autores exponen que
ciertos estudios sobre la influencia del aporte de grasa a la dieta en
vacas en lactacion, demuestran que la produccion de proteina de la
leche podria permanecer inalterada o incluso incrementar. Sin
embargo, puesto que la produccion de leche aumenta en mayor
medida que la secrecion de proteina, se produce una disminucion
en la concentracion de proteina, debido a un efecto de dilucion
(DePeters y Cant., 1992; Schingoethe, 1996).

La grasa de la dieta tiene una influencia mayor sobre la sintesis de

componentes no nitrogenados de la leche (lactosa y grasa) que sobre la de

proteina. La disminucion del contenido proteico de la leche podria deberse

a una sintesis mas eficiente de la lactosa (Schingoethe, 1996). Puesto que la
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lactosa es un constituyente osmotico de gran importancia en la leche y su
concentracion es esencialmente constante, a medida que la sintesis de
lactosa aumenta, la produccion de leche también lo hace. Otra posible
causa seria el efecto negativo de los lipidos de la dieta sobre la proteina de
la leche (Murphy y O’Mara, 1993), debido a un efecto indirecto sobre el
flujo de proteina microbiana, de modo que éste disminuye. Ademas, como
se comentd anteriormente, algunos suplementos lipidicos, particularmente
los acidos grasos poliinsaturados, ejercen un efecto antimicrobiano que da
lugar a una reduccion de la digestibilidad de la fibra y, por tanto, de la
relacion acetato/propionato en el rumen (Fredeen, 1996).

El aumento de la concentracion de los acidos grasos deseados en los
productos derivados de los rumiantes, puede conseguirse de varias formas:
a) a través del aumento de la concentracion de sus precursores en la dieta;
b) por la reduccion del grado de biohidrogenacion en el rumen;
¢) mediante la mejora de la actividad de la enzima A9 desaturasa de la
glandula mamaria, que convierte el acido vaccénico en ruménico
(Elgersma y col., 2006). La manipulacidon, mediante la alimentacion, del
perfil lipidico de la grasa de la leche para mejorar su calidad nutricional y
tecnoldgica, ha recibido una atenciéon especial durante los Ultimos afios
(Caja y Schmidely, 2005). Chilliard y col. (2003) concluyen que a pesar de
las diferencias en las respuestas cuantitativas (produccion de leche y
contenido en grasa), los cambios en la composicion de 4cidos grasos de la
leche, como consecuencia de la suplementacion lipidica, son similares en
vacas y en cabras.

El principal interés se centra en la disminucion de los acidos grasos
saturados, C12:0, C14:0 y C16:0, por su accion aterogénica, y en el
incremento de los poliinsaturados n-3. Recientemente, la investigacion se
ha centrado en la reduccion en la leche de los acidos grasos
monoinsaturados trans y en el incremento de los isémeros del acido
linoleico conjugado (especialmente el acido ruménico, Cis-9, trans-11,
C18:2), debido a su accidon inhibidora del crecimiento tumoral. La
suplementacion de la dieta con aceites poliinsaturados (aceites vegetales y
de pescado) y, en general, todos los acidos grasos de cadena larga, conduce
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a una disminucion de la sintesis de novo y de la concentracion total de
grasa en la leche (Chilliard y col., 2000). Este efecto es tanto mayor cuanto
mayor es la longitud de la cadena del 4cido, su grado de insaturaciéon y su
proporcion de dobles enlaces en configuracion trans (Chilliard, 2001). La
informacién disponible, en cuanto a suplementos de grasa, se centra
principalmente en el uso de jabones célcicos de acidos grasos de cadena
larga.

Caja y Schmidely (2005), exponen que la inclusion de aceites
protegidos y semillas oleaginosas en el alimento, incrementa el contenido
de acidos grasos mono y poliinsaturados en la grasa de la leche, en
proporciébn a su contenido en la dieta. Los aceites no protegidos,
incrementan los acidos estearico y linoleico y reducen los acidos grasos
saturados en la leche, como resultado de la biohidrogenacién ruminal y la
desaturacion parcial de estos acidos grasos en la glandula mamaria. El
contenido en CLA es mayor en leche de cabra y oveja que en la de vaca,
mostrando sus valores mas altos en condiciones de pastoreo, que
disminuyen cuando el concentrado se incluye en la dieta.

Sanz Sampelayo y col. (2000) suplementaron la dieta de cabras en
lactacion con aceite de pescado protegido de la degradacion ruminal en
forma de jabones calcicos, y obtuvieron mayor produccion de leche, grasa
y proteina (ain cuando la concentracion de estos ultimos no resultd
alterada), frente a los animales alimentados sin este suplemento. Ademas,
la leche obtenida se caracterizd por una mayor concentracion de acidos
grasos poliinsaturados y menor de acido estearico, manteniéndose la de los
acidos grasos de cadena media. Posteriormente, Sanz Sampelayo y col.
(2004) observaron, ademas, que los efectos persistian después de la retirada
del suplemento, sobre la produccion de leche, grasa y proteina, pero no
sobre la composicidon en acidos grasos de la misma. Teniendo en cuenta
que el balance energético es el factor mas importante en la determinacion
del contenido en proteina y grasa de la leche, diversos autores (Giger y
col., 1987; Sauvant y col.,, 1987; Sanz Sampelayo y col., 1998b) han
asociado el efecto anteriormente descrito a la similitud en las ingestas de
energia metabolizable.
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3.4. Utilizacién metabdlica de los PUFA n-3 por el
rumiante

Al suplementar la dieta de los rumiantes con grasa protegida, debe
tenerse en cuenta que los resultados a obtener vendran determinados por la
utilizacion nutritiva que de los distintos componentes de la dieta y, en
especial, de los diferentes acidos grasos tenga lugar, lo que dependera de
la naturaleza de la grasa, del grado y método de proteccion y del animal en
cuestion. En este sentido, la mayor parte de los ensayos realizados con el
fin de investigar la utilizaciéon nutritiva de una grasa protegida en el
rumiante, se han llevado a cabo bien en ovejas, corderos, terneros y vacas
(Shell y col., 1978; Clapperton y Steele, 1983; Fallon y col., 1986;
Enjalbert y col., 1994), resultando practicamente nulos los datos referentes
a la especie caprina.

3.4.1. Digestibilidad

Digestibilidad de la materia seca, materia organica, grasa y energia.

La ingesta de materia seca y de materia organica depende en gran
medida de la cantidad de la grasa suplementada, de la calidad de la misma
y del grado de proteccion a que esté sometida. En un ensayo realizado en
ovejas cuya dieta se suplement6 con aceite de atin sin proteger, la ingesta
de materia seca fue sustancialmente inferior a la ingesta de la dieta
suplementada con el mismo aceite protegido con caseina tratada con
formaldehido, y la ingesta de esta Gltima no diferente a la resultante de
tomar la racién control (Kitessa y col., 2001). También ha sido descrita
una reducciéon en la ingesta al incorporar acidos grasos procedentes de
aceite de pescado en la dieta (Cant y col., 1996). En otro trabajo publicado
mas recientemente, Loor y colaboradores (2005) compararon la ingesta de
vacas cuya dieta fue suplementada con aceite de pescado, aceites de linaza
y girasol, siendo significativamente inferior la ingesta de la
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suplementacion del aceite de pescado comparado con las dietas
suplementadas con aceites de linaza y girasol.

Respecto a la proteccion de la grasa suplementada, esta prodigamente
aceptado que las sales calcicas utilizadas para este motivo no afectan a la
digestibilidad de la materia organica, puesto que son inertes en el rumen y
atoxicas para los microorganismos ruminales (Elmeddah y col., 1991). Una
de las explicaciones mas utilizadas para explicar la ausencia de efectos
negativos de las sales calcicas esta relacionada con los efectos especificos
de los iones calcicos (Ferlay y Doreau, 1993), aunque este postulado
implica la disociacion de las sales en el rumen, y por tanto, supondria una
proteccion incompleta y la posible hidrogenacion de parte de los acidos
grasos protegidos.

En cabras en lactacion y con el fin de conseguir una composicion de la
grasa lactea mas saludable, Sanz Sampelayo y col., administraron en el afio
2002 una grasa protegida rica en PUFA a distintos niveles, determinando
que la digestibilidad de la materia seca, materia organica y energia iba
decreciendo levemente al aumentar el nivel de grasa de la dieta. En este
estudio la digestibilidad de las fracciones fibrosas fue estadisticamente no
diferente. Resultados similares fueron obtenidos para ovejas por Enjalbert
y col. (1994). En corderos en crecimiento, Shell y colaboradores (1978)
suplementaron la dieta con aceite de semilla de algodon protegido por
caseina tratada con formaldehido, obteniendo una digestibilidad de la
materia seca, proteina, energia y fibra acido detergente no afectada por la
suplementacion.

Al estudiar la digestibilidad en los rumiantes hay que tener en cuenta
que el flujo de acidos grasos que pasa al duodeno suele ser superior al que
entra en el rumen (Doreau y Ferlay, 1994), aseveracion que se puede
defender teniendo en cuenta la sintesis de lipidos bacterianos (las bacterias
contienen entre 10 y 15% de lipidos en sustancia seca) (Viavini, 1970) y la
imperiosa necesidad de condiciones aerdbicas que requiere el catabolismo
de los 4cidos grasos, ademas, no hay que olvidar que su absorcidén ruminal
normalmente es muy lenta (Noble, 1981).
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Sin embargo, también se encuentran trabajos en la bibliografia que
muestran balances negativos entre el flujo de acidos grasos que entra al
rumen y pasa al duodeno (Leegay-Carmier, 1989; Ferlay y col., 1993), en
particular para dietas con un porcentaje lipidico alto. Esta posibilidad
también fue relatada por Goosen en 1975 al describir como la absorcion de
acidos grasos en el rumen era directamente proporcional a la cantidad de
acidos grasos presentes. Ha sido demostrado in vitro que los acidos grasos
pueden ser catabolizados hasta cuerpos cetonicos en el epitelio ruminal
(Jackson y col., 1964; Cook y col., 1967) o junto a células ruminales
aisladas (Jesse y col., 1992).

Doreau y Ferlay en 1994 después de comparar 91 publicaciones que
estudian el efecto producido en la razén entre el flujo de acidos grasos
entrantes y salientes del rumen concluyen que la proteccion de la grasa de
la dieta por los métodos convencionales no ha demostrado tener ninguna
consecuencia sobre dicho ratio. Otro estudio reciente tampoco pudo
demostrar dicha relacion para el balance ruminal en ovejas alimentadas con
una dieta suplementada con aceite de atin protegido con caseina tratada
con formaldehido, siendo este no diferente del de otro grupo de ovejas
alimentadas con el mismo aceite sin proteger (Kitessa y col., 2001).

La contribucion de los microorganismos al flujo de acidos grasos que
pasa del rumen al duodeno fue determinada por Ferlay y col. en 1993,
estimando que es de un 40% para las dietas con una cantidad de grasa
inferior al 5%, mientras que cuando se supera este porcentaje de lipidos
dietarios la contribuciéon microbiana baja hasta un 30% por los motivos
anteriormente comentados. Estos valores pueden ser una sobreestimacion,
puesto que parte de los acidos grasos de la dieta pueden ser adsorbidos por
las bacterias o incorporados por las mismas (Bauchart y col., 1990)

En la pared ruminal se absorben los 4cidos grasos de cadena corta (hasta
doce atomos de carbono), el resto pasa al abomaso junto a las sales
calcicas, disociandose estas ultimas completamente con la bajada de pH
(Sukhija y Palmquist, 1990). Los acidos grasos pasan al duodeno en una
fase insoluble que contiene, ademas, particulas procedentes del pienso,
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células microbianas y células endoteliales descamadas (Doreau y Felay,
1994). Para su solubilizacién se forman miscelas con sales biliares y
lisolecitinas. Estas miscelas se absorben mayoritariamente en el yeyuno,
excepto las sales biliares que lo hacen en el ileon (Chilliard y col., 1992).
Aproximadamente el 90% de los lipidos de la dieta llegan al duodeno no
esterificados, su reesterificacion se produce en las células epiteliales del
intestino delgado, a continuacién los triglicéridos y los fosfolipidos son
incorporados en quilomicrones y lipoproteinas que son transportados en su
mayoria por el sistema linfatico. De estos acidos grasos que pasan al
duodeno, aproximadamente el 90% lo hacen como acidos grasos saturados
no esterificados cuando no se protegen. (Chilliard y col., 1992).

En cuanto al grado de proteccion, no hay ninglin estudio que encuentre
diferencias entre la digestibilidad a nivel del intestino delgado de los
lipidos que se administraron protegidos frente a los que no lo estan. Esto se
confirma con dos publicaciones que estudiaron la digestibilidad lipidica
infundiendo triglicéridos en el abomaso y el duodeno (Chilliard y col.,
1991; Drackley y col., 1992). Sin embargo, el hecho de suplementar los
acidos grasos en forma de triglicéridos en el duodeno puede maquillar
estos resultados (Machmiiller y col., 2000).

Digestibilidad de los acidos grasos individuales.

Durante muchos afios se ha pensado que la digestibilidad de los acidos
grasos aumentaba con incrementos en la cantidad de grasa de la dieta
(Sharma y col., 1978). Esta creencia pudo deberse a una infravalorada
estimacion de la digestibilidad por no tener en cuenta la diferencia entre el
flujo de acidos grasos que pasan al rumen y los que salen al duodeno, sobre
todo en dietas con poca cantidad de grasa. Doreau y Ferlay en 1994
compararon 73 dietas diferentes de 13 experimentos, no encontrando en
esta revision resultados que permitan aseverar una relacion entre la
cantidad de ingesta de acidos grasos y la digestibilidad de cada uno de
ellos. En todo caso, destacan que ésta puede aumentar en casos en los que
la dieta tenga una cantidad muy reducida de acidos grasos. El rango de
digestibilidad de los ensayos comparados oscila entre 55 y 92%,
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obteniéndose los porcentajes mas altos para las dietas con parte de la grasa
protegida.

En el afio 2005 Loor y col. estudiaron en vacas en lactacion la
efectividad de suplementar dietas con una alta fraccion de concentrado
combinadas con aceite de pescado, aceite de linaza o aceite de girasol y
comprobaron como se modifica el flujo duodenal de isdmeros Cis y trans
de los acidos grasos con 18 carbonos y 1, 2 o 3 dobles enlaces (isdmeros de
C18:1, C18:3 y C18:2 conjugado y no conjugado). Los flujos totales de
acidos grasos de los animales que ingirieron en su dieta aceite de pescado
fueron significativamente inferiores al de las dietas con aceites de linaza y
girasol. El balance ruminal (flujo duodenal — ingesta) de la totalidad de los
acidos grasos para la dieta con aceite de pescado fue igual a -17 g/d.

En 1992, Weisbjerg y col. estudiaron la digestibilidad de los acidos
grasos con cadenas entre 12 y 22 atomos de Carbono de 17 dietas
diferentes. La digestibilidad de los acidos palmitico y estedrico es superior
a los demas acidos grasos saturados. Esta afirmacion fue corroborada por
otros trabajos, resultando la media de comparar 15 publicaciones al
respecto con 64 dietas diferentes, igual a 77.1% y 76.3% para el palmitico
y el estearico respectivamente (Doreau y Felay, 1994).

Normalmente, es aceptado que la digestibilidad en el intestino delgado
se incrementa con el grado de insaturacion (Machmiiller y col., 2000). Esta
opinion se basa en resultados obtenidos para monogastricos, que indican
que los acidos grasos saturados forman miscelas con mas dificultad que los
insaturados, lo cual dificultad su captacién por las células endoteliales, y
por tanto retrasa su reesterificacion (Ockner y col. 1972; Freeman, 1984).

Cuando se suplementa la dieta con aceite de pescado la transferencia de
los acidos grasos poliinsaturados hasta la leche es muy baja. Para el acido
eicosapentaenoico (EPA) es de un 2.6%, mientras que para el acido
docosahexaenoico (DHA) apenas supera el 4% (Chilliard y col., 2001).
Uno de los motivos es la biohidrogenacion de estos acidos grasos en el
rumen, que parece ser mayor para el EPA, puesto que la relacion DHA /
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EPA es mayor en el duodeno que en la dieta (Doreau y Chilliard, 1997;
Chilliard y Doreau, 1997). Sin embargo, cuando el aceite de pescado se
administra en el duodeno, la eficiencia con que se transfieren a la leche es
mucho mayor: 18-33% para el EPA y 16-25% para el DHA (Chilliard y
col., 2000). El bajo porcentaje que pasa a leche puede ser debido a que
estos acidos grasos administrados al duodeno se encuentran formando
parte de triglicéridos (Storry y col., 1969) y de ésteres de colesterol y
fosfolipidos (Offer y col., 1999) que son utilizados muy poco por las
glandulas mamarias.

Generalmente, se acepta que el flujo de acidos grasos que deja el
intestino delgado es muy parecido al flujo fecal de acidos grasos. Sin
embargo, cuando la dieta contiene un alto porcentaje de concentrado, la
fermentacion y sintesis microbiana puede ser importante. La sintesis
microbiana del intestino grueso conlleva sintesis de acidos grasos. El
mecanismo de absorcion en el intestino grueso es similar al del rumen
(Stevens y col., 1980), los acidos grasos de larga cadena no pueden ser
absorbidos. Hay experimentos que describen un aumento entre el flujo de
acidos grasos del extremo terminal de ileon y la heces que varia entre un
10 y un 25% (Outen y col., 1975; Bock y col., 1991; Ferlay y col., 1992).

La excrecion de los acidos estearico, miristico y eicosanoico excede su
ingesta en un ensayo con seis dietas diferentes presumiblemente debido a
la sintesis microbiana de dicho acido y/o por la hidrogenacion de acidos
grasos insaturados de la dieta (Machmiiller y col., 2000). En la bibliografia
es comun encontrar un alto porcentaje de acidos grasos saturados en las
heces de los rumiantes y coeficientes de digestibilidad negativos para los
acidos grasos saturados (Andrews y Lewis, 1970; Machmiiller y col.,
2000), esta composicion puede tener, en opinion de Shell y colaboradores
(1978), tres origenes distintos: proceder de la hidrogenacion de la grasa de
la dieta en el rumen o en el intestino grueso (Stevens y col., 1980), de la
excrecion endogena (Bock y col., 1991; Ferlay y col., 1992) o de la
absorcion selectiva de los 4cidos grasos mono y poliinsaturados
(Machmiiller y col., 2000). También pueden tener un origen bacteriano
(Drackley y col., 1985).
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La digestibilidad aparente de EPA y DHA es superior al 95% para
dietas suplementadas con aceite de pescado protegido o sin proteger frente
al metabolismo ruminal (Kitessa y col., 2001) y en ambos casos se
incrementa la proporcion del acido C18:1 trans en un 60%.

Digestibilidad de la fibra

Las bacterias del rumen protegen al animal frente a la accion depresiva
de los lipidos sobre la degradacion de la fibra (Jenkins y Palmquist, 1984;
Palmquist, 1984; Sklan, 1989; Gagliostro y Chilliard, 1992). Sklan
argument6 en 1989 que las dietas con mas de un 5% de grasa producen un
descenso de la actividad celulolitica de las bacterias del rumen causada por
la alta concentracion de acidos grasos libres. La proteccion de los
suplementos grasos de la dieta puede evitar este efecto.

Hay varios articulos que relacionan la suplementacion con diferentes
tipos de grasas y la digestibilidad de la fibra. No obstante, existe una gran
controversia al respecto exponiéndose resultados muy diversos en
diferentes publicaciones. Un grupo de autores sostienen que el suplemento
de la dieta con grasa reduce significativamente la digestibilidad aparente
de la fibra neutro detergente y de la fibra acido detergente. Machmiiller y
col. en el ano 2000 encuentran este efecto negativo para la FND y la FAD
en ovejas en crecimiento que tomaron una dieta suplementada con semillas
de girasol, mientras Park y col. sostienen la misma afirmacion para la FAD
en un articulo publicado en 1982. Otros dos estudios hallan un fuerte
efecto negativo sobre la digestibilidad de la fibra cuando la dieta es
suplementada con aceite de linaza (Ikwuegbu y Sutton, 1982)

Maczulak y colaboradores (1981) estudiaron el efecto de los acidos
grasos de cadena larga sobre el crecimiento de bacterias del rumen. Estos
autores afirmaron que la presencia de acido oleico inhibe fuertemente el
crecimiento de las especies celuloliticas estudiadas, Butyrivibrio
fibrisolvens y Ruminococcus flavefaciens. El mecanismo de accion se ha
asociado a la adsorcion del acido oleico sobre la superficie celular
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bacteriana, impidiendo el trasvase o ingreso de nutrientes en la célula. Esta
adsorcion se ha demostrado reversible en el caso de ciertos acidos grasos
de cadena larga. Otra hipotesis apuntada por estos autores, argumenta que
la enzima celulasa, que se encuentra enlazada en la superficie celular,
puede ver disminuida su actividad por la adsorcion superficial de estos
acidos grasos

Por otra parte, otros investigadores defienden que la digestibilidad
ruminal de la FND y FAD se incrementa cuando la dieta es suplementada
con aceite de linaza rico en acido linolénico (Ueda y col., 2003). Este
efecto positivo sobre la digestibilidad de la fibra también ha sido
observado en dietas suplementadas con aceite de pescado (Doreau y
Chilliard, 1997).

Un tercer grupo de publicaciones cientificas argumenta que la
suplementacion con aceite de colza en un 10% de materia seca no tiene
efecto sobre la digestion ruminal de la fibra (Doreau y col., 1991).
Tampoco se encontraron diferencias significativas en la digestibilidad de la
fracciones fibrosas en cabras cuya dieta se suplementd con distintos
niveles de sales calcicas de aceite de pescado ricas en acidos grasos
poliinsaturados (Sanz Sampelayo, 2002).

Harvatine y Allen (2006), realizaron un ensayo con vacas en lactacion
comparando una dieta control con otras dos en las que sustituyeron un
2.5% de la grasa de la dieta por un suplemento compuesto por acidos
grasos libres saturados y otro suplemento compuesto por jabones calcicos
de acidos grasos parcialmente insaturados de larga cadena. El resultado fue
una reduccion en la digestibilidad ruminal de la FND en los animales que
tomaron la dieta suplementada con los acidos grasos saturados y ningun
efecto sobre la digestibilidad de la fibra en los animales cuya dieta se
suplement6 con grasa protegida parcialmente insaturada. La reduccion en
la digestibilidad de la FND fue compensada con por la digestion
postruminal, resultando no diferente la digestibilidad total de la misma.
Machmiiller y col., tampoco encontraron en el afio 2000 diferencias en las
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digestibilidad de la fibra en animales cuya dieta se suplementd con grasa
protegida.

3.4.2. Termogénesis inducida por la dieta

Con el fin de conocer el efecto que la composicion en acidos grasos de
la grasa de una dieta puede llegar a tener sobre la utilizacion de la energia,
se han llevado a cabo distintos tipos de estudios referentes al empleo de
dietas altas en grasa con diferente composicion en acidos grasos (Mercer y
Trayhurn, 1987; Shimomura y col., 1990; Pan y Storlien, 1993; Su y
Jones, 1993; Takahashi e Ide, 2000; Frenoux y col., 2001; Gaiva y col.,
2001), obteniéndose resultados contradictorios en razon del distinto
modelo experimental utilizado y procedimiento empleado.

Los procesos de termogénesis juegan un papel fundamental en la
relacion del balance energético. Actualmente, la termogénesis facultativa
inducida por el tipo de dieta es objeto de un profundo debate. En este
sentido, distintos resultados experimentales consideran que la pérdida de
calor que tiene lugar bajo consumo de una dieta alta en carbohidratos frente
a otra alta en grasa, resulta mayor (Schwartz y col., 1985; Halas y col,,
2003). El hecho de que la grasa de la dieta se deposite en el tejido adiposo
con una eficiencia mayor cuando la energia procede de los lipidos, es
comentado por estos autores como una de las posibles causas de la
mencionada diferencia en la termogénesis. Esta es una de las razones por
las que las dietas altas en grasa, aparecen directamente relacionadas con el
desarrollo de la obesidad (Boden y Chen, 1995). Por lo tanto, las dietas
altas en grasa pueden reducir la pérdida energética como consecuencia de
su menor efecto térmico, comparado con el de los carbohidratos y proteinas
(Astrup y col., 2002).

Otros estudios senalan que la pérdida de calor podia resultar mas alta
bajo ingesta de una dieta alta en grasa rica en PUFA (Miiller y
Kirchgessner, 1998; Clarke, 2000; Takahashi e Ide, 2000; West y col.,
2000; Terpstra y col., 2002; Mitchell y Pursel, 2003). Un tercer grupo de
publicaciones no encuentran resultados significativamente diferentes en la
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pérdida de calor entre diferentes tipos de dietas (Gaiva y col., 2001;
Bouthegourd y col., 2002).

Miiller y Kirchgessner (1998), explicaron la mayor termogénesis
originada por los PUFA, indicando que estos acidos grasos son oxidados
preferentemente para obtencion de energia. De acuerdo con esto, Clarke
(2000), postula la hipétesis de que los PUFA podrian oxidarse a nivel del
peroxisoma celular en vez de en la mitocondria. De esta manera, cada
acetil-CoA rendiria dos ATP en vez de tres. En opinion de este autor, los
enzimas implicados en la oxidacion de los acidos grasos en el peroxisoma,
tanto del higado como del musculo, se incrementan de dos a tres veces
cuando la dieta lleva aceite de pescado rico en PUFA con 20 y 22 4tomos
de carbono.

La mayor tasa de oxidacion de una grasa constituida por PUFA, es un
aspecto bien conocido (Su y Jones, 1993; Zhao y col., 2001; Jorgensen y
col., 2003). Los PUFA, sobre todo de la serie n-3, originan energia a una
tasa superior que la que generan los AGS, energia que se utiliza en
distintos procesos metabdlicos, entre ellos la sintesis proteica (Fickova y
col., 1998; Clarke, 2000; Takahashi ¢ Ide, 2000). Relacionado con el
particular metabolismo de los PUFA, se ha descrito que un aumento en la
cantidad de grasa de la dieta durante el crecimiento, produce una
utilizaciéon de la proteina de la dieta mas eficiente, obteniéndose tasas
mayores de retencion de la misma (Sanz Sampelayo y col., 1997). El
interés del proceso de sintesis proteica y el costo energético del mismo,
indican la importancia que tiene la cantidad y la naturaleza de la grasa de la
dieta.
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3.5. Papel de los PUFA sobre la eficiencia
reproductiva del ganado cabrio

Una causa importante de la infertilidad son las situaciones carenciales
en uno o mas nutrientes asociados con la reproduccion (Salisbury y
Vandemark, 1964).

3.5.1. Suplementacion de la dieta con grasa y actividad
reproductora del rumiante.

Varios estudios ponen de manifiesto la posibilidad de mejorar la
funcion reproductiva en la hembra mediante la alimentacidén, haciendo
especial hincapié en la suplementacion de las dietas con grasa para que
mejore el estatus energético, actiie como precursora de algunas hormonas
reproductivas e intervenga en los circuitos reguladores de la fisiologia
reproductiva del animal. La suplementaciéon de dietas con aceite de
pescado o sales calcicas de aceite de pescado a vacas y ovejas en lactacion
suele mejorar las tasas de concepcion (Lucy y col., 1991; Thomas y col.,
1997; Garcia-Bojalil y col., 1998; Kuran y col., 1999; O Callaghand and
Bolland, 1999; Mattos y col., 2002) e incrementar las posibilidades de
supervivencia del embrion (Staples y col., 1998; Petit y col., 2002).

Staples y colaboradores (1998) estudian, para la vaca, los efectos que la
suplementacion de la dieta con distintos tipos de grasa puede tener sobre la
reproduccion. Estos autores comentan que la informacion disponible
procede de estudios en los que los objetivos eran, mas bien, de naturaleza
nutritiva y no meramente reproductiva. En estos casos se analiza
esencialmente, la ingesta de materia seca, la digestibilidad de los
nutrientes, la produccion y composicion de la leche, etc. Como resultado de
esto, distintos aspectos de manejo quedan sin controlar; éstos pueden
afectar a otras variables dependientes que desde un punto de vista
reproductivo llegan igualmente a analizarse. En este sentido Barton y
Carroll (1992), indican los criterios y controles que son necesarios llevar a
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cabo cuando se realizan ensayos tanto desde un punto de vista nutritivo
como reproductivo, comentando que se pueden necesitar una gran cantidad
de animales con el fin de poder obtener resultados significativos, lo que
obligaria a realizar este tipo de estudios en granjas comerciales, donde el
control necesario podria ser, muchas veces, dificil de llevar a cabo.

En la revision de Staples y colaboradores (1998) de cada 100 casos
analizados, 17 mostraban un efecto positivo, en el sentido de aumentar la
tasa de concepcion. Las grasas utilizadas en los diferentes ensayos
encontrados en la bibliografia son de lo mas heterogéneo: sales calcicas de
diferentes tipos de acidos grasos de cadena larga, harina de pescado, sebo,
etc. Frente a esto, tres estudios obtuvieron unos efectos fuertemente
negativos sobre la eficiencia de la reproduccion, haciendo disminuir la tasa
de concepcion. En las conclusiones de esta revision se indica cémo la
inclusion de algtn tipo de grasa dentro de la racion, a un nivel del 2-3% de
la materia seca, durante los 30 dias previos a la cubricion, da lugar a una
significativa mayor tasa de concepcion y prefiez en, al menos, la mitad de
los estudios revisados.

3.5.2. Causas que determinan el efecto de la grasa sobre
la capacidad reproductora.

Los mecanismos por los que la grasa de una dieta puede llegar a
mejorar la capacidad reproductora del animal no son aun bien conocidos,
habiéndose postulado al respecto, distintas hipotesis. En primera instancia
pueden suponer una mejora en el estatus energético, lo que determina que
después del parto, el animal entre antes en celo, esto repercutiria de manera
positiva sobre la fertilidad. En segundo lugar se sefiala el aumento en la
formacion de hormonas esteroides, lo que igualmente, daria lugar a una
mayor capacidad reproductora. En tercer lugar, la suplementacion seria
capaz de modular la concentracion de insulina, con lo que se influiria sobre
el desarrollo de los foliculos ovéaricos. En cuarto lugar habria que sefalar el
efecto que la grasa ejerceria sobre la estimulacion o inhibicion de la
produccién de prostaglandinas (Stapples y col., 1998).

74



3.5. Papel delos PUFA sobre la eficiencia reproductiva del ganado cabrio

Suplementacion de la dieta con grasa y estatus energético

Uno de los objetivos que se persiguen cuando la dieta del rumiante se
suplementa con una grasa, consiste en mejorar el balance energético
negativo que en estos animales se establece después del parto, efecto
debido por una parte, a la caida que la ingesta voluntaria experimenta y,
por otra, al incremento que los requerimientos energéticos alcanzan al
comienzo de la lactacion. Sin embargo, puede que la ingesta energética no
sufra cambio alguno en el caso de consumo de dietas suplementadas con
grasa, debido a la caida, que algunas veces sufre la ingesta de materia seca
con este tipo de dietas (Jerred y col., 1990; Andrew y col., 1991; Harrison
y col., 1995; Romo y col., 1996). Un aumento en la secrecion enddgena de
colecistoquinina puede ser la responsable de la caida en las ingesta (Choi y
col., 1996). Frankin y colaboradores (1999) indican que esa menor ingesta
puede deberse a una menor palatabilidad de la dieta, a su mayor densidad
energética o al consumo de determinados acidos grasos, aunque éste es un
aspecto ain no conocido del todo. En este sentido, la mayoria de los
estudios llevados a cabo con grasas protegidas frente al metabolismo
ruminal, concluyen que al utilizar este tipo de suplementacion de manera
temprana después del parto, se mantiene el estatus energético del animal,
posiblemente como consecuencia de la no caida en la ingesta (Staples y
col., 1998). Otras veces lo que se llega a obtener es una mejora en dicho
estatus energético (Palmquist y col., 1994; Harrison y col., 1995) o por el
contrario, un empeoramiento del mismo en virtud de la caida
experimentada, en estos casos, en la ingesta (Spicer y col., 1993),

Los aportes insuficientes de energia son causa de trastornos en la
reproduccion de la hembra pudiendo causar infantilismo ovarico, retrasos
de la madurez sexual, celos irregulares, baja fertilidad y hasta el cese de la
actividad ovarica (Boza, 1998; O’Callaghan and Boland, 1999). Sin
embargo, desde el punto de vista energético, un aporte insuficiente en la
fase final de la gestacion, puede determinar pérdidas importantes en la
madre con escasas consecuencias en el peso de la cria al nacimiento (Boza,
1998). No obstante, para el ganado bovino, los requerimientos energéticos
para el crecimiento folicular y la ovulacion son muy bajos (menos de 3 MJ
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de energia metabolizable por dia) comparados con los de mantenimiento y
produccion (60-250 MJ de energia metabolizable por dia) (O’Callaghan
and Boland, 1999). Estos autores sostienen que el estatus energético es el
factor nutricional que mas influye sobre la reproduccion, pero siempre y
cuando exista un déficit severo y prolongado de energia, de manera que
para que se produzca un descenso en la tasa de ovulacion y en la frecuencia
del pulso de hormona luteinizante es necesaria una restriccion de varios
meses (O’Callaghan and Boland, 1999).

Spicer y col. en 1997, suplementaron la dieta con sebo al 3% de la
materia seca, obteniendo una mayor fertilidad a pesar de constatarse un
balance energético mas negativo que el de los animales controles. En otro
caso, la tasa de fertilidad disminuia del 67 al 33% al ser administrada una
dieta que contenia harina de pescado en vez de harina de soja, siendo
semejante en estos casos el balance energético (Carroll y col., 1994). Si el
estatus energético se estima por medio de los valores de peso vivo o
condicion corporal, igualmente se ha determinado que una mejora de la
fertilidad puede tener lugar sin que se acompafie de un mayor peso vivo o
condicion corporal (Armstrong y col., 1990; Carroll y col., 1994) o,
incluso, bajo una caida de los mismos (Burkey col., 1997; Sklan y col.,
1991). La necesidad de llevar a cabo los estudios precisos en una granja
donde los animales se encuentren bajo condiciones normales de
explotacion, determina que en la mayoria de los casos, el estatus energético
de los animales no pueda ser establecido, con lo que dicho aspecto es
dificil de tener en cuenta para el correspondiente analisis de resultados
(Staples y col., 1998).

Lucy y colaboradores (1991) concluyen que la funcion reproductora de
la vaca queda, después del parto, limitada por la cantidad de energia
consumida. Un balance energético negativo, el que normalmente tiene
lugar al comienzo de la lactacion, origina una caida en la formacion de
hormona luteinizante, retrasando la aparicion del celo, aspectos que se
mejoran cuando el animal alcanza un balance energético positivo 0 menos
negativo. Del mismo modo, comentan cémo un balance energético
negativo, da lugar a unos foliculos ovaricos que crecen mas lentamente que
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los de unos animales que se encontraban bajo un balance energético
positivo, indicando los autores que la situacion de balance energético
negativo que se instaura en el rumiante después del parto, puede mejorarse
mediante la suplementacion de la dieta con una grasa. La administracion de
este tipo de dietas puede llegar por tanto, a estimular la funciéon ovérica.
Con el fin de verificar esta hipotesis, se alimentaron vacas con una dieta
control y otra similar pero suplementada energéticamente por medio de una
grasa en forma de jabones calcicos de acidos grasos de cadena larga (Lucy
y col., 1991, Lucy y col., 1992). Durante los primeros 25 dias siguientes al
parto, las vacas suplementadas con la grasa, tuvieron menos foliculos
ovéricos de pequefio tamafio y mas de mayor tamafio. Los autores
concluyen indicando que bien la suplementacion energética o mas
concretamente la ingesta de la grasa, estimulaba el desarrollo folicular.

Para aclarar este aspecto se llevaron a cabo otra serie de ensayos en los
que se utilizaron tres dietas; una control, otra que contenia sales calcicas de
acidos grasos de cadena larga, la que presentaba un contenido energético
equivalente a la control, y una tercera suplementada con la misma grasa
que la segunda en forma de sales calcicas. A las cuatro semanas del
consumo de estas dietas, los foliculos preovulatorios, resultaban mayores
para el caso de los animales que habian consumido las dietas
suplementadas con la grasa rica en acidos grasos de larga cadena. Ademas,
se deducia que el efecto mas alto correspondia al consumo de la dieta
suplementada con la grasa pero con una menor densidad energética. Los
autores concluyen indicando que la grasa en forma de sales calcicas y no la
adicion de energia por otra via, era la causante de los efectos observados,
comentando igualmente, cobmo el mecanismo por el que lo indicado se
conseguia no quedaba claro, pudiendo en principio, ser debido al mayor
nivel sanguineo que de colesterol se detectaba en el animal con respecto a
los que ingirieron la dieta control (Lucy y col., 1992, 1993).

Metabolitos sanguineos indicadores del estatus energético

Desde hace tiempo y por distintos motivos, se pretende llegar a
identificar a nivel sanguineo, la concentracién de determinados metabolitos
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que pudieran servir de indicadores del estatus energético del animal. En
este sentido, se ha indicado que podrian servir al respecto los niveles en
sangre de diferentes compuestos, que pueden mostrar en funciéon de su
naturaleza una relacion estrecha con el metabolismo energético (Boza,
1998).

Grummer y Carroll (1991), detectan junto a unos mayores niveles de
acidos grasos libres, una ausencia de subida de B-hidroxibutirato, lo que en
principio parece indicar que hay una menor oxidacion de los acidos grasos
hasta CO,. Los autores comentan coémo el establecimiento de un ahorro en
la utilizacion de la glucosa podria ser, al menos parcialmente, el causante
de este resultado. Al administrar una dieta suplementada con grasa, los
acidos grasos resultan ser una fuente de energia para los tejidos, asi como
para la sintesis de triglicéridos en la mama. Cuando la grasa esta
constituida por acidos grasos de largas cadenas, se reduce la sintesis de
novo de acidos grasos en la mama. Esta sintesis de acidos grasos resulta
dependiente de la formacion de NADPH, compuesto que en su mayor parte
se origina a partir de la oxidacion de la glucosa. Por lo tanto, en opinion de
Grummer y Carroll (1991), en los casos en que se administra una dieta
suplementada con grasa, puede llegar a ahorrarse una cierta cantidad de
glucosa, lo que determina que estas dietas resulten anticetogénicas, si bien
por otra parte, los niveles de glucosa en sangre pueden no resultar
incrementados.

En 1998, Sinclair y colaboradores suministraron una cantidad fija de
alimento durante toda la prefiez, puesto que es la practica comin en
muchas ganaderias, a pesar de que los rendimientos de energia
metabolizable van aumentando durante la gestacion (Bruce y col., 1984),
concluyendo que conforme avanza la prefiez la concentracion de glucosa
en plasma iba bajando, mientras que las concentraciones de acidos grasos
no esterificados y de B-hidroxibutirato en plasma aumentan reflejando un
balance energético negativo. Después del parto la concentracion de glucosa
en plasma seguia siendo baja, mientras que la de AGNE y BHB era atin
mas elevada, estos niveles pudieron deberse a que los nutrientes que antes
eran para el feto se destinasen después del parto a las glandulas mamarias u
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otros tejidos maternos. Hasta la cuarta semana posterior al parto no se
estabilizaron los niveles de glucosa, AGNE y BHB (Sinclair y col., 1998).

Suplementacion con grasa y nivel de prostaglandinas.

Todas las prostaglandinas derivan del 4acido linoleico, o de sus
productos metabolicos como el araquidonico, y de otros acidos grasos
poliinsaturados de largas cadenas, de lo que se deduce la importancia que
los acidos grasos poliinsaturados pueden tener en la reproduccion como
precursores o inhibidores de la formacion de las prostaglandinas que
intervienen en la luteolisis y desempefian una funcion reguladora en el
ciclo reproductivo de la hembra. Las prostaglandinas derivadas del &cido
araquidonico son prostaglandinas de la serie 2, entre las que se incluyen las
PGF,, y las PGE, de particular importancia si nos encontramos al final del
ciclo estral o en la gestacion (Abayasekara y Wathes, 1999). Otro acido
graso responsable de la Dbiosintesis de prostaglandinas es el
eicosapentaenoico, que produce prostaglandinas de la serie 3; éstas son
consideradas menos activas que las procedentes del araquidénico (Fly y
Johnston, 1990).

Las prostaglandinas F,, tienen una importante funcion consistente en
reestablecer el ciclo estral si el animal no ha sido fecundado (Petit y col.,
2002). También son utilizadas para la sincronizacion del estro del rebafio
con las ventajas econdémicas y de manejo que de ello se derivan (Xu and
Burton, 2000; LeBlanc y Leslie, 2003; Tenhagen y col.,, 2004). Sin
embargo, cuando se produce la fecundacion la liberacion de
prostaglandinas F,, por el utero debe ser inhibida para preservar el cuerpo
luteo en el ovario y prevenir una posible muerte embrionaria temprana
(Staples y col., 1998; Mattos y col., 2002).

En relacion con lo comentado anteriormente, Staples y colaboradores
(1998) indican que son sustancias que juegan un amplio papel en la
fisiologia y metabolismo del mamifero. La mayor parte de los 6rganos de
estos animales, sintetizan prostaglandinas. Estas sustancias resultan ser
reguladoras locales, lo que hace que se sinteticen en la proximidad de las
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células en las que actian. En el tracto reproductivo, los tejidos del utero
resultan ser las principales fuentes de prostaglandinas, especialmente al
comienzo del post-parto, momento en el que los niveles de prostaglandinas
de la serie dos, experimentan una gran subida, la que parece quedar
asociada con la regresion del cuerpo luteo y del utero. Durante las dos
semanas siguientes, la concentracion de prostaglandinas vuelve de una
manera gradual, a sus valores basales. Después, el utero libera
prostaglandinas de la serie dos de manera regular durante las semanas
siguientes hasta comience un nuevo celo y siempre que el animal no quede
gestante. En el momento en que comience la gestacion, la liberacién de
estas prostaglandinas desde el utero, queda inhibida con objeto de
mantener la gestacion. Como las prostaglandinas de la serie dos ejercen un
efecto sobre la regresion o desaparicion del cuerpo lateo, las
concentraciones de progesterona en plasma se relacionan inversamente con
las de prostaglandinas de la serie dos durante este proceso. Staples y
colaboradores (1998) terminan indicando como las prostaglandinas ejercen
una funcién importante en el restablecimiento del ciclo estral, hasta que el
animal quede otra vez gestante. A partir de este momento, su formacién
debe caer, previniéndose de esa manera, una posible muerte embrionaria.

Como se ha comentado anteriormente, los acidos grasos poliinsaturados
de larga cadena pueden servir como precursores para la biosintesis de
prostaglandinas y como inhibidores de las mismas, por lo tanto depende del
tipo y de la cantidad proporcional de acidos grasos y del momento
reproductivo del animal el que ejerzan una funcion u otra (Staples y col.,
1998; Petit y col., 2002).

Varios estudios informan sobre los efectos inhibidores del 4cido
linoleico sobre la produccion de prostaglandinas de la serie 2 (Thatcher y
col., 1994), la suplementacion con acido linoleico ha reducido la cantidad
de acido araquidodnico en terneros prerrumiantes (Jenkins, 1988). El acido
linoleico actia como un inhibidor de la sintesis de prostaglandinas cuando
es producido por el endometrio después de la fecundacion para preservar la
integridad del embridon (Danet-Desnoyers y col., 1993; Thatcher y col.,
1994). El mecanismo de inhibicion puede deberse a la competencia como
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sustrato con el araquidonico por la unién a la cicloxigenasa, enzima
responsable de la biosintesis de las prostaglandinas (Smith y col., 1991;
Burke y col., 1997).

Otros estudios mantienen que una inyeccion intravenosa de una
solucion rica en aceite de soja (50% de acido linoleico) en vacas y en
ovejas en los dias centrales del ciclo estral incrementa la concentracion de
prostaglandinas en plasma, medida por la concentracion del metabolito 15-
ceto-13,14-dihidroprostaglandina F,, (Lucy y col., 1990; Grummer y
Carroll, 1991; Burke y col., 1996). No fue determinado si estos resultados
se debian a una conversion del acido linoleico en prostaglandinas F,, o a
un efecto indirecto de los &cidos grasos sobre la secrecion de estas
prostaglandinas. En el mismo trabajo Burke y colaboradores (1996)
compararon en ovejas la suplementacion de aceite de soja con otra de
aceite de oliva, resultando un incremento superior de las prostaglandinas
con este ultimo y alcanzando antes el final del ciclo estral las ovejas a las
que se les habian inyectado la solucion rica en acido oleico. De lo que se
podria deducir que la suplementacion con una pequena cantidad de
precursor de prostaglandinas (como la que se encuentra en el aceite de
oliva) induce a la biosintesis de las prostaglandinas F, y por lo tanto
puede provocar un adelanto en la regresion del cuerpo Iuteo acortando el
ciclo estral, mientras que a partir de cierto nivel de precursor pueden
comenzar los efectos inhibidores antes mencionados.

Al abordar el tema Grummer y Carroll (1991) opinan que parece mas
probable que los efectos de la suplementacion pudieran deberse al efecto
indirecto de los acidos grasos sobre la secrecion de prostaglandinas, ya que
el incremento aparecia dentro de las 24 horas de administracion de la grasa,
conociéndose como en otras especies, se ha necesitado de varios dias para
que la suplementacion con acido linoleico diera lugar a un aumento en los
niveles plasmaticos de prostaglandinas. Igualmente se ha deducido que al
suplementar a vacas en el post-parto, con sales calcicas de acidos grasos de
cadena larga, tenia lugar un mayor desarrollo folicular, a pesar de que los
niveles plasmaticos de determinados metabolitos de las prostaglandinas de
la serie dos, no mostraban cambio alguno, lo que en principio, podria
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deberse a la baja concentracion de acido linoleico existente en la grasa
utilizada. Este resultado hace indicar a Grummer y Carroll (1991) que
quizas, el mayor desarrollo folicular detectado se deberia simplemente, al
incremento que en el balance energético del animal puede establecerse
cuando una dieta se suplementa con grasa

El acido linolénico puede competir con el acido linoleico por la A-6-
desaturasa, esto junto a la existencia de una afinidad favorable hacia la
biosintesis del acido eicosapentaenoico frente a la biosintesis del acido
araquidonico (Gurr y col., 1991), hace pensar que el &cido linolénico puede
reducir la sintesis de prostaglandinas F,, (Barnouin and Chassagne, 1991;
Cunnane, 1995; Rooke y col., 2003).

El consumo de una gran cantidad de EPA también puede inhibir la
produccion de PGF,,, porque su elevada concentracion hace que disminuya
el acido araquidonico en las membranas celulares, asimismo inhibe la
fosfolipasa A2, responsable de la liberacion del acido araquidonico de los
fosfolipidos. Ademas de lo comentado, puede competir con el AA por la
cicloxigenasa. Lo mismo puede ocurrir con el acido eicosatrienoico y el
acido docosahexaenoico (Spicer y col., 1993; Rooke y col., 2003).

Por lo tanto los PUFA pueden lograr inhibir la secrecion de PG, entre
otros, a través de los siguientes mecanismos:

- Reduciendo la sintesis de AA al competir por las desaturasas (A5
y A6) necesarias para su formacion (Brenner, 1977; Kinsella y
col., 1990).

- Alterando el perfil en las membranas de los fosfolipidos a favor
de los PUFA n-3 (Spicer y col., 1993).

- Inhibiendo la actividad de las ciclooxigenasas responsables de la

sintesis de las PG (Smith y col., 1991; Burke y col., 1997;
Staples y col., 1998).
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- Inhibiendo la expresion de genes involucrados en la sintesis de
PG de la serie 2 (Mattos y col., 2000).

En un estudio reciente Petit y colaboradores (2002) comparan el efecto
de grasas ricas en acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3, procedentes
de diferentes fuentes, sobre la produccion y composicion de la leche, el
desarrollo folicular y la secrecion de prostaglandinas. Cuando suplementan
la dieta con aceite de linaza (rico en acido linolenico), ya sea tratado con
formaldehido o mediante infusién duodenal, la concentracion de PGFM en
plasma disminuye. Sin embargo, cuando la grasa es una mezcla de aceite
de linaza tratado con formaldehido y aceite de pescado al 50%, la
concentracion del metabolito es mayor. Concluyen que al incrementar la
razén n-3/n-6 disminuye la sintesis de PGF ,,, excepto en el caso de que
los acidos grasos poliinsaturados n-3 sean de cadenas muy largas como el
EPA y el DHA (Petit y col., 2002).

Otros estudios muestran una reduccion de PGFM en plasma en
respuesta a una suplementacion con harina de aceite de pescado, haciendo
hincapié en el efecto inhibidor de los acidos grasos EPA y DHA sobre la
secrecion uterina de PGF,, (Mattos y col., 2001 y 2002; Thatcher y col
2001). Como consecuencia, los tratamientos que reducen la sintesis de
prostaglandinas de la serie dos, pueden dar lugar a una menor mortalidad
embrionaria (Mattos y col., 2000; Petit y col., 2002). En opinién de Petit y
colaboradores (2002), la suplementacion de una dieta con grasa puede dar
lugar a una reduccion en la sintesis de prostaglandinas totales, al afectar la
actividad de la prostaglandina-sintetasa.

Suplementacion con grasa y nivel de hormonas esteroides

Igualmente se ha asociado una mejora en la fertilidad con la existencia
de altos niveles de progesterona antes de la fase luteal (Folman y col.,
1973; Carstairs y col., 1980; Fonseca y col., 1983; Grummer y Carroll,
1991; Kuran y col., 1999). El colesterol es un precursor de la sintesis de
progesterona por las células luteales del ovario (Staples, 1998; Kuran y
col., 1999) y es generalmente aceptado que tanto la concentracion de
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colesterol como de progesterona en plasma aumentan bajo regimenes de
suplementacion con grasa. (Grummer y Carroll, 1991; Oldick y col., 1997;
Kuran y col., 1999; Fahey y col., 2002; Petit y col., 2002). Incremento que,
segun Grummer y Carroll, parece ser independiente del grado de saturacion
de los acidos grasos procedentes de la suplementacion lipidica. De acuerdo
con esto, un incremento en la concentracion de progesterona en el plasma,
ha sido asociado a un aumento en la tasa de concepcion y fertilidad en el
rumiante. Por estos motivos la mayor produccion de colesterol que tiene
lugar cuando se introduce una grasa en la dieta del rumiante, se indica
como posible causa de la obtencion de una mayor tasa de fertilidad (Staples
y col.,, 1998). Sin embargo, otros trabajos publicados no encuentran
relacion entre la concentracion de colesterol en sangre, la concentracion de
progesterona y una mejora en la fertilidad (Ferguson y col., 1990; Spicer y
col., 1990).

La secrecion de progesterona es la funcion principal del cuerpo luteo.
Esta prepara al ttero para la implantacion del embrién, disminuye la
frecuencia de las contracciones uterinas, mantiene el estado de prefiez y
estimula los cambios secretores en la mucosa que reviste las trompas,
resultando importante para la nutriciéon del huevo que estd empezando a
dividirse y no queda implantado atn en el ttero (Petit y col., 2001 y 2002).
Entre el 25 y el 55% de los embriones de mamiferos mueren al principio de
la gestacion, la tasa de concepcidn en rumiantes es superior cuando hay un
aumento en la cantidad de progesterona (Staples y col., 1997).

La concentracion de progesterona en el fluido folicular se obtiene
también mas alta en los casos de suplementacion grasa, lo que sugiere que
la funcion del cuerpo luteo puede mejorarse por medio de la inclusion de
una grasa en la dieta (Staples y col., 1998). Lo indicado implica que un
aumento en la concentracion de colesterol circulante como consecuencia de
la utilizacion de grasa en la dieta, debe determinar un incremento en la
sintesis de progesterona en las células foliculares y del cuerpo luteo. En
este sentido, Carroll y colaboradores (1992), informan de que la sintesis
maxima in vitro de progesterona por las células del cuerpo luteo, se llevaba
a cabo a una concentracion de lipoproteinas de alta densidad, mucho mas
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baja que la que se detectaba en el plasma. Los autores concluyen indicando
que al parecer, las lipoproteinas-colesterol, no parecen ser un factor
limitante en la sintesis de progesterona. Por lo tanto, la sintesis in vitro de
esta hormona por las células luteinizantes, puede resultar similar en
animales suplementados o no, con una grasa (Carroll y col., 1992a y b). De
la misma manera, Hawkims y colaboradores (1995), sugieren que el
incremento que la concentracion de progesterona experimentada en el
plasma de vacas alimentadas con dietas suplementadas con una grasa,
puede no ser debido a una mayor sintesis de la hormona, sino a una menor
tasa de toma de la misma desde la circulacion.

El contenido en grasa de las células luteales también aumenta con la
suplementacion de grasa. En vacas alimentadas con una suplementacion de
sales calcicas ricas en acidos grasos poliinsaturados de larga cadena, un
corte de cuerpo luteo examinado por microscopia electronica revela que los
lipidos ocupan un porcentaje superior del area de la célula luteal, a los cien
dias del parto, frente al porcentaje que ocupaban los lipidos en las células
de vacas cuya alimentacidon no habia sido suplementada (Hawkins y col.,
1995). En este trabajo la suplementacion con las sales calcicas también
aumentaban los niveles séricos de colesterol, de HDL y de progesterona.
Burke y colaboradores en 1997, encontraron que la suplementacion con
aceite de pescado incrementaba la tasa de gestacion en vacas y alteraban la
regresion del cuerpo luteo, apareciendo una mayor concentracion en
plasma de progesterona. Petit y col. (2002), también observaron una
tendencia al encontrar una mayor cantidad de progesterona en la leche de
vacas cuya alimentacion habia sido suplementada con semilla de linaza
tratada con formaldehido.

Otros mecanismos de accion
La insulina es un potente estimulador de la funcién de las células
foliculares ovaricas (Staples y col.,, 1998). A parte de sus funciones

metabolicas conocidas, la insulina y el factor de crecimiento dependiente
de insulina pueden estimular la produccion de progesterona y la mitosis en
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células de la granulosa ovaricas tanto in vivo (Lucy, 2000) como in vitro
(Langhout y col., 1991; Webb y col., 1999).

En 1993, Spicer y colaboradores adicionaron insulina e IGF-I a células
de la granulosa procedentes de foliculos pequefios (1 a 5 mm) y grandes
(>8 mm) de los ovarios de vacas previamente sacrificadas, obteniendo una
mayor proliferacion celular y una superior produccidon de progesterona con
respecto a células a las que no se habia adicionado insulina ni IGF-L
Ambos factores por separado también incrementaron la produccion de
progesterona (Spicer y col., 1993). También hay que tener en cuenta que
las células de la granulosa tienden a producir menos IGF-I cuando son
cultivadas con insulina (Spicer y col., 1993), y que una restriccion en la
ingesta hace que disminuya la concentracion de IGF-I en plasma
(Kobayashi y col., 2002), por lo que modular la concentracion de insulina a
través de la dieta puede permitir un incremento de IGF-I que afecte
positivamente al desarrollo de los foliculos (Staples y col., 1998).

No obstante son necesarios mas estudios in vivo para aclarar el efecto
de la concentracion plasmatica de insulina sobre el desarrollo folicular. Es
bien conocido, desde hace muchos afios, que una baja concentracion
sanguinea de insulina potencia la lipdlisis en el tejido adiposo, evidencia
revisada por Grummer y Carroll para vacuno y caprino sugiriendo que la
hidrolisis de triglicéridos en el tejido adiposo aumentaba cuando la dieta
era suplementaba con grasa, resultando una concentraciéon superior de
acidos grasos no esterificados en plasma en los animales cuya dieta habia
sido suplementada con grasa frente a los del grupo control (Grummer y
Carroll, 1991; Petit y col., 2002). Estos acidos grasos libres pueden
interferir en la concentracion de PGF,, como se comento anteriormente.

De acuerdo con lo descrito con anterioridad, muestras del tejido adiposo
procedentes tanto de ovejas como terneros, llegaban a liberar, in vitro,
mayores cantidades de acidos grasos, en los casos en los que una grasa
protegida se incluia en la dieta (Yang y col., 1978). Igualmente, la
actividad lipolitica del tejido adiposo de vacas en lactacion, que habian
sido duodenalmente infundidas con un aceite, resultaba mas alta, efecto
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que puede dar lugar a una pérdida bien en el peso o en la condicion
corporal (Gagliostro y Chilliard, 1991). Por lo tanto, se deduce que la grasa
de la dieta reduce la lipogénesis en el tejido adiposo. Un aumento en la
lipdlisis da lugar a una mayor concentracion en plasma, de 4cidos grasos
no esterificados. Grummer y Carroll (1991) deducen igualmente, que la
concentracion plasmatica de 3-hidroxibutirato, normalmente no cambia en
los casos de utilizacion de dietas con grasa, comentando que los niveles
plasmaticos de cetonas, normalmente aumentan cuando se elevan los de
acidos grasos no esterificados, por lo tanto, el efecto anticetogénico
deducido en estos casos, podria dar lugar a un ahorro en la utilizacion de la
glucosa.

También se conoce que al administrar en la dieta del animal en
lactacion, acidos grasos de cadena larga, la sintesis de novo de acidos
grasos en la glandula mamaria disminuye (Grummer, 1991). En
consecuencia, como la sintesis de acidos grasos depende de la formacion
de NADPH, la mitad del cual es originado por la oxidacion de glucosa, al
suplementar la dieta con una grasa, se origina un ahorro en la utilizacion de
este sustrato. Este ahorro de glucosa no parece reflejarse en sus niveles
sanguineos, los que generalmente, no cambian cuando se suplementa la
dieta del rumiante con una grasa (Grummer y Carroll, 1991).

No obstante, los resultados obtenidos a partir de distintos ensayos,
ponen en evidencia la falta de consistencia respecto de lo que sucede en
este sentido. La concentracion plasmatica de glucosa no se afectaba en
vacas en lactacion alimentadas con una alta cantidad de aceite de maiz o
sebo, o abomasalmente infundidas con 4cidos grasos libres, bien saturados
o insaturados (Christensen y col., 1994a y b). Por el contrario, los niveles
de este metabolito disminuyeron en vacas duodenalmente infundidas con
aceite de colza (Chilliard y Otton, 1995). A las siete semanas del parto, la
concentracion plasmatica de glucosa disminuia en vacas alimentadas con
sales calcicas de acidos grasos, lo que no sucedia a las 13 semanas (Simas
y col., 1995). Al incluir sebo al 2%, en una dieta desde el primer dia hasta
el 120 después del parto, se obtenian en las muestras obtenidas cada dos
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semanas, unas concentraciones crecientes de glucosa en sangre (Bateman
y col., 1996).

En este sentido, Staples y colaboradores (1998) indican que las posibles
diferencias en las concentraciones de glucosa en sangre, no parecen servir
para deducir posibles diferencias en el flujo sanguineo o tasa de toma desde
la sangre. Grummer y Carroll (1991) indican que el aumento que en la
produccion de leche tiene normalmente lugar en los casos en que se
administra una dieta adicionada de grasa, reflejaria un mayor requerimiento
en lactosa, la que podria ser originada a partir de la glucosa no utilizada en
la sintesis de novo de 4cidos grasos. Estos autores terminan comentando
que si la toma de glucosa por los tejidos se reduce a causa del efecto
ejercido por la grasa, el que los niveles plasmaticos de glucosa se
mantengan estables, podria indicar que en estos casos, tiene lugar una
disminucion de la gluconeogénesis hepatica, hecho por el que respecto de
la aparicion de determinados desordenes metabolicos, se considera
beneficioso la suplementacion de la dieta del animal en lactacion con grasa.

En 1998, Staples y colaboradores proponen un posible mecanismo de
accion mediante el cual la suplementaciéon con acidos grasos
poliinsaturados de largas cadenas (bien en forma de sales calcicas o
mediante su inclusion directa a nivel abomasal o intestinal) potencia la
funcion reproductiva. El cuerpo luteo estd regulado por, al menos, tres
tejidos: la glandula pituitaria anterior, el utero y el embrion. La hipofisis
secreta LH para estimular la diferenciacion de las células de la granulosa a
células luteales, el utero produce PGF,, para retrotraer el cuerpo liteo, y el
embrion produce sefales al tejido endometrial para que produzca un
inhibidor de la prostaglandina sintetasa para modificar la secrecion de
PGF,, por el utero. El mecanismo por el cual la suplementacion con grasa
podria estimular la liberacion de LH aun no se conoce bien, aunque Staples
propone que pudiera deberse a un ahorro de glucosa en la glandula
mamaria, de forma que hubiese una mayor disponibilidad de la misma, y
¢ésta actuara sobre el sistema hipotalamo-hipofisis que secretaria mas LH.
Grummer y Carroll en 1991 observaron que posiblemente la
suplementacion de grasa se traducia en un ahorro de glucosa mas que en
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una mejora en el balance energético; no obstante, hacen falta mas estudios
sobre el tema. O’Callaghan y Boland en una revision de 1999 relacionan
un descenso de LH con una nutricion inadecuada en ovejas; sin embargo,
no se encuentran cambios significativos en la secrecion de LH cuando se
restringe el nivel de energia de la dieta (Abecia y col., 1995).

A nivel del utero los acidos grasos poliinsaturados, sobre todo el
linoleico y el eicosapentaenoico, pueden inhibir la secrecion de PGF,, de la
forma antes comentada. Si esto ocurre, la sintesis de progesterona no es
inhibida, y solo depende de la disponibilidad de colesterol, que con la
suplementacion de grasa dejaria de ser un posible factor limitante. Al
mismo tiempo la secrecion de estradiol es suprimida por la suplementacion
con grasa, esto hace que el cuerpo luteo sea menos sensible a las PGF,, que
aun puedan estar presentes. En estas condiciones la vida del cuerpo luteo se
mantiene para asegurar la supervivencia del embrion (Staples y col., 1998).
Asimismo, la suplementacion con acidos grasos poliinsaturados hace que el
cuerpo luteo permanezca mas tiempo en el ovario (Oldick y col., 1997),
exista un mayor numero de foliculos y éstos tengan un diametro mayor
(Lucy y col.,, 1989 y 1991; O’Callaghan and Boland, 1999; Petit y col.,
2002).

3.5.3. Nutricion de la hembra gestante

Al inicio de la gestacion, la alimentacion de la hembra tiene la mayor
incidencia sobre la mortalidad embrionaria, casi un 40% del total de las
pérdidas embrionarias suceden entre los dias 8 y 17 de gestacion (Mattos y
col., 2002), especialmente en los casos de gestacion multiple, dependiendo
dicha incidencia, entre otros factores, de la alimentacion y de la condicion
corporal de la madre en el momento de la cubricion, aunque normalmente
solo situaciones de malnutricion severas suelen ejercer efecto sobre dicha
mortalidad, esto también se puede dar en ovejas o cabras muy jovenes en
crecimiento (Boza, 1998). Por tanto, la condicion corporal del animal esta
estrechamente relacionada con la funcion reproductiva e influye también
en el modelo de la dindmica folicular a través de cambios en el entorno
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endocrino; ovejas con una condicion corporal superior mantienen una alta
concentracion de la hormona foliculo estimulante durante la fase folicular,
lo que permite a este grupo mantener una tasa de ovulacion mas alta que la
de otro grupo que presentaba una condicion corporal inferior (Vifioles y
col., 2002). Burke y colaboradores también relacionan una mala condicion
corporal con una baja tasa de fertilidad en vacas que han sido alimentadas
con harina de pescado (Burke y col., 1997).

Las modificaciones que se producen en el utero después de la
fertilizacion guardan una relacion primaria con la nutricion, pero es la
existencia de un feto en crecimiento el que afiade progresivamente unos
mayores requerimientos a la madre, por esto, la gestacion estimula la
ingesta voluntaria de alimentos, aumenta la absorcion de nutrientes y la
eficacia de su utilizacion (se deposita el 80% de la proteina y los minerales
absorbidos), provoca una reduccion del tono muscular y de la actividad
fisica de la madre y origina un mayor crecimiento de los tejidos maternos;
estos efectos maternos especificos se conocen como “el anabolismo de la
gestacion”, que parece estar regulado inicialmente por la progesterona,
seguida por la prolactina secretada por la placenta, resultando probable que
el consumo de energia sea el factor limitante (Boza, 1998).

En las cabras el peso medio de las crias al parto suele ser, en la raza
granadina, del 12 al 14% del peso de la madre. Ademas la cabra gestante
experimenta un crecimiento del ttero y de las glandulas mamarias, que
sumado al de las envolturas fetales, nos llevaria a un 10% mas del peso del
animal, lo que nos da idea de la importancia que tiene un aporte
alimentario suficiente, para no tener que movilizar en demasia sus
depositos, dejando estas reservas para el comienzo de la lactacion,
momento mas critico por coincidir esas mayores necesidades con la
anorexia postparto (Boza, 1998). Los principales periodos en los que debe
cuidarse la alimentacion de la hembra gestante son:

- Primer mes de gestacion, ya que la alimentacion ejerce su efecto

principal sobre la supervivencia de los embriones (Boza, 1998;
Mattos, 2002), esto no seria importante si, como se indicéd
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anteriormente, la condicion corporal al comienzo de la gestacion
fuese adecuada.

- Durante el segundo y tercer mes, la alimentacion de la cabra va a
influir en el crecimiento de la placenta, aspecto de considerable
interés, ya que el tamafio de la placenta determina el flujo
sanguineo a los fetos y la transferencia de nutrientes, asi como su
actividad hormonal (Boza, 1998).

- Los tultimos 45 dias o ultimo tercio de la gestacion, es donde la
alimentacion de la cabra tiene la mayor importancia, puesto que
afecta al metabolismo, crecimiento y desarrollo de los fetos en el
periodo de méaxima velocidad de crecimiento (Boza, 1998).

El déficit de proteina interviene en menor medida, y segin su cuantia
provoca retraso de la pubertad en la hembra, a veces suprime los signos
evidentes de celo, aunque tiene poca incidencia en la regularidad del ciclo
ovarico (Boza, 1998). También se ha destacado que la deficiencia proteica
retrasa el desarrollo testicular en el caprino y afecta a la produccion
espermatica (Smith, 1986).

Son las deficiencias en minerales y vitaminas las de mayores
consecuencias sobre la reproduccion (si no hay un déficit severo de
energia), principalmente las de fosforo, fosforo-proteina, calcio, hierro,
cobalto, o las vitaminas A, D y E, provocando trastornos que van desde el
cese del ciclo estral, a la muerte embrionaria y aborto. El feto tiene
prioridad por los nutrientes, por lo que cuando los aportes de alimentos son
insuficientes, la madre apela a sus reservas corporales para satisfacer las
necesidades del mismo, caso del Fe, y especialmente del Ca y P, pudiendo
ser transferidos al feto desde el esqueleto de la madre, llegando a
desencadenar hasta una hipocalcemia en ésta (Boza, 1998). Por el contrario
hay otros nutrientes como la proteina y la vitamina A, cuyo déficit es mas
acusado en el feto que en la madre (Robinson, 1977).
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3.6 Composicion y calidad de laleche de cabra

La leche de cabra y sus productos derivados son de gran importancia en
la nutricion humana. Haenlein (2004) resume los aspectos que actualmente
centran el interés por la leche de cabra, en los siguientes: 1) la leche y el
queso de cabra han sido de gran relevancia en la alimentacion de las zonas
rurales y desfavorecidas, siendo la fuente principal de proteina para su
poblacion; 2) las exigencias gastronomicas de los consumidores hacen que
aumente la demanda de productos derivados de la cabra, especialmente
queso y yogurt, por lo que se requiere un mayor conocimiento de la materia
prima, en relacion a los productos finales; 3) la mejora que el empleo de
leche de cabra y derivados lacteos, parece producir en individuos que
padecen alergias y otros desordenes gastrointestinales, derivados del
consumo de leche de vacuno. En este sentido, la composicion de la leche
de cabra determina caracteristicas beneficiosas especiales y propiedades
demostradas para la nutricién y salud humana, junto con su valor nutritivo
como alimento (Haenlein, 2004).

3.6.1 Composicion de la leche. Aspectos comparativos
entre las leches de cabra, vaca y oveja

La leche de cabra y oveja presenta un color blanco, comparado con la
de vaca que es amarillento, dada la presencia de carotenos en esta ultima
(Saini y Gill, 1991). La leche de cabra es de naturaleza alcalina, al
contrario que la de vaca que es ligeramente acida, siendo muy util para
individuos con problemas de acidez. Dicha alcalinidad se debe a su mayor
contenido proteico y a la presencia de diferentes fosfatos (Saini y Gill,
1991).

La leche de oveja presenta mayor contenido de grasa, proteina, cenizas
y solidos totales que la de cabra (Hadjipanayiotou, 1995; Jandal, 1996;
Sanz Sampelayo y col., 2003; Jung Hoon Lee, 2006), siendo los valores de
esta ultima superiores a los de la leche de vaca (Hadjipanayiotou, 1995).
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En cuanto al nitrégeno no proteico, Hadjipanayiotou (1995) observé que la
leche que presenta mayor cantidad (en gramos por kilogramo de leche
producida) es la de cabra (2,91 g/kg), seguida de la de oveja (2,7 g/kg) y
vaca (2,18 g/kg). Sin embargo, el NNP como porcentaje de la proteina
bruta, fue similar en la leche de cabra y vaca (7,13 y 7,43%
respectivamente) mientras que la de oveja presentd el valor mas bajo
(4,66%). Por otro lado, Morand-Fehr y col., (1982) obtienen un porcentaje
de NNP mayor en la leche de cabra (8-9%) que en la de vaca (5%). Estas
diferencias, entre la leche de vaca, oveja y cabra influyen en el proceso de
su transformacion en queso y en las caracteristicas de este.

Con respecto a la composicion aminoacidica, la leche de cabra presenta
valores superiores a los de la de vaca, en relacion a seis de los diez
aminoacidos esenciales: treonina, isoleucina, lisina, cisteina, tirosina y
valina (Posati y Orr, 1976).

La leche de cabra es deficiente en vitamina B12 y acido folico,
comparada con la leche de vaca. La distribucion de otras vitaminas y de
Ca, Mg, Na, K, y P es similar en la leche de vaca y cabra (Chandan y col.,
1992). Jandal (1996), en una revision, sefiala que la leche de cabra tiene un
contenido mineral ligeramente superior a la de vaca, pero inferior al de la
de oveja. Sin embargo, la leche de cabra presenta valores superiores de
calcio (194 mg/100g) y fosforo (270mg/100g) (Posati y Orr, 1976) a los de
la de oveja (160 y 145 mg/100g para calcio y fosforo, respectivamente)
(Saini y Gill, 1991).

El carbohidrato mayoritario de la leche de cabra es la lactosa, cuyo
porcentaje (4,08-4,45) es similar al de la leche de vaca (4,66-4,78%)
(Chandan y col., 1992; Jandal, 1996) pero ligeramente superior al de oveja
(3,7%) (Jandal, 1996).
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3.6.2. Composicion y caracteristicas de la proteina

Las proteinas de la leche de cabra son similares a las mas importantes
de la leche de vaca, en cuanto a su clasificacion general: a-, -, k-caseinas,
B-lactoglobulina, a-lactoalbumina. Sin embargo, son diferentes en cuanto a
polimorfismos genéticos y su frecuencia en la poblacion de cabras. Las
caseinas representan la fraccion proteica mayoritaria de la leche de cabra y
se definen como un grupo heterogéneo de fosfoproteinas, que precipitan a
partir de la leche descremada a pH 4,6 y a 20°C (Thompson y col., 1965).

El complejo caseinico tiene cuatro componentes principales, que son
cadenas polipeptidicas, denominadas oy, a5, B-, y k-caseinas (esta ultima,
en ocasiones, también glicosilada). En cuanto al polimorfismo genético, la
B-caseina presentaria 4 alelos, y tanto la oy como la k-caseina, presentarian
dos variantes. La ag-caseina se distingue por un fuerte polimorfismo
estructural, asociado a una variabilidad alélica cuantitativa. A principios de
los afios 80, se identificaron siete variantes genéticas de la oy -caseina
(Boulanger y col., 1984). Posteriormente, se observo que las variantes
genéticas podrian agruparse en categorias seglin el nivel de sintesis de la
os-caseina en la leche de cabra (Grosclaude y col., 1987). Grosclaude y
col., (1987) concluyeron que las variantes A, B y C se acompafian de una
produccion alta de og-caseina (aproximadamente 3,6g/1); el alelo E,
asociado a un nivel medio, (aproximadamente 1,6 g/l); los alelos D y F,
asociados a un nivel bajo de sintesis (aproximadamente 0,6 g/l) y el alelo
O, que confiere el fenotipo nulo. Estos autores sugieren que cada variante
individual tiene una funcidén aditiva en la sintesis de og-caseina. La
combinacion F/F tendria una produccion significativamente menor de oy;-
caseina que la E/F, y ambas producirian significativamente menos cantidad
que las combinaciones A/F y A/E (Grosclaude y col., 1987).

A finales de los afios 90, se identificaron nuevas variantes genéticas
adicionales de la o4 -caseina (Martin y Addeo, 1996) como la G, que al
igual que las D y F, estd asociada con una baja produccion de oy -caseina.
Ademas, se observd que la variante B, presentaba tres formas diferentes:
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B1, B2 y B3, asociadas con una sintesis relativamente elevada de la oy-
caseina. En razas caprinas italianas se han descrito cuatros nuevas
variantes: C', A', X y W (Chianese y col., 1995) y en razas africanas se ha
identificado la variante H (Pépin, 1995). Estas diferencias en los tipos
genéticos, se deben a sustituciones o delecciones de aminoacidos en las
cadenas de proteinas (Trujillo y col., 1997).

Con respecto a la fraccion caseina, la leche de cabra es rica en B-caseina
y pobre en o4 -caseina, mientras que en la leche de vaca, la ag-caseina es
mayoritaria (Chandan y col., 1992; Trujillo y col., 1997). La leche de cabra
contiene niveles relativamente mayores de ag,-caseina, en comparacion con
la de vaca, aunque la suma de las fracciones, oz- mas og-caseina, en la
leche de cabra es menor que la fraccion de og-caseina de la de vaca
(Chandan y col., 1992). La proporcion de las distintas fracciones caseinicas
(os;, Ox, B, y ), particularmente el contenido en oy, afecta a las
propiedades de coagulacion de la leche y a la produccion de queso
(Ambrosoli y col., 1988; Remeuf y col., 1993; Vassal y col., 1994), asi
como a sus caracteristicas (Grosclaude y col., 1994).

Las caseinas se organizan en la leche en forma de micelas, asociadas a
un complejo mineral, compuesto de fosfato calcico. Las micelas de caseina
caprina presentan un grado de dispersion y un diametro medio mayores,
una mineralizacion mas elevada, un nivel de hidratacién inferior y son
menos estables a los tratamientos térmicos, con respecto a las micelas de la
leche de bovino (Trujillo y col., 1997). Estos parametros pueden variar de
forma mas o menos acusada dependiendo de la variante de la a-gcaseina
presente (Remeuf, 1993; Pierre y col., 1995).

Las principales proteinas séricas de la leche caprina son a-lactalbimina
y P-lactoglobulina; la fraccion minoritaria estd constituida por
seroalbumina, proteasas, peptonas e inmunoglobulinas (Jennes, 1979).

En cuanto a la composicion de la leche de cabra en funcion del

genotipo, Clark y Sherbon (2000) observaron que la leche de cabras, con al
menos un tipo de la variante genética de alta produccion de oy caseina (A,
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B1, B2, B3 o C), contenia un mayor porcentaje de solidos totales, solidos
no grasos, proteina y oy caseina que aquellas que presentaban sélo
variantes de baja produccion de og-caseina (D, F o G) o eran
homocigodticas para la variante nula. Estos autores no encontraron
diferencias significativas en cuanto a la coagulacion de la leche procedente
de cabras con diferentes variantes genéticas para la ag-caseina. Sin
embargo, observaron tendencias notables en este sentido: la leche que
contenia al menos una variante de tipo alto tendia a presentar mejores
propiedades de coagulacion que la leche procedente de cabras homocigotas
para el alelo O. Recientemente, De la Torre (2006) obtiene que tanto el
rendimiento quesero como la firmeza de la cuajada resultaron mayores con
el empleo de leche procedente de cabras de alta capacidad de sintesis de
as-caseina frente a animales de baja capacidad.

Quiles y col., (1994) estudiaron la evolucién, durante la lactacion, del
contenido en proteina total, caseinas (a, B, k) y proteinas del suero (B-
lactoglobulina, o-lactoalbumina) en la leche de 44 cabras de raza
murciano-Granadina y obtuvieron unos valores medios de 40,9, 32,1 y 8,7
g/l, respectivamente. Dentro de estos grupos las cantidades obtenidas para
a-, B-, y k- caseinas, asi como para B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y
proteinas minoritarias del suero (seroalbimina, inmunoglobulinas y las
proteosas y peptonas) fueron de 8&,5, 21, 2,5, 58, 1,5 y 14 g/l
respectivamente. Observaron que todas las proteinas y fracciones
aumentaron significativamente durante la lactacion, excepto las proteinas
minoritarias del suero, que disminuyeron. Diaz y col., (1999) observaron
que el contenido en proteinas y caseinas totales de la leche de cabras de
raza murciano-Granadina, variaba a lo largo de la lactacion en una
magnitud que dependia de la estacion de la paridera, observandose una
mayor variacion en la paridera de primavera. Dicha variacion fue mucho
menor para el caso de las fracciones de a y « caseinas.
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3.6.3. Composicion de la grasa. Perfil en acidos grasos

El porcentaje de grasa es el factor determinante de la cremosidad y del
sabor de la leche de cabra y sus productos derivados (Morand-Fehr y col.,
2000). La cantidad es superior en la leche de cabra (4,81) que en la de vaca
(3,38), existiendo diferencias en cuanto a la estructura fisica y perfil en
acidos grasos (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). El tamafio medio de la
micela o glébulo graso de la leche de cabra es de 3,5 um, presentando un
alto porcentaje de globulos con un tamafio de 1,5 a 3 pum,
considerablemente inferiores a los que presenta la leche de vaca (4,5 um)
(Stark, 1988; Chandan y col., 1992; Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

Una de las principales peculiaridades de la leche de cabra es su
composicion en acidos grasos, que es diferente a la que presenta la leche de
vaca (Haenlein, 2004) y la de oveja (Jung Hoon Lee y col., 2006). La leche
de cabra es rica en triglicéridos de cadena media, formados por acidos
grasos cuya cadena carbonada presenta de 6 a 10 dtomos de carbono. La
mayor proporcidon corresponde a los acidos caproico (C6:0), caprilico
(C8:0), caprico (C10:0), que pueden constituir del 15 al 18% en la leche de
cabra, frente al 5-9% que presenta la de vaca (Boza y Sanz Sampelayo,
1997), esta proporcion confiere a la leche de cabra su sabor caracteristico.
La leche de cabra también tiene mayor cantidad de AGMI y PUFA en
comparacion con la leche de vaca y oveja (Haenlein, 2004; Jung Hoon Lee
y col., 2006). Ademas, presenta valores muchos mas altos de los acidos
butirico (C4:0), caproico (C6:0), caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico
(C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0), que las de vaca y oveja. Sin
embargo, la leche de vaca presenta valores mas elevados de los acidos
estearico (C18:0) y oleico (C18:1), mientras que la de oveja contiene
mayores niveles de 4cidos grasos saturados de cadena larga,
particularmente estearico (18:0) y eicosanoico (20:0) (Haenlein, 2004).

Alonso y col. (1999) estudiaron la composicion en acidos grasos de la

leche de cinco rebafios de cabras en la region de Murcia. Observaron que
los cinco acidos grasos de mayor importancia, en términos cuantitativos
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(C16:0, C18:1, C10:0, C14:0 y C18:0) constituian mas del 75% del total de
los acidos grasos de la leche, mientras que los valores medios de acidos
caprilico y caprico fueron de 2,7 y 9,9%, respectivamente. Poveda y
Cabezas (2006) obtienen resultados similares en quesos producidos a partir
de leche de cabras de la region de La Mancha, concluyendo que estos cinco
acidos grasos mayoritarios constituian, aproximadamente, el 85% del total
de acidos grasos. Ademas, sefialan que el acido butirico era el principal
acido graso de cadena corta (5,6% del total de acidos grasos), siendo el
caprico el acido graso de cadena media mayoritario (8,9% del total de
acidos grasos).

Con respecto a los acidos grasos ramificados, Alonso y col., (1999)
identificaron 36 en la leche de cabra. Los mas importantes, en términos
cuantitativos, fueron las formas iso- y anteiso- del C15 y anteiso-C17 e iso-
C16. Estos acidos grasos también son predominantes en la leche de vaca.
Kim Ha y Lindsay (1993) determinaron la fraccion de acidos grasos
volatiles en quesos y cuantificaron 5 acidos grasos ramificados de menos
de 10 atomos de carbono, no identificados anteriormente (Massart-Leen y
col., 1981). Estos autores hicieron énfasis en la existencia de acidos grasos
ramificados monometilo, ademas de las formas iSO Yy anteiso,
principalmente sustituciones de grupos metil sobre acidos grasos C4 y C6,
presentes en la leche caprina pero no en la bovina. Identificaron y
cuantificaron 25 acidos grasos ramificados con un grupo metil, 2 4cidos
grasos con grupo dimetil y 4 con grupo etil. Los acidos 4 etiloctanoato (227
ug/g) y 4 metiloctanoato (391 pg/g) confieren el sabor caracteristico a la
leche y derivados lacteos de cabra y oveja. Aproximadamente del 5 al 15%
de la cantidad total de C18:1 estd en configuracion trans, tanto en cabra
(Alonso y col., 1999) como en vaca (Selner y Schultz, 1980) siendo el
principal isomero el trans-vaccénico (35-40%) para ambas (Bicherstaffe y
col., 1972; Alonso y col., 1999). Con respecto al contenido en trans- C18:1
de la grasa de la leche de cabra, Alonso y col., (1999) obtuvieron un valor
medio de 2,12%, menor que el estimado para la leche de vaca (3,8 %) por
otros autores (Prencht y Molkentin, 1996). Sin embargo, la proporcion de
los distintos isémeros del trans-C18:1 y el contenido de trans-C16:1 fue
comparable en ambas especies (Alonso y col., 1999).
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Jung Hoon Lee y col., (2006) observaron que la leche de cabra presenta
niveles mas bajos de ciertos acidos grasos monoinsaturados (C13:1n-9,
Cl14:1n-5, C16:1 trans, C16:1n-7 y C18:1n-9) en comparacion con la de
oveja. En este estudio no se observaron diferencias significativas en cuanto
a la cantidad de acido C18:1 trans entre las leches de cabra y oveja. Sin
embargo, otros autores demuestran que el nivel de los 4cidos C18:1 trans
es significativamente superior en la leche de oveja que en la de cabra
(Griinari y Bauman, 1999). El nivel de acido vaccénico (C18:1 11-trans)
en leche de oveja fue ligeramente superior al de la de cabra; no obstante, el
contenido en acidos grasos CI18:1 trans, varia en funcion de la
alimentacion, periodo de lactacion o raza. Con respecto a los acidos grasos
poliinsaturados, no se observaron diferencias en cuanto a C18:2 cis-9,
trans-11, linolenico (C18:3n-3) y docosapentaenoico (C22:5n-3). Sin
embargo, los niveles de acido linoleico (C18:2n-6), C18:2 trans-10, cis-12
y y-linolenico (C18:3n-6) en leche de cabra fueron significativamente mas
bajos que en leche de oveja. Actualmente, uno de los aspectos mas
estudiado con respecto a la leche y carne del rumiante, es la cantidad en
acido linoleico conjugado (CLA), dadas las propiedades saludables que se
le atribuyen. El término acido linoleico conjugado, incluye una serie de
isomeros, principalmente cis-9, trans-11 y trans-10, cis-12, del acido
linoleico, que es el cis-9, cis-12 octadecaenoico. Se considera que el acido
C18:2 cis-9, trans-11, es el mayoritario en la leche de rumiantes,
denominandose también acido ruménico. Griinari y Bauman (1999)
concluyen que la leche de oveja presenta el mayor contenido de CLA y
acido vacénico, en comparacion con la leche de cabra y vaca. El valor
medio de acido ruménico (cis-9, trans-11) en cabras esta en torno a 0,4-
0,9% del total de acidos grasos (Alonso y col., 1999; Gulati y col., 2000;
Chilliard y col., 2002).
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3.6.4. Aspectos saludables de la leche de cabra
Acidos grasos

La leche de cabra presenta mayor digestibilidad que la de vaca, debido a
ciertos aspectos relativos a la grasa: tamafio de los globulos de grasa y
presencia de acidos grasos de cadena corta y media. El menor tamafio de
los globulos grasos de la leche de cabra proporciona una emulsion fina y
mas uniforme, que confiere mayor digestibilidad frente a la leche de vaca
(Stark, 1988; Chandan y col., 1992; Jandal, 1996; Boza y Sanz Sampelayo,
1997). Por otro lado, esta caracteristica hace que, desde el punto de vista
tecnoldgico, la grasa sea mas susceptible a la lipolisis y al desarrollo de
aromas tipicos, asociados con la presencia de acidos grasos volatiles
(Chandan y col., 1992). Ademas, la leche de cabra es rica en 4cidos grasos
de cadena corta y media (C4:0-C14:0), siendo su digestion mas rapida
puesto que las lipasas actian mas facilmente sobre las uniones éster de
estos acidos grasos que sobre las que presentan los acidos grasos de cadena
larga (Jennes, 1980; Chandan y col., 1992). Los acidos caprico, caprilico y
caproico, presentan gran interés desde el punto de vista terapéutico, debido
a su utilidad en determinadas enfermedades metabolicas, sindromes de
malabsorcidn, hiperlipoproteinemia, malnutricion infantil, epilepsia,
esteatorrea, fibrosis quistica, etc. (Garcia Unciti, 1996; Boza y Sanz
Sampelayo, 1997; Sanz Sampelayo y col., 2003; Haenlein, 2004). Estos
acidos grasos, dado su especial metabolismo, proporcionan energia en
nifios en crecimiento y tienen efectos hipocolesterolémicos en tejidos, a
través de la inhibicion de la formacion de depodsitos de colesterol (Park
1994; Haenlein, 2004).

Los acidos grasos de la leche y sus productos derivados, que presentan
un potencial anticarcinogénico o antiaterogénico, son el butirico, oleico,
acidos grasos poliinsaturados (especialmente los n-3) y el CLA (Chilliard y
col., 2000). Aquellos acidos grasos de la dieta que presentan un efecto
potencial negativo sobre la salud humana, asociados con el incremento de
la frecuencia de padecer ateroesclerosis, enfermedades coronarias y cancer,
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son los acidos saturados, laurico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico
(C16:0), considerados hipercolesterolémicos (responsables de elevar la
concentracion de LDL-colesterol) (Murphy, 2001; Givens y Shingfield,
2004) y los acidos grasos monoinsaturados trans, o una parte de ellos
(Chilliard y col., 2000).

El acido butirico (C4:0) inhibe el crecimiento celular e induce a la
diferenciacion en un amplio espectro de lineas celulares cancerosas,
incluyendo las del cancer de mama y colon (Parodi, 1999; Murphy, 2001).

Los acidos grasos monoinsaturados, tienen efectos positivos sobre las
lipoproteinas plasmaticas humanas. El acido oleico (C18:1) disminuye la
cantidad de LDL colesterol sin afectar al HDL colesterol, resultando
beneficioso puesto que existe una relacion inversa entre HDL colesterol y
la aparicion de ateroesclerosis (Murphy, 2001). Los 4acidos grasos
monoinsaturados, C18 trans, que aumentan el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, estan presentes en menor proporcion en la grasa de la
leche de cabra que en la de vaca (Alonso y col., 1999).

Los acidos grasos poliinsaturados, cuyo consumo reduce el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, como se coment6 extensamente en
el segundo capitulo de esta revision, no se sintetizan en cantidades
apreciables en los tejidos de los rumiantes y, por tanto, su concentracion en
leche es, esencialmente, un reflejo de la cantidad de estos que abandona el
rumen (Givens y Shingfield, 2004). Por ello, una estrategia para el aumento
de la cantidad de éstos en la leche de los rumiantes es la manipulacion de
su alimentacion (Sanz Sampelayo y col., 2000; 2002), por ejemplo
mediante el empleo de aceites ricos en acido linoleico (C18:2 n-6) y
linolénico (C18:3 n-3), y aceite de pescado como fuente de EPA y de
DHA.

El CLA se ha asociado con importantes actividades biologicas,
incluyendo la anticarcinogénica y aterogénica, la reduccién de los efectos
catabolicos de la estimulacion inmune, la mejora del crecimiento, la
disminucion de la grasa corporal y la regulacion de la glucosa en sangre
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(Murphy, 2001). La leche, sus derivados son la mayor fuente de CLA en la
dieta humana, y el isomero cis-9, trans-11, el mas abundante en los
alimentos derivados de los rumiantes, habiéndose desarrollado una serie de
estrategias nutricionales para maximizar su contenido en la leche (Chilliard
y col., 2000).

Proteina

Los efectos cuantitativos, ligados al polimorfismo genético de la ;-
caseina, ademas de repercutir en la calidad tecnoldgica de la leche de
cabra, particularmente en su comportamiento frente a la coagulacion, lo
hacen en la calidad saludable de la misma (Sanz Sampelayo y col., 2003).
En este sentido, la leche de cabras que presenten alta sintesis de oy-
caseina, tendria la mejor calidad tecnoldgica, existiendo actualmente
programas de seleccion genética hacia este tipo de animales (Clark y
Sherbon, 2000; Raynal-Ljutovac y col., 2005). También se ha observado
que las cabras que contengan los alelos asociados con un nivel nulo o bajo
de sintesis de la ag-caseina, presentarian mayor nivel de lipdlisis que
aquellas de variantes genéticas de alta produccion (Raynal-Ljutovac y col.,
2005). Con respecto a la calidad nutritiva, la leche procedente de cabras
caracterizadas por una sintesis baja o nula de os-caseina, tendria un tiempo
de coagulacion menor, por lo que formaria una cuajada mas suave y de
menor firmeza; esta seria mas facil de hidrolizar por las enzimas
proteoliticas digestivas dando lugar a un mayor aprovechamiento digestivo
de distintos nutrientes (Jennes, 1980; Chandan y col., 1992; Park, 1994;
Sanz Sampelayo y col., 2003).

La alergia alimentaria mas frecuente, especialmente en nifios, es la
debida al consumo de leche de vaca (Podleski, 1992). De acuerdo con
Taylor (1986), la alergenicidad de la leche de vaca implica la respuesta de
la IgE, siendo las caseinas y la B-lactoglobulina las mas alergenas. La -
lactoglobulina es la proteina del suero mayoritaria en la leche de vaca, que
no se encuentra en la leche humana, y es la principal responsable de la
alergia a la leche de vaca (Park, 1994). Los sintomas normalmente se
desarrollan entre la segunda y cuarta semanas de edad, y casi siempre
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dentro de los primeros seis meses de vida (Robertson y col., 1982). La
sintomatologia clinica que desarrollan los pacientes alérgicos a la proteina
de la leche de vaca incluye: rinitis, diarrea, vomitos, asma, anafilaxis,
urticaria, eczemas, catarro cronico, migraas, colitis y dolores epigéstricos.
La leche de cabra se recomienda como alternativa a la de vaca en pacientes
alérgicos (Rosenblum y Rosenblum, 1952; Walker, 1965; Van der Horst,
1976; Taitz y Armitage, 1984), a pesar de que algunas proteinas de la leche
de cabra presentan inmunoreactividad cruzada con las de la leche de vaca
(Park, 1994).

Existen muchas evidencias del caracter hipoalergénico de la leche de
cabra en niflos con alergia a la leche de vaca (Podleski, 1992). Sanz
Sampelayo y col., (2003) y Haenlein (2004) sefialan que el tratamiento con
leche de cabra tuvo efectos positivos en el 40% de los nifios alérgicos a la
de vaca. Haenlein (2004) expone que en un estudio, 49 de los 55 nifios que
fueron tratados resultaron beneficiados del tratamiento con leche de cabra,
haciendo también referencia en su revision a una serie de estudios clinicos
(Reinert y Frabe, 1997; Fabre, 1997; Grzesiak, 1997) en los que se observo
que el 93% de los nifios que presentaban alergia a la leche de vaca,
respondian positivamente al consumo de leche de cabra. Se concluy6 que
ésta presenta un gran interés para la nutricion infantil, dada su baja
alergenicidad y mejor digestibilidad en comparacion con la de la leche de
vaca. Sin embargo, la informacion sobre la alergenicidad de la leche de
cabra frente a la de vaca es escasa (Podleski, 1992; Sanz Sampelayo y col.,
2003), por lo que se requieren estudios basados en datos inmunologicos y
mecanismos biologicos que apoyen las observaciones clinicas.

La mayoria de los humanos, sufren una pérdida gradual de la enzima
intestinal lactasa desde de la infancia, y por tanto de su capacidad para
digerir lactosa, el principal azicar de la leche (Podleski, 1992); por tanto,
los valores bajos de lactasa se asocian con la intolerancia a la leche (Boza y
Sanz Sampelayo, 1997). Como resultado de la ingestion de leche de vaca,
los individuos que presentan intolerancia a la lactosa desarrollan distension
abdominal, dolores y diarreas. Esta sintomatologia a menudo, se confunde
con los sintomas comunes asociados a la alergia a la leche de vaca. En
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cuanto a la mayor tolerancia a la lactosa de la leche de cabra parece ser
debida a su mayor digestibilidad frente a la de vaca; las tasas mas
adecuadas de liberacion de nutrientes desde el estomago al intestino,
optimizan la utilizacion digestiva de la lactosa (Boza y Sanz Sampelayo,
1997).

Destacan otras caracteristicas de la leche de cabra, como su capacidad
tampon, debido a las caseinas y fosfatos, de modo que puede ser empleada
para el tratamiento de tlceras (Park, 1992). Por otro lado, la leche de cabra
presenta mayor disponibilidad del hierro en ratas con anemia, que la leche
de vaca (Park y col.,, 1986). En estudios con ratas que presentaban
reseccion intestinal, simulando la condicién patologica del sindrome de
malabsorcion, se encontrd que la leche de cabra mejoraba la absorcion
intestinal de hierro y cobre (Barrionuevo y col., 2002), asi como de la
proteina y magnesio (Lopez-Aliaga y col., 2003) y del calcio y fosforo
(Campos y col., 2003).
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3.7. Efecto de los PUFA en el crecimiento del
neonato

El estatus nutricional en acidos grasos esenciales de la madre durante la
gestacion puede estar relacionado con el crecimiento del feto; varios
autores encuentran una relacion positiva entre el estatus en AA y el peso al
nacimiento (Al y col., 1990, 1995; Koletzko y Braun, 1991; Carlson, 1996;
Woltil y col.,, 1998). Ademas, hay que resaltar el efecto de las PG
derivadas del AA como inductoras del comienzo del parto, como se deduce
del pobre estatus en AA que presentan bebes prematuros en comparacion
con otros nacidos a término (Koletzko y Braun, 1991; Carlson, 1996; Uauy
y col., 2000). Otra hipdtesis que relaciona el estatus en AA con el
crecimiento consiste en el posible incremento del flujo sanguineo,
contribuyendo asi al desarrollo fetal (Gil, 2002).

Carlson y col. (1992), asociaron un crecimiento lento en nifios
prematuros con el aceite de pescado, causado por una disminucion en el
nivel de AA. Un afio mas tarde, los mismos autores publicaron otro estudio
en el que desaparece esta circunstancia al utilizar aceite de pescado con
bajo contenido en EPA, con una relacion EPA/DHA de 1:10. En este
estudio concluyen que no se comprometia el peso y que ademas se
encontraban diferencias significativas positivas, para los prematuros que
tomaron aceite de pescado, en el “indice de desarrollo mental de Bayley” a
los 12 meses (Carlson y col., 1993b).

Cuando las madres toman una dieta rica en LCPUFA se retarda el
momento del parto, reduciendo el riesgo de partos prematuros de un 33% a
un 21% (Olsen y col., 1992, 2000), también se incrementa el peso al
nacimiento, aunque posiblemente ocurra como consecuencia de prolongar
el periodo de gestacion (Olsen y col., 1994).

Carlson (1996), relaciona la razén n-6/n-3 con el crecimiento y el
estatus de AA en bebes prematuros, concluyendo que férmulas infantiles
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suplementadas con aceite de pescado que contiene un 0.3% de EPA y un
0.2% de DHA tienen el efecto de disminuir el estatus del AA en bebes
prematuros, mientras que, con la misma cantidad de aceite de pescado, al
reducir la cantidad de EPA a 0.06%, y manteniendo la de DHA en un 0.2%
observd que la concentracion de AA en la fosfatidilcolina plasmatica no
disminuia en comparacién con el grupo control. Por ultimo, aliment6 bebes
prematuros con una férmula enriquecida en AA (0.43%) y DHA (0.1%)
resultando una mejora del estatus del AA (Carlson, 1996). Asimismo,
puede existir una relacion inversa entre la concentracion de LNA y el peso
al nacimiento en bebes prematuros (Koletzko y Braun, 1991).

Hoffman y Uauy en 1992, concluyeron que en niflos prematuros la
suplementacion con aceite de pescado no tiene ningun efecto negativo
sobre el crecimiento. Otro estudio posterior con formulas enriquecidas con
PUFA de aceite de pescado con un bajo contenido de EPA en bebes
prematuros, mejora el estatus de DHA y de los acidos grasos de la serie n-3
en general, a expensas del estatus de los acidos grasos de la serie n-6, en
particular del AA (Lapillonne y col., 2000).

La mayoria de los estudios en bebes nacidos a término, no encuentran
relacion significativa entre el estatus de LCPUFA y el crecimiento de los
mismos (Innis y col., 1997; Jorgensen y col., 1998; Makrides y col., 1999;
Auestad y col., 2001). Solo Jensen y col., encontraron diferencias a los 120
dias del nacimiento entre el peso corporal de bebes alimentados con una
formula rica en LNA (3.2%) y otra con un 0.4% de LNA, siendo menor el
peso de los nifios alimentados con la formula suplementada (Jensen y col.,
1997).

Martin y colaboradores (1999), suplementaron la dieta de cabras con
sales calcicas de acidos grasos para ver el efecto del incremento energético
de la dieta sobre el crecimiento de los cabritos alimentados por sus madres.
El suplemento causé un incremento del contenido en grasa de la leche de
las madres suplementadas. En este ensayo, 22 cabritos fueron alimentados
por sus madres hasta su sacrificio a los 45 dias, no distinguiéndose cambios
significativos en el peso vivo entre el grupo control y el grupo cuyas
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madres recibieron suplementacion. Sin embargo, los autores encontraron
diferencias significativas en la composicion de la canal de los cabritos
(Martin y col., 1999).

Yeom y col. han estudiado la posible influencia del LA y LNA sobre el
crecimiento de cabritos recién nacidos, alimentando a los mismos con
lactoreemplazantes que contenian diferentes niveles de dichos acidos
grasos. Estos autores, concluyeron que la cantidad de LA y LNA en el
lactoreemplazante no influye en el crecimiento de los cabritos durante las
cinco primeras semanas de vida, resultado que explican con la hipdtesis de
que los cabritos poseian reservas suficientes de PUFA n-3 capaces de
suplir una deficiencia de los mismos en la dieta. Sin embargo, la
suplementacion se reflejaba en la composicion en acidos grasos de los
globulos rojos, el tejido adiposo (donde el LA se incorporé6 mas
eficientemente que el LNA) y el higado. Apareciendo, ademas, una mayor
cantidad de EPA y DHA en el higado (Yeom y col., 2002, 2003 y 2004).

En este sentido, hay que tener en cuenta que los LCPUFA de la dieta, si
no van acompafiados de una cantidad adecuada de antioxidantes, pueden
también potenciar la peroxidacion y reducir asi la capacidad antioxidante
de las células (Herrera, 2002). Palmquist estudid, mediante suplementacion
de LCPUFA a las madres, si el incremento en AGE de los corderos
afectaba a su crecimiento, resultando que dicho grupo crecid6 un 66%
respecto al grupo control; para explicar estos resultados, sugirieron que una
elevada cantidad de LCPUFA en la leche sin un suplemento de tocoferol
podia ser toxica para los prerrumiantes (Palmquist y col., 1977).

107



3. Antecedentes

3.8. Composicion y calidad de la canal de los
cabritos

Las técnicas agricolas modernas han originado un descenso en el
contenido de 4cidos grasos n-3 de la carne de los rumiantes debido al uso
casi generalizado de concentrados de cereales ricos en acidos grasos n-6
para alimentar al ganado (Trautwein, 2001). Segtin un estudio realizado por
Foures en 1992, la composicion lipidica de los rumiantes contiene: 23-27%
de acido palmitico, 2-4% de acido palmitoleico, 14-29% de acido estearico,
36-50% de acido oleico y 1-5% de acido linoleico.

Para mejorar la calidad de la canal de los cabritos al sacrificio es
importante determinar la fraccion de la composicion en acidos grasos que
incorpora el feto a través de la placenta y la parte que incorpora el cabrito
durante las primeras semanas de vida a través de la lactacion.

3.8.1. Composicion en acidos grasos de la canal al
nacimiento

Hay un debate abierto sobre la procedencia de la grasa del recién
nacido. La elevada concentracion de los PUFA en el recién nacido puede
deberse a la movilizacion de los depositos maternos, al incremento de la
sintesis materna o a los cambios en los habitos alimenticios durante la
gestacion (Gil, 2002).

Los LCPUFA circulan por el plasma materno en las lipoproteinas y, en
menor proporcion, como FFA. A pesar de que puede existir una
transferencia directa de triglicéridos a la placenta, la difusion de acidos
grasos a la misma, se asegura por los receptores de lipoproteinas, la
actividad de la lipoprotein lipasa y la accion de la lipasa intracelular en la
placenta (Uauy y col., 2000; Herrera, 2002). Los FFA del plasma materno
son importantes como fuente de LCPUFA para el feto, y su captacion
ocurre bajo un proceso selectivo de translocacion en el que interviene una
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proteina de union de acidos grasos de membrana. Estas proteinas también
pueden estar implicadas en la regulacion del crecimiento y diferenciacion
celular (Dutta-Roy, 1997). Este mecanismo, junto al metabolismo celular,
determina la velocidad de transferencia a través de la placenta y su
selectividad, con la peculiaridad que los niveles de AA y de DHA son mas
elevados en la circulacion fetal que en la materna, mientras los niveles de
LNA y LA son mas bajos (Chambaz y col., 1985; Coleman, 1989; Innis,
1991; FAO, 1993; Herrera, 2002).

Con la excepcion del cobaya y el conejo, el plasma de los fetos de
mamiferos contienen una concentracion mucho mas alta de fosfolipidos
que el plasma materno (Noble, 1980). En la oveja, la concentracion de
LNA y LA maternos es bastante menor en el corazon, higado, rifién y
cerebro que la del feto en dichos 6rganos (Noble, 1980). En humanos, se ha
observado que el acido linoleico cuando cruza la placenta va a formar parte
de los triglicéridos del plasma, mientras que el AA se incorpora a los
lipidos estructurales, sobre todo en los eritrocitos. Parece que los eritrocitos
maternos actian como fuente de AA y DHA, siendo éstos acidos grasos
rapidamente captados por los eritrocitos fetales (Gil, 2002).

Hay evidencias indirectas de que el paso a través de la placenta de
rumiantes de los ésteres de colesterol es improbable. En la oveja, los
ésteres de colesterol tienen un 35% de LA, mientras que los del cordero
recién nacido solo contienen un 2-3% de LA. En la vaca, el contenido
materno en LA de los ésteres de colesterol alcanza el 80%, mientras que en
el ternero recién nacido tinicamente representan un 6% (Noble, 1980).

En ovejas, se determind que los triglicéridos tisulares del feto contenian
una mayor cantidad de acido oleico y una concentracion mas baja de acido
estearico, LA y LNA, que en los correspondientes tejidos maternos. En el
plasma de éstas se encontré que la concentracion de acido estearico, oleico
y LA era mucho mayor que la de los corderos recién nacidos, lo contrario
ocurre con el acido palmitico y el palmitoleico (Noble, 1980).
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Palmquist y col. (1997), suplementaron la dieta de ovejas prefiadas con
LCPUFA durante el altimo mes de gestacion, con la intencion de eliminar
la deficiencia de AGE que suelen presentar los corderos al nacimiento
(Noble y col.,, 1971 y 1972). Sin embargo, no pudieron reducir dicha
deficiencia con respecto a la mostrada por el grupo control. Aunque si se
observo, una vez nacidos los corderos, un rapido cambio en la composicién
en 4cidos grasos de los fosfolipidos plasmaticos, que reflejan la
composicion de acidos grasos de la leche materna que, efectivamente,
habia cambiado su composicion en los animales suplementados. Sobre todo
destaca un rapido incremento en el &cido linoleico (Palmquist y col., 1977).

Segiin Uauy y colaboradores, hasta un total de 600 g de AGE son
transferidos de la madre al feto en humanos durante una gestacion
completa, aproximadamente una media de 2.2 g al dia. Estudios recientes
con isétopos estables demuestran que el feto es capaz de formar AA y
DHA a partir de LA y LNA respectivamente, aunque ésta sintesis ocurre de
forma muy lenta e insuficiente para las elevadas necesidades del feto
(Uauy y col, 2000). El feto obtiene AA y DHA de la dieta materna y de la
biosintesis fetal endogena por desaturacion y elongacion en el higado y en
el tejido adiposo (Noble, 1980; Kasser y col., 1981; Chambaz y col., 1985;
Leskanich y col., 1999; Uauy y col., 2000).

Crawford y col., realizaron un estudio con cobayas a las que se
administr6 LNA marcado con C'*, encontrando que una alta proporcion de
¢éste era oxidado en las primeras 24 horas, al igual que ocurre en la rata, y
finalmente, so6lo el 2.6% alcanzaba la placenta, para ser transformado, a las
96 horas, en DHA (Crawford, 2000). Por lo tanto, parecen existir ciertas
evidencias de actividad desaturasa en la placenta y en el higado fetal, sin
embargo, el mecanismo principal de aporte de LCPUFA al feto seria la
transferencia selectiva a través de la placenta (Herrera, 2002).

Al nacimiento, el plasma de los rumiantes contiene una concentracion
muy baja de acidos grasos no esterificados, aunque las seis primeras horas
la concentracion de éstos en plasma se incrementa hasta diez veces
(Palmquist y col., 1977; Noble y, 1980). Este incremento puede ser debido
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a la rapida movilizacion de los acidos grasos desde las reservas del tejido
adiposo para producir la energia que necesita el recién nacido en sus
primeras horas de vida, y es de tal magnitud, que los acidos grasos no
esterificados pasan a ser el 30% de los acidos grasos totales en plasma
(Noble, 1980).

La concentracidon de fosfolipidos y colesterol libre en plasma alcanza,
en rumiantes, un maximo de aproximadamente el doble de la cantidad
normal en un adulto a los veinte dias del parto, y los triglicéridos elevan su
concentracion durante los diez primeros dias hasta un valor maximo, ésta
concentracion es equivalente a la de los adultos (Noble, 1980). Este rapido
incremento en la concentracion de los lipidos plasmaticos, en las primeras
horas de vida, también puede ser debido a la ingesta del calostro rico en
grasa (Mersmann, 1974).

3.8.2. Composicion y calidad en acidos grasos de la canal
de los neonatos.

Durante los primeros dias de vida de los cabritos, la unica fuente de
nutrientes que reciben es la leche materna (o en su caso
lactorreemplazantes), por lo que en este periodo, la estrategia mas efectiva
para influir en la composicion y calidad de la carne es a través de la
composicion de la leche (Sanz Sampelayo y col., 2002).

La composicion en acidos grasos de la canal esta relacionada con varios
aspectos tecnoldgicos de su carne con vistas al consumo humano (terneza,
firmeza, punto de fusion, estabilidad frente a la oxidacion). El perfil en
acidos grasos también interesa desde el punto de vista de obtener una canal
saludable, especialmente el grado de saturacion de la misma (Wood y col.,
2003).

El ratio recomendado entre los PUFA n-6 y n-3 para el consumo

humano estd descompensado a favor de los PUFA n-6 en la carne de
rumiantes en crecimiento (Wood y col., 2003). Se han realizado diversos
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estudios con la intencion de modificar este ratio sin obtener buenos
resultados (Raes y col., 2004). Segiin Smet y col. (2003), esta proporcion
esta influida fundamentalmente por factores genéticos y por el nivel de
grasa del animal y en menor medida por la composicion de la grasa de la
dieta. Otro grupo de estudios concluyen que es posible disminuir el valor
del ratio PUFA n-6/n-3 mediante la dieta del rumiante (Enser y col., 1999;
Choi y col., 2000; Safiudo y col., 2000; Scollan y col., 2001; Lorenz y col.,
2002).

El alto porcentaje de lipidos saturados de la leche y la canal de los
rumiantes es consecuencia del particular metabolismo del rumen, siendo
¢sta la misma causa de que estos animales produzcan de forma natural
CLA, el cual tiene reconocidos efectos beneficiosos sobre la salud (Enser,
1999). Otra caracteristica de las canales provenientes de rumiantes jovenes
en crecimiento es que son muy magras, puesto que en este estadio, el
deposito de proteina es prioritario, consumiéndose la mayor parte de la
energia de la dieta en el proceso de sintesis proteica (Sanz Sampelayo y
col., 2002).

El ratio entre el AE y el LA proporciona la mejor medida de la firmeza
o dureza de la carne (Wood y col.,, 2003), puesto que conforme se
incrementa el numero de enlaces insaturados el punto de fusion de los
acidos grasos de la carne disminuye, siendo este igual a 69,6°C para el AE
y de -5°C para el LA (Enser, 1984). En un estudio con 1.000 corderos
Enser y Wood (1993) describieron que la concentracion de AE era
mayoritariamente responsable del punto de fusion de la grasa de la carne de
la canal.

La concentracion de PUFA es muy importante para la vida media de la
canal, puesto que son muy susceptibles a la oxidaciéon si no estan
convenientemente protegidos por antioxidantes, pudiendo acelerar el
enranciamiento y el deterioro del color de la canal (Renerre, 2000; Warren
y col., 2002).
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Pomnnampalam y col. (2001, 2002), suplementaron la dieta de corderos
con aceite de pecado y harina de pescado obteniendo un incremento en
EPA y DHA (LNA fue no diferente) en el longissimus. Sin embargo, estos
autores no encontraron diferencias significativas en la composicion en
PUFA n-3 a nivel de la grasa intramuscular. La composicién en acidos
grasos de los lipidos intramusculares tiene un especial interés porque esta
intimamente ligada al mtsculo y no puede ser retirada por el consumidor
humano. Ademas los PUFA se acumulan preferentemente en la grasa
intramuscular frente a los depoésitos intermusculares y de cobertura (Raes y
col., 2004).

En otros estudios si se encontraron diferencias en la composiciéon en
PUFA n-3 de la grasa intramuscular al suplementar la dieta con aceite de
pescado (Mandell y col., 1997; Choi y col., 2000; Scollan y col., 2001;
Kitesa y col., 2001).

Los distintos isomeros de CLA se encuentran de forma natural en la
carne de los rumiantes (Ching y col., 1992). La mayoria del CLA de la
leche y carne de los cabritos tiene su origen el la biohidrogenacion ruminal
a partir del LA, pero estudios recientes han demostrado que también existe
sintesis enddgena en la glandula mamaria (Griinari y col., 2000) y en la
grasa subcutanea e intramuscular (Raes y col.,, 2004). El contenido
intramuscular de 9cis, 11tras CLA en terneros y corderos oscila entre 0,2 y
1 g/100 g (Mir y col., 2000; Ivan y col., 2001; Raes y col., 2004),
dependiendo de la idiosincrasia del animal y de la dieta. Los contenidos
mas altos se deben a estudios que han suplementado la dieta con fuentes
ricas en LNA como aceite de linaza o forraje (Enser y col., 1999; Lorenz y
col., 2002; Scolland y col., 2002; Yangy col., 2002; Raes y col., 2004),
dietas con alto contenido en LA (Ivan y col., 2001; Madron y col., 2002) o
suplementos con aceite de pescado (Enser y col., 1999).

Raes y col. (2004), en una revision sobre el efecto de los acidos grasos
de la dieta en la incorporacion de PUFA y CLA en la carne de corderos,
terneros y cerdos, concluyen que la suplementacion de la dieta con aceite
de pescado es la tnica estrategia efectiva para incrementar los depositos de
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DHA en la carne de rumiantes y de monogastricos. La suplementacion de
dietas con aceite de linaza rico en LNA puede incrementar levemente la
cantidad de EPA y de DPA, sin que tengan efecto en la cantidad de DHA.
En rumiantes, la cantidad de CLA en carne puede incrementarse mediante
dietas ricas en LA, LNA o PUFA.
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El desarrollo de este trabajo ha requerido la implementacion de cuatro
ensayos in vivo. La manipulacion de todos los animales durante el
desarrollo de la parte experimental ha seguido las directrices del Comité de
Etica de Experimentacion Animal del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y las exigencias del Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre
sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos, siempre dentro del marco regulado por la legislacion y
recomendaciones de la Unioén Europea.

En todos los ensayos se suplementd la dieta de los animales con aceite
de pescado rico en PUFA n-3 o sus sales calcicas.

Aceite de pescado

El aceite de pescado es un subproducto secundario en la produccion de
harinas de pescado, utilizado normalmente por la industria para la
elaboracion de jabones, pinturas, barnices y lubricantes, productos que no
aprovechan el valor nutricional de esta materia prima. Su empleo como
fuente natural de &cidos grasos poliinsaturados n-3 proporciona al
subproducto un valor afiadido muy alto (Ackman y col., 1990). El aceite de
pescado empleado en los ensayos estaba compuesto de una mezcla de
aceites de atun, salmon y caballa, obtenido como subproducto de la
actividad industrial de la empresa Harinas de Andalucia, S.L., ubicada en
Tarifa.

El aceite de pescado utilizado en los ensayos tenia un 28% + 3 de PUFA
n-3. Esta elevada proporcion de acidos grasos de larga cadena con varias
insaturaciones hacia del aceite extraido en Tarifa una materia prima idonea
para nuestro propdsito. No obstante, el eclevado nimero de enlaces
insaturados también suponia un efecto negativo para su manejo, puesto que
presentan una alta susceptibilidad al deterioro oxidativo, con la
correspondiente limitacion de su “vida util” (Hsieh y Kinsella, 1989;
Kaitaranta, 1992).
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Los procesos oxidativos ligados a los PUFA, aunque pueden ser
beneficiosos en algunos alimentos al generar compuestos carboxilicos de
sabor deseable, suelen causar deterioros de sabor, olor, color y textura
(Bruna y col., 1989). Para retardar el enranciamiento del producto,
conservarlo el mayor tiempo posible, reducir sus pérdidas nutricionales y
proteger al animal de la formacion de peroxidos lipidicos, se utiliz6 una
mezcla de antioxidantes compuesta por un 0,2% de BHA y un 0,03% de
ascorbil palmitato -éster palmitico del 4acido ascorbico o vitamina C- sobre
la cantidad utilizada de aceite de pescado (Sanz Sampelayo y col., 2002a).

Sales calcicas de aceite de pescado.

El aporte de lipidos protegidos contra la biohidrogenacioén ruminal en la
alimentacion de rumiantes es una alternativa muy extendida en los sistemas
productivos en todo el mundo con el fin de incrementar el contenido
energético de la dieta y modificar la composicion en acidos grasos de leche
y la canal del rumiante (Franklin y col., 1999).

El método elegido para la obtencion de las sales calcicas utilizadas en
este estudio, es el detallado en la patente ES 2 136 535 titulada
“Procedimiento de obtencion de una grasa para incluir en las dietas de los
rumiantes y producto obtenido” (Boza y col., 1999), que es una adaptacion
novedosa del método de la doble descomposicion publicado por Jenkins y
Palmquist en 1984.

Para la obtencion de las sales calcicas de los acidos grasos se somete el
aceite de pescado a una hidrolisis alcalina con una soluciéon de hidroxido
sodico al 20% en etanol al 10%. Para formar una emulsion estable y
homogénea entre el aceite y la sosa se introduce la mezcla en una cuba de
saponificacion donde se agita durante dos horas a 70°C, a continuacién la
mezcla se deja reposar durante dos horas a temperatura ambiente. Al jabon
sodico formado se le afiade fosfato sodico (Na, HPO,) y carbonato sodico
(Na, CO3). A continuacion se adiciona una solucion de cloruro calcico al
20% y se agita la mezcla para que precipiten las sales calcicas de los acidos
grasos. Por ultimo se prensan las sales calcicas y se dejan secar a una
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temperatura de 15-20 °C durante 5-6 dias. Inmediatamente después del
prensado, con objeto de proteger las sales calcicas de la oxidacion, se le
aflade una mezcla de antioxidantes compuesta por un 0,2% de BHA y un
0,03% de ascorbil palmitato (éster palmitico del acido ascorbico o vitamina
(), a su vez cuidadosamente mezclada con un 10%, sobre el total de las
sales calcicas, de polvo de alfalfa para asegurar que su distribucion
resultase homogénea.

El grado de saponificacion de la grasa protegida fue de 0.848,
proporcion calculada como la fraccion de grasa no extraida en soxtec
previa hidrélisis acida. El grado de proteccion de este producto frente al
metabolismo ruminal fue investigado conforme al método descrito por
Sukhija y Palmquist (1990), determinando la disociacion de las sales
célcicas en liquido ruminal a diferentes nivele de pH (5.0, 5.5, 6.0 y 6.5).
El contenido de calcio fue determinado por hidrélisis con 6 mol/l de HCL.
La concentracion de calcio fue determinada por espectrofotometria de
absorcion atomica. Los resultados obtenidos indican, que al pH fisiologico
del rumen (entorno a 6.5) la proporcién de sales calcicas disociadas fue de
3.66 g por cada 100 g, lo que indica que el producto es practicamente
inerte en el rumen.

Protocolos desarrollados durante los ensayos

Ensayo 1

Los resultados de este ensayo han sido publicados en el articulo
“Polyunsaturated fatty acids and parasitism: effect of a diet supplemented
with fish oil on the course of rat trichinellosis”. Veterinary Parasitology,
2003.

En la bibliografia, las propiedades inmunomoduladoras de los PUFA
estan suficientemente contrastadas (Calder y col., 1991, 1992, 2002). Sin
embargo, el efectos de éstos acidos grasos y sus mecanismos de actuacion
necesitan estudios especificos, puesto que la naturaleza de su influencia
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depende del tipo de acido graso, cantidad de antioxidantes, edad, estado de
salud, idiosincrasia del animal, etc. (FAO/OMS, 1997), existiendo al
respecto conclusiones contradictorias en la bibliografia sobre el efecto de
una suplementacion con PUFA sobre el sistema inmune.

En este sentido, era de gran interés examinar los efectos de la
suplementacion del aceite de pescado obtenido en la empresa Harinas de
Andalucia, SL de Tarifa sobre algunos parametros inmunologicos y
parasitologicos para generar nuevos conocimiento sobre el efecto de los
PUFA n-3 en el sistema inmune. También se aproveché este ensayo para
estudiar el efecto de la suplementacidon sobre la utilizacion nutritiva de la
dieta y sobre el crecimiento.

Para este ensayo se utilizaron 80 ratas Wistar macho al destete, libres de
patogenos, con un peso inicial de 40+1g. Durante todo el estudio las ratas
estuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable en el interior de una
camara ecoldgica donde las condiciones ambientales estuvieron
permanentemente controladas (21-24°C y 50-60% de humedad relativa)
con un ciclo diurno de doce horas.

Desde el primer dia, las ratas fueron alimentadas con una dieta estandar
cuya composicion esta calculada acorde con las necesidades de las mismas
(AIN, 1977). En la primera etapa, las ratas se dividieron en un grupo de 40
que tomaba la dieta estandar y otro grupo de 40 cuya dieta se suplementaba
con un 10% de aceite de pescado protegido contra la oxidacion por 0.015%
de vitamina E y 0.2% de BHT. Durante todo el estudio los animales tenian
comida y agua ad libitum que se renovaba a diario. Durante ¢l ensayo, a las
9:00 horas de cada dia, se recogian y cuantificaban los restos de la dieta del
dia anterior, las heces y la orina de cada animal que eran conservados a
-20°C vy liofilizados para su posterior andlisis. Las ratas se pesaban dos
veces a la semana.

A las cuatro semanas cada grupo se dividio en otros dos formandose

cuatro grupos de 20 ratas. Un grupo de las que tomaban la dieta sin
suplementar y otro de los que ingeria la dieta suplementada, fueron
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infectados por via oral con 1000 larvas L1 de Trichinella spiralis. Los
otros dos grupos restantes se usaron como control de los grupos infectados.

A los 6 dias de la infeccion 10 animales de cada grupo fueron
sacrificados para obtener y contar el nimero de parasitos adultos existente
en el intestino de las ratas infectadas. Las 40 ratas restantes fueron
sacrificadas a los 36 dias de la infeccidon con el objeto de determinar el
nimero de larvas presentes en el diafragma de las ratas infectadas. En
ambas fechas se obtuvieron los linfocitos del bazo de las 80 ratas para
determinar los niveles de IL4 y de IFNy existentes en cada grupo. También
se tomaron muestras de suero el dia de la infeccion y a los 36 después de la
misma (65 desde el comienzo del experimento) para realizar diferentes
ensayos inmunologicos (ELISA, Western Blot e IFI).

Ensayo 2

Los resultados de este ensayo han sido publicados en el articulo
“Thermogenesis Associated to the intake of a Diet Non-supplemented or
Supplemented with n-3 Polyunsaturated Fatty Acid-Rich Fat, Determined
in Rats Receiving the Same Quantity of Metabolizable Energy”. Nutrition
& Metabolism, 2006.

Con el fin de analizar la utilizacion metabolica de una dieta
suplementada con aceite de pescado rico en PUFA n-3 frente a otra
estandar. Las dietas se disefiaron bajo un mismo nivel de ingesta de energia
metabolizable (720 KJ/Kg"” al dia), para comparar las posibles diferencias
en funcion de la composicion de la grasa. Conocido el contenido en energia
metabolizable de las dietas de acuerdo con resultados previos (Goémez y
col., 2003), la dieta se raciono bajo el nivel de ingesta voluntaria calculada
para los animales que consumian la dieta no suplementada.

Para este ensayo se utilizaron dos lotes de 20 ratas Wistar macho al

destete, libres de patdgenos, con un peso inicial de 40£1g. Durante todo el
estudio las ratas estuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable en el
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interior de una camara ecologica donde las condiciones ambientales
estuvieron permanentemente controladas (21-24°C y 50-60% de humedad
relativa) con un ciclo diurno de doce horas.

La composicion de la dieta estandar esta basada en las necesidades de
las ratas (AIN, 1977). La dieta suplementada se preparaba cada semana
utilizando 9 partes de la dieta estdndar y una parte de aceite de pescado
convenientemente protegido por 0.015% de vitamina E y 0.2% de BHT. El
porcentaje total de grasa de la dieta suponia un 27.4% de la energia bruta
de la misma, valor cercano al 30% méximo aconsejado (National Institute
of Health, 2000).

El peso vivo de los animales y la ingesta se evaluaba dos veces a la
semana. La composicion quimica de las dos dietas y el perfil en acidos
grasos de ambas y del aceite de pescado se muestran en las tablas 1 y 2 del
articulo 5.2.

A los 30 dias del inicio del ensayo se sacrificaron 10 ratas de cada lote
mediante una inyeccion de pentobarbital sédico (Pentothal; Abbot). Se
vaci6 el estomago y los intestinos de cada animal y se conservaron a -20°C
hasta el momento de su analisis. Con las 10 ratas restantes de cada grupo se
realizd un ensayo de balance a los 45 dias de comienzo del experimento
que durd otros 6 dias, donde se recogieron las heces y la orinas de las
mismas.

A los 60 dias del inicio del ensayo se tomaron muestras de sangre del

orbital de cada animal a las 9:00 h. y se sacrificaron siguiendo el mismo
procedimiento utilizado en el sacrificio realizado a los 30 dias
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Ensayo 3

Los resultados de este ensayo han sido publicados en el articulo “Effect
of rumen-protected supplements of fish oil on intake, digestibility and
nitrogen balance of growing goats”. Animal Science, 2004.

Para alcanzar el objetivo de conseguir una leche y una canal enriquecida
de forma natural en PUFA n-3 con un rendimiento 6ptimo, necesitabamos
determinar el efecto de la suplementacion de la dieta con sales célcicas de
aceite de pescado sobre la ingesta, el balance de nitrogeno y la
digestibilidad individual de cada acido graso.

Se emplearon 12 cabras macho de la raza granadina (10£2 meses de
edad y 2743,02 kg de peso vivo) procedentes de la Granja Experimental de
la Diputacion Provincial de Granada. Se establecieron dos grupos de
animales de acuerdo con su peso y edad, a los que se les administré una
dieta constituida por una fraccion de forraje (500 g/animal y dia ),
compuesta por 350 g de heno de alfalfa y 150 g de paja de cereales, y una
fracciéon de concentrado (600 g/animal y dia), compueta por 300 g de
altramuz, 138 g de avena 138 g de maiz y 24 g de suplemento minero-
vitaminico, disponiendo durante todo el ensayo de agua ad libitum. Los
requerimientos especificos de esta especie y raza, se tuvieron en cuenta a la
hora de disenar ambos tipos de dieta (Aguilera et al., 1991). El concentrado
se encontraba suplementado o no suplementado con 60 g/kg de grasa
protegida frente al metabolismo ruminal. La grasa protegida tenia 850 g/kg
de MS, 706 g/kg de grasa en MS. Su grado de saponificacion fue de 0.848,
cantidad calculada como la parte de la grasa que no se extraia sin previa
hidrolisis acida (Hermansen y Lund, 1990).

La duracion del experimento fue de 37 dias. Durante los 10 primeros
dias los animales se adaptaban, en boxes individuales, al consumo del
concentrado suplementado con la grasa gradualmente, lo que se conseguia
sustituyendo partes crecientes del concentrado estindar por el
suplementado. Una vez conseguida la adaptacion, los animales se
mantuvieron bajo el consumo de las dietas experimentales durante 20 dias
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mas. Transcurrido este periodo, los animales se dispusieron
individualmente en células especiales de metabolismo durante 7 dias,
donde se realizaron los ensayos de balance, constituyendo los primeros dos
dias la fase de adaptacion a la nueva situacion y los cinco ultimos, la fase
principal de los ensayos.

Durante el ensayo de balance, a las 9:00 horas de cada dia, se recogian y
cuantificaban los restos de la dieta del dia anterior, las heces y la orina de
cada animal, tomandose alicuotas (10% para la orina, 20% para las heces y
100% para los rehusos de forraje y concentrado) que se conservaban a
-20°C hasta su posterior analisis.

Ensayo 4

Parte de los resultados de este ensayo han sido publicados en el articulo
“Effect of providing a polyunsaturated fatty acid-rich protected fat to
lactating goats on growth and body composition of suckling goat kids”.
Animal Science 2006.

Otra parte de los resultados de este ensayo fueron publicados y
presentados oralmente en las IX Jornadas Internacionales de la Sociedad
Espanola de Ovinotecnia y Caprinotecnia.

- “Efecto de la utilizacion de un concentrado suplementado con una
grasa rica en acidos grasos poliinsaturados n-3 sobre la capacidad
reproductora de la cabra de raza malaguefia”.

- “Composicion al nacimiento de cabritos cuyas madres fueron
alimentadas con un concentrado suplementado con una grasa
protegida rica en acidos grasos poliinsaturados n-3”.

El objetivo principal de este ensayo fue obtener una leche enriquecida

de forma natural en PUFA n-3 y una canal de los cabritos gestados y
amamantados por las madres que ingirieron la dieta suplementada con el

124



4. Desarrollo experimental

aceite de pescado, equivalentemente enriquecida de forma natural en
PUFA n-3.

Para estudiar el efecto de los PUFA n-3 sobre el desarrollo y la
composicion de la canal, los cabritos nacidos se dividieron en dos lotes,
uno de ellos fue sacrificado a los 45 dias con el objeto de estudiar la
composicion en acidos grasos de los distintos depositos lipidicos de la pata
trasera izquierda. El segundo lote fue sacrificado al nacimiento para
estudiar la composicion tisular de los cabritos con el objeto de contrastar el
posible paso de los PUFA n-3 al feto a través de la placenta y su efecto
sobre el desarrollo embrionario de diversos 6rganos.

Teniendo en cuenta que al suplementar la dieta de las madres con aceite
de pescado podiamos modificar el estatus nutricional en acidos grasos
esenciales de éstas, afectando a la razén n-6/n-3 a nivel plasmatico y en la
leche, fue necesario comprobar que este hecho no afectaba negativamente
al crecimiento del feto y de los cabritos. Por ello, y con objeto de asegurar
la viabilidad economica del nuevo producto, se estudié el efecto de los
PUFA n-3 sobre el peso al nacimiento y el crecimiento de los cabritos.

Por otra parte, estd ampliamente contrastado que la suplementacion de
dietas con aceite de pescado o sales calcicas de aceite de pescado a vacas y
ovejas en lactacion, suele mejorar las tasas de concepcion (Kuran y col.,
1999; O'Callaghand and Bolland, 1999; Mattos y col., 2002) e incrementar
las posibilidades de supervivencia del embridn (Petit y col., 2002). En este
ensayo también se estudié el efecto de la suplementacion con aceite de
pescado sobre la capacidad reproductora de la cabra, con especial hincapié
en el efecto de los PUFA n-3 sobre los indices de prolificidad y fertilidad y
su posible efecto sobre la sincronizacion del estro, puesto que estos
parametros son de gran importancia econémica para los ganaderos.

Para este ensayo se escogieron dos lotes homogéneos de 15 cabras de

raza malaguefa en funcion de su peso, produccion de leche y edad. Ambos
grupos se mantuvieron durante todo el ensayo en condiciones de
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explotacion semi-extensiva, recibiendo cada animal 1 Kg de concentrado al
dia, ademas de la racion de forraje que tomaban en el campo.

Cada animal del lote control, recibia cada dia la racion de concentrado
empleada habitualmente por el ganadero (508 g de altramuz, 319g de
avena, 133g de maiz y 40g de complemento minero-vitaminico), mientras
el otro lote recibia cada dia 1 Kg del mismo concentrado suplementado con
83g de sales calcicas de aceite de pescado (50g de grasa), que
reemplazaban la parte proporcional de los componentes de la dieta control
excepto la correspondiente al suplemento minero-vitaminico. Los animales
ingirieron la dieta experimental durante aproximadamente 7 meses, desde
20 dias antes de la cubricion, durante toda la gestacion y durante los
primeros 45 dias de lactacion.

Antes de comenzar el ensayo se realizaron ecografias preventivas para
comprobar que ninguna cabra seleccionada para formar parte de los lotes
estaba prefiada. A los 20 dias del inicio se introdujeron dos machos con las
aproximadamente 200 cabras de la ganaderia de Juan Francisco Diaz
Pedraza, ubicada en Casabermeja, Malaga. Los machos se retiraron a los
10 dias. A los 45 dias de la retirada de los machos se realizé una segunda
ecografia para descartar las hembras que no habian quedado prefiadas.

A los 75 y 195 dias del comienzo del ensayo (45 dias de gestacion y 30
dias después del parto) se tomaron muestras de sangre en vacutainer con
heparina. La primera muestra de sangre se tomo aproximadamente a los 45
dias de gestacion por ser un momento clave para la supervivencia de los
embriones (Boza, 1998; Mattos, 2002). La segunda toma se realizod
aproximadamente 15 dias después de los partos para comprobar como los
niveles de progesterona y prostaglandinas respondian en el post-parto,
momento en el que el organismo puede estar preparandose para el inicio de
un nuevo ciclo estral (Boza, 1998), asi como para contrastar el estatus en
acidos grasos esenciales (Koletzko y Braun, 1991).

De las 30 cabras que comenzaron el ensayo, 26 se quedaron prefiadas
(13 de cada lote) y una del grupo que tomo la dieta suplementada aborto.
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Las 13 cabras del grupo control tuvieron 23 crias (16 machos y 7 hembras).
Las 12 cabras del grupo experimental 26 crias (15 machos y 11 hembras).

Al nacimiento se sacrificaron aleatoriamente 6 cabritos machos de cada
lote por seccion de la yugular, después de ser anestesiados por una
inyeccion intramuscular de Xylazine (Rompum Bayer). Antes del sacrificio
se pesaron los animales y se tomaron muestras de sangre. Una vez
sacrificados los cabritos, se extrajo la grasa epiplonica, rifionada y
mesentérica, asi como el bazo, timo, testiculos, cerebro, higado y corazon,
se pesaron y conservaron a -20°C hasta el momento de su liofilizacién y
analisis.

El resto de cabritos permanecieron con sus madres durante todas las
horas del dia los primeros siete dias de vida. A partir del octavo dia las
madres salian al campo desde las 8:00 h. hasta las 17:00 h., permaneciendo
el resto del dia junto a sus crias. A los 30 dias del parto se tomaron
muestras de sangre. Cuando los cabritos tenian 45 dias, seis machos de
cada grupo fueron sacrificados por seccidon de la yugular, después de ser
anestesiados por una inyeccion intramuscular de Xylazine (Rompum
Bayer). Una vez sacrificados los cabritos, se extrajo la grasa epiplonica,
riflonada y mesentérica, asi como el bazo, timo, testiculos, cerebro, higado
y corazoén, se pesaron y conservaron a -20°C hasta el momento de su
liofilizacion y analisis. Las medias canales fueron pesadas en caliente y en
frio y la pata trasera izquierda de cada animal seccionada para su posterior
diseccion. Cada parte se conservo a -20°C. La pata trasera izquierda de los
cabritos fue diseccionada, separando hueso, musculos, grasa intermuscular
y la grasa de cobertura

A los 15, 30 y 45 dias del nacimiento de los cabritos se tomaron

muestras de leche de todas las madres a las 7:30 h. Estas muestras fueron
conservadas a -20°C para su posterior liofilizacion y andlisis.
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Abstract

Dietary fish oil has a beneficial effect on heart and some bacterial diseases and apart from
other effects, some studies have revealed their ability to modulate the course of inflammatory and
autoimmune diseases. The study here reported was designed to evaluate the possible influence
of a fish oil supplement on the course of a Trichinella infection. Nutritional, parasitological and
immunological parameters were analyzed. Two groups of 20 Wistar rats, one fed a standard diet and
the other one a standard diet supplemented with fish oil, were infected with 1000 L1 larvae. Other
two uninfected groups served as control. Results were as follows: fish oil diet intake and infection
have, respectively, a positive and a negative effect on growth and food utilization. The negative effect
is detected later in animals fed the fish oil diet. A reduction of 30.9 and 36.6% in the number of adult
worms and L1 larvae, respectively, was observed in the fish oil group as compared to the standard
diet group. Production of IFNy (Th1 response) and IL4 (Th2) response was measured in stimulated
splenic cells. The fish oil diet increased both IFN<y and I1L4 levels. At 6 days after infection both
IFN+y and IL4 responses were detected, but at 36 days after infection only IL4 was detected in the
standard group. The level of somatic and cuticular antibodies was not affected by the diet.
© 2003 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Trichinella spiralis; Trichinellosis; Fish oil; PUFAs; Immunity

1. Introduction

After the epidemiological studies in Eskimos showing the beneficial effect of fish and
fish oil consumption on heart diseases (Dyerberg and Bang, 1979), a great interest in this

* Corresponding author. Tel.: +-34-958572757; fax: +34-958572753.
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subject was generated and the studies were extended to many other diseases. Some studies
have revealed the ability of fish oil to affect the course of inflammatory and autoimmune
diseases (Kremer, 1996; Lawerence and Sorrel, 1993).

Although polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are immunomodulators (Calder and
Newsholme, 1992; Calder et al., 2002), few studies have examined how these dietary com-
ponents influence infections. Dietary fish oil has been shown to impair the resistance of
mice to infection with Salmonella typhimurium (Chang et al., 1992). A fish oil diet resulted
in reduced survival and impaired bacterial clearance in mice challenged with Listeria mono-
cytogenes (Fritsche et al., 1997). In mice fed n — 3 PUFAs and infected 4 weeks later with
L. monocytogenes, IFNy and IL12 production was lower than in mice fed the control diet,
this reduction having important implications for host resistance (Fritsche et al., 2000). Af-
ter 120 h of infection with Klebsiella pneumoniae, survival of NMRI mice fed a fish oil
enriched diet was higher than those fed standard, olive oil or corn oil diets (Bjornsson et al.,
1997).

The effect of dietary fish oil on the growth suppressive effects of the inflammatory re-
sponse, induced by injecting non-replicating immunogens, and indices of specific immunity
in chicks has been studied. It has been found that the inclusion of increasing amounts of
fish oil in the diet improves performance, decreases indices of inflammatory response and
either improves or does not change indices of the specific immune response of growing
chicks (Korver and Klasing, 1997). On the other hand, chickens fed a fish oil diet, rich
in n — 3 PUFAs, and infected with Eimeria tenella, showed a reduced parasite invasion,
decreased cecal lesions and maintained weight gain as compared to unsupplemented di-
ets (Allen et al., 1996). In recent studies a protective effect of dietary fish oil on murine
malaria has been reported (Levander et al., 1990; Taylor et al., 1997). The present study
was specifically designed to examine the effect of a fish oil supplement on the nutritional
(growth and food utilization), parasitological (number of adult and L1 larvae worms) and
immunological (level of antibody and Thl and Th2 cytokines) parameters in rats infected
with Trichinella spiralis.

2. Material and methods
2.1. Animals

Eighty weaned male Wistar rats (Harlan Interfauna Iberica), with a initial weight of
40 £ 1g and free from specific pathogen (including ecto- and endoparasites) were used
throughout this study. They were placed, individually, in wire stainless steel cages in an
environmentally controlled room (21-24 °C and 50-60% relative humidity). A diurnal light
cycle of 12 h was maintained throughout the study.

2.2. Diets
Upon receipt, the rats were fed a diet that contained 0% (standard diet) or 10% by weigh

fish oil (fish oil diet). The composition of the experimental diet was based on the AIN77
purified diet for rats (AIN, 1977). The animals were provided food and water ad libitum
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and water was always available. Oxidation of the fish oil was prevented by addition of
antioxidants, 0.015 and 0.2% of Vitamin E and BHT, respectively (Boza et al., 2000).

The fatty acid composition of fish oil was determined by gas chromatography (Lepage
and Roy, 1986) and was as follows (g/100 g total fatty acids)—C14: 0, 3, 8; C16: 0, 16.3;
Cl6:1(n—17),4,4;,C17:0,0, 4; C18: 0, 4, 6; C18: 1, 21, 2; C18: 2 (n — 6), 2, 0; C18:
3(n—3),10,1;C20:0,0.3; C20: 2 (n — 6),0.3; C20: 3 (n — 9), 6, 9; C20: 4 (n — 6), 1,
1; C20: 5 (n — 3), 6, 3; C22: 6 (n — 3), 22, 2. The source of fish oil was tunny and other
related species and was provided by Harinas de Andalucia, Tarifa, Spain.

2.3. Experimental design

Four groups of 20 rats were used, two of which were fed a standard diet and the other two
a standard diet plus 10% of fish oil (fish oil diet). After 4 weeks, one group fed the standard
diet and one group fed the fish oil diet were inoculated with 1000 L1 (M SUS/ES/LASO,
code 1SS112) T. spiralis larvae, obtained by pepsic digestion, by oral route, with the two
remaining groups serving as controls. At 35 days after initiating the experiment (6 days
post-infection (PI) in infected animals), 10 animals from each group were anaesthetized
by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (Pentothal, Abbot, Madrid, Spain) and
killed in order to recover and count the number of adult Trichinella in the intestine of the
infected rats. The other 10 rats were sacrificed at 36 days Pl (65 days after initiating the
experiment), to determine the number of larvae in the diaphragm. On the same dates, splenic
lymphocytes were obtained from all animals to determine the IL4 and IFNv levels. Sera
were taken from animals at 0 and 36 days PI (29 and 65 days after initiating the experiment)
and assayed for antibodies by indirect immunofluorescence (11F), ELISA and Western blot
(WB). Food consumption and body weight were studied in animals maintained for 65 days.

All work was carried out following European Union and Spanish rules and guidelines
regarding the ethical treatment of laboratory animals (BOE, 1988).

2.4. Growth and food utilization

Food consumption and body weight were recorded twice per week and food efficiency
ratios (total g body weight gain/total g food intake) calculated.

2.5. Adult worms and larvae count

Rats were killed and the small intestine removed and flushed with 15 ml of PBS. Subse-
quently, each small intestine was opened longitudinally, cut into 1 cm sections and incubated
in PBS at 37 °C for 2 h. Adult worms migrating into the PBS were counted. Larvae were
recovered from the diaphragm after pepsin/CIH digestion and counted (Blair, 1983) to
determine the number of larvae per gram of tissue.

2.6. Parasite antigens

T. spiralis first stage (L1) larvae, maintained in Swiss mice and recovered by acid-pepsin
digestion were used as a source of antigen for an IIF test. Crude extracts were prepared by
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homogenization of L1 larvae in phosphate-buffered saline (PBS) containing 1 mM phenyl-
methylsufonyl fluoride and 5mM EDTA. The homogenate was sonicated, centrifuged at
12,000 x g for 30 min at 4°C and the protein content measured (Bradford, 1976). Crude
extracts were used in the ELISA and WB tests.

2.7. Serological tests

An IIF test with whole larvae was carried out to detect cuticular antibody (Sadun et al.,
1962). L1 larvae, recovered by acid-pepsin digestion and fixed in a 10% formalin/0.5%
bovine seroalbumin solution were used. Antibody against somatic antigens were detected
by an indirect ELISA technique (Rodriguez Osorio et al., 1987). Two aliquots of each
serum sample, diluted at 1:320 were incubated for 30 min at 37 °C. Rat anti-1gG conjugated
to peroxidase (BioRad) diluted at 1:1500 was incubated for 30 min at 37 °C. Plates were
developed with 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzyl-thiazoline-6-sulfonic acid). WB was applied
to detect and identify anti-somatic antibodies. Six hundred micrograms of protein/gel from
Trichinella extract were used, following the SDS-PAGE method described by (Towbin
etal., 1979). Serum samples diluted at 1:100 were used. Anti-rat 1gG horseradish peroxidase
conjugate (BioRad) diluted at 1:1500 was employed. A previously stained molecular weight
marker was included.

2.8. Spleen mononuclear cell culture

Immediately after the spleens were excised, splenocyte cell suspensions were prepared
by gently teasing the spleens with forceps in sterile PBS. Membrane debris was removed by
filtering the cell suspensions through sterile gauze. The suspension was centrifuged at 250 x
g at4°C for 10 min and the supernatant discarded. Cells were isolated by Ficoll-Histopaque
gradient (Sigma). In vitro culturing of spleen cells was performed following Lépez Aban
etal. (1999).

2.9. Thl (IFNy) and Th2 (1L4) cytokine production

Detection of these cytokines was carried out using a commercial kit (R&D Systems).
The assay was based on a quantitative sandwich ELISA using a monoclonal antibody
specific for rat IFN-y and a polyclonal antibody specific for rat IL4 as captured antibody.
Samples of undiluted supernatants were used in duplicate. The reaction was visualized with
TMB substrate. Plates were read at 450 and 540 nm (correction wavelength) in a BioRad
microplate reader. Analysis of the absorbance and curve fit reports was performed using
the BioRad Microplate Manager version 4.0 program.

2.10. Statistical analysis

Inall assays differences between mean values were assessed by an ANOVA with Duncan’s
multiple range test at a 5% level of significance.
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3. Results
3.1. Nutritional parameters

Fig. 1 shows the change in body weight of the animals maintained under experimental
conditions throughout the experiment. Before infection, body weight change was similar in
all groups; afterwards, it was affected by diet and the parasitological status (infection or no
infection). Table 1 shows body weight at 6 and 9 days PlI, final body weight, body weight
gain, food intake and food efficiency ratio values obtained from infection to the end of the
experiment. At 6 days PI, the mean body weight of infected animals fed the standard diet
was lower (P < 0.05) than that of uninfected ones. At 9 days PI, however, and, irrespective
of the diet, the mean body weight value of infected animals was lower (P < 0.05) than that
of the uninfected ones. All the other parameters (final body weight, body weight gain, food
intake and food efficiency ratio), were affected by infection and diet (P < 0.05); within the
same diet, mean values of infected animals were lower than those of uninfected ones. The
animals with the same parasitological status and fed the standard diet showed lower mean
values than those fed the fish oil diet.

3.2. Intestinal and muscular parasite burden
A statistically significant reduction in the numbers of adult worms in the intestine (30.9%,

P < 0.05) and larvae per g of diaphragm (36.6%, P < 0.05) was observed in the group fed
the fish oil diet as compared to the standard diet (Table 2).

350 1

Body weight (g)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
day
Fig. 1. Body weight change for each animal group: (CJ) animals fed a standard diet; (A) animals fed a standard

diet and infected at 29 days; () animals fed a fish oil diet; (A) animal fed a fish oil diet and infected at 29 days.
Bars represent mean standard errors.
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:#Jelstlof the fish oil diet on growth and food utilization in rats (» = 10) uninfected and infected with T. spiralis®
Diet
Standard Fish oil
Control Infected Control Infected

Body weight (g) at 6 days PI date 21694304 202.94501° 22044343  2125+£4.90
Body weight (g) at 9 days PI date 2303+£300 199.0+£651° 23434339  204.2 +6.75°

Final body weight (g) 3021+506 279.04+7.33°  3195+4.34° 2916 + 6.43%¢
Body weight gain (g/day)? 31+0.11 2.5 +0.13° 3.5 + 0.08° 2.8 £ 0.09°¢
Food intake (g/day)? 21.8+0.30 20.7 £ 0.53° 20.6 + 0.39° 19.6 + 0.582¢
Food efficiency ratio 01440005 01240005° 0.7 +0.002°  0.14 + 0.002>¢

(g body weight gain/g food intake)d
@ Data represent mean =+ standard error.
b Within the same diet, means for infected animals differ from those for uninfected ones (P < 0.05).
¢ Within the same parasitological status, means for fish oil diet differ from those for standard diet (P < 0.05).
9 Values obtained from infection date to the end of the experiment.

3.3. Serum antibody

Circulating antibodies to Trichinella were detected by IIF, ELISA and WB. All sera from
infected animals were positive with the three tests. IIF titres ranged from 1:40 to 1:640 in
animals fed the standard diet and from 1:20 to 1:1280 in those fed the fish oil diet. The
difference between the mean values of the two groups, calculated after transforming titres
into logy, was not statistically significant (P > 0.05) (Fig. 2). The difference between the
mean optical density values, obtained by ELISA, was not statistically significant (P > 0.05)
(Fig. 2). WB analysis showed no difference in the pattern obtained from animals fed the
standard and fish oil diets (data not shown). Sera from uninfected animals were negative.

3.4. Cytokine production

Levels of IL4 and IFN+y at 6 and 36 days PI (35 and 65 days after initiating the experiment)
are shown in Fig. 3. In the absence of mitogen, lymphocytes produced little or no detectable
cytokine (data not shown). In uninfected animals, those fed the fish oil diet showed higher
values of 1L4 and IFN+ than those fed the standard diet (P < 0.05). In infected animals,
this effect was observed for IFN+y at 6 and 36 days PI and for IL4 at 6 days PI. At 65 days

Table 2
Adult and larvae per gram recovered from rats at 6 and 36 days, respectively, after infection with T. spiralis
Diet Adults Larvae per gram
Mean Standard Percentage of Mean Standard Percentage of
error reduction? error reduction?
Standard 915.9 73.40 5361.9 705.31
Fish oil 632.5 42.75 30.9 3402.1 248.87 36.6

@ With respect to the standard diet group.
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Fig. 2. Optical density of ELISA and IIF titres in rats infected with 1000 T. spiralis larvae at 36 days PI. Bars
represent mean standard errors.

of feeding with the standard diet, the level of IL4, for both uninfected and infected animals
was higher than that at 36 days. In animals fed the fish oil diet, a similar result was only
observed in uninfected animals. With regard to IFN-y, an opposite effect was seen in infected
animals. At 6 days PI, increased values of IL4 and IFN+y were observed compared to the
uninfected control (P < 0.05). At 36 days PI, similar results were only observed for IL4 in
animal fed the standard diet.

4. Discussion

Several recent studies have examined the interactions between nutrition and the response
to parasitism (Etter et al., 2000; Hoskin et al., 2000; Zeng et al., 2001) but the available data
for fish oil are mainly from protozoan and bacterial infections (Blok et al., 1992; Takeda
et al., 1995; Korver and Klasing, 1997; Levander et al., 1990).

In the present study in both uninfected and infected animals, fish oil diet had a positive
effect on growth and food utilization. Final body weights and body weight gains, and food
efficiency ratios, obtained from the day after infection to the end of experiment, were higher
in the animals fed the fish oil diet than those fed the standard diet. Food intake rates were
lower in animals fed the fish oil diet, which might be due to the different energy content
of the diets. It is well known that animal regulate their food intake mainly to satisfy their
energy requirements (Forbes, 1986).

The effect of n —3 PUFAs diet on growth and food utilization depends on the animal’s age.
Adult animals show lower body weight than growing ones (Fickova et al., 1998). However,
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Fig. 3. Level of spleen cell IL4 (A) and IFN+y (B) production in rats fed a standard or a fish oil diets (1) 6 days PI
(35 days after initiating the experiment); (ll) 36 days PI (65 days after initiating the experiment). Bars represent
mean standard errors. a and b: within the same diet and parasitological status (time effect) values affected by
different letters are different (P < 0.05); ¢ and d: within the same diet and time (infection effect) values affected
by different letters are different (P < 0.05); e and f: within the same time and parasitological status (diet effect)
values affected by different letters are different (P < 0.05).
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during growth, body weight gain may be obtained without change (Fremoux et al., 2001)
or may even be higher than that obtained for the standard diet (Gaiva et al., 2001). In the
opinion of these authors, this higher value is the result of a higher food efficiency ratio,
probably due to the lower energetic cost of lipid deposition from dietary fat than from
dietary carbohydrates (Oudart et al., 1997). However, this greater weight gain may be the
result of a higher protein retention (Su and Jones, 1993).

In growing animals, parasite infection can lead to a significant reduction in food intake,
growth rate and in the efficient use of metabolizable energy (Dynes et al., 1998). The results
obtained in the present study show that, irrespective of the diet, Trichinella infection had,
as expected, a negative effect on animal growth and food utilization. Final body weights,
body weight gains, food intake rates and food efficiency ratios, obtained from the day after
infection to the end of the experiment, were lower in infected animals than in uninfected
ones. On the other hand, and taking into account the body weight values obtained at 6
and 9 days PI, it may be concluded that this negative effect appears earlier in animals fed
the standard diet. Loss of weight is a typical sign of intestinal trichinellosis that have been
attributed to a decrease in food intake (Castro and Olson, 1967). Taking into account the body
weight, our results show that the negative effect of infection was detected later in animal fed
the fish oil diet. Inflammation is thought to be the major component of the immune response
that results in lower and less efficient growth during some clinically important diseases. In
mammals, it has been shown that in inflammatory responses, inflammatory cytokines act
to decrease appetite and skeletal muscle protein retention (Klasing and Korver, 1997). A
recent report showed that the decrease in food intake during enteric T. spiralis infection is
directly linked to intestinal inflammation (Faro et al., 2000). As a result of the inclusion
of fish oil in the diet, lower amounts as well as less potent mediators of inflammation are
released (Billiar et al., 1988). This might explain, at least in part, that growth at 6 days Pl in
rats fed fish oil diet was not different from that in control animals, although other reasons
may account for the loss of weight observed at 9 days PI, just when expulsion of adult
worms and release of new born larvae are taking place. In chicks infected with E. tenella,
the growth suppressive effect was notably reduced by the inclusion of fish oil in the diet
(Allen et al., 1996).

In spite of the immunomodulating effect of PUFAs, few studies have examined their
effect on infections and the results of these investigations are controversial. Dietary fish
oil impaired the resistance of mice to infection with S. typhimurium (Chang et al., 1992).
Survival is reduced and bacterial clearance impaired in mice fed a fish oil diet and infected
with L. monocytogenes (Fritsche et al., 1997). However, survival of mice infected with K.
pneumoniae and fed a fish oil enriched diet is higher than those fed a standard diet (Bjornsson
etal., 1997). Our data show that the number of intestinal worms was reduced by 30.9% in rats
fed the fish oil diet, compared with those given the standard diet. In intestinal trichinellosis,
a temporal association between parasite loss and the local inflammatory response has long
been recognized. However, recent data suggest that severe intestinal inflammation is not an
essential requirement for the expression of protective immune responses to gastrointestinal
parasites, including Trichinella (Lawrence et al., 1998). The fact that the group of animals
fed the fish oil diet, rich in n — 3 PUFAs, whose anti-inflammatory effect on gut is well
known, showed lower number of adult worms in gut than that fed the standard diet, supports
this view.
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In this study, we determined the splenic production of IL4 and IFNvy as parameters of
Th1 and Th2 responses. Under our experimental conditions we found that dietary fish oil
had an increasing effect on both responses. A large body of evidence from experimental
studies supports the view that supplementation with n — 3 PUFAs can modify a variety of
cell functions and disease states although results from these studies are contradictory. Thus,
although some studies have found no significant effect (Berger et al., 1993) or have even
found a diminished effect on IL2 and IFN+y production (Wander et al., 1997), other studies
have shown a positive effect (Fowler etal., 1993). This disparity of results has been attributed
to the quantity and the degree of fish oil protection, as well as the duration of fish oil feeding.

We found that the length of exposure to fish oil diet has an increasing effect on the I1L4
response in uninfected and infected animals given the standard diet animals. However, in
animal feed the fish oil diet increasing effect was only observed in uninfected animals. This
effect was not observed for the IFN+y response, for which, a opposite effect was seen in in-
fected animals. Similar studies are not available for comparison, and so further experiments
are necessary to clarify these findings.

At 6 days PI, our results show that in infected animals both Thl and Th2 markers are
present, although the IFNvy (Th1 response) was significantly higher in the animals fed the
fish oil diet. Infections with gastrointestinal nematodes elicit immune responses mediated
by cytokines released from Th2 cells. In a continuous study of cytokines in the intestinal
duct lymph of rats infected with T. spiralis, cytokines typical of Th2 type (IL4 and IL5)
and a Thl type (IFNvy) were detected simultaneously during the first 8 days of infection
(Ramaswamy et al., 1996). More recently, similar results have been found during the early
phase of intestinal infection, suggesting that in rats infected with T. spiralis a complex
interplay between Th1 and Th2 helper subsets takes place (Stewart et al., 1999). Our results
show higher levels of IL4 and IFN+ in animals fed the fish oil diet than in those fed the
standard diet, which might explain the lower number of adult worms found at 6 days PI.

Little is known about the role of Th cells and their cytokine response during the de-
velopment of larvae in muscles. Recently, it has been demonstrated that, after injecting
newborn larvae into muscle of mice, worms mainly elicit a Th2 response (Li and Ko, 2001).
Our cytokine data also indicate that at 36 days after infection with L1 larvae, a clear Th2
response is activated in the group fed the standard diet, but that the fish oil diet reduces
this response below the values obtained in the uninfected animals. If, by raising the Th2
response, larvae overcome rejection in muscle (Li and Ko, 2001) and taking into account
that the Th2 response was lower in the fish oil group than that in the standard group, it may
be assumed that the reduction in the number of larvae, is a consequence of the effect of
the fish oil diet in reducing the number of intestinal worms, rather than a direct effect on
muscular larvae. Further studies, by infecting with newborn larvae, are required to elucidate
the result of a fish oil diet on the muscular phase of trichinellosis.

Under our experimental conditions neither cuticular nor somatic antibodies were altered
by fish oil diet. Results from different studies on the effect of PUFAs on antibody production
are discrepant. No effect on the production of antibody to bovine serum albumin and red
blood cells in rats has been reported (Yoshino and Ellis, 1987; Fritsche et al., 1992), but
higher antibody activity has been reported in rats fed a high fish oil content diet (Prickett
et al., 1982). Differences in the level of PUFAs in the diet and the duration of feeding may
explain, in part, the disparity in the results found by the different investigators.
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Abstract

The beneficial effects of n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA) are well known, but their consumption in western
countries is chronically insufficient, and so it is recom-
mended that diets should be supplemented with a fat
rich in these fatty acids. However, the effect of such diets
on the energy expenditure remains a controversial ques-
tion. Precise data concerning the effect of using under
the same metabolizable energy intake, a diet non-sup-
plemented or supplemented with a fat rich in n-3 PUFA
are not available. This type of information was obtained
using rats at weaning fed a diet supplemented or non-
supplemented with 10% of fish oil. Between the 30th and
60th day after starting the experiment, the energy and
protein balance was established by means of the com-
parative slaughter method. The blood levels of different
metabolites were also determined. Although total ther-
mogenesis did not vary between the two groups, con-
sumption of the fish oil diet led to a lower level of ther-
mogenesis associated with the oxidation of protein, and

a higher one of that associated with the oxidation of fat.
We conclude that the thermic effect of feeding is a com-
bination of independent processes. Due to their specific
metabolism, n-3 PUFA may be considered essential
compounds to maintain the energy balance.

- Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

Introduction

In order to reduce the incidence of cardiovascular dis-
ease, various types of cancer, obesity and diabetes, it has
been recommended that the proportion of dietary fat
should be no more than 30% of its energy content [1].
However, as reported by Astrup et al. [2], not all fats, but
only the most saturated ones, together with trans-fatty
acids, have been found to be atherogenic, contributing to
the development of cardiovascular disease. Mono- and
polyunsaturated fats, on the other hand, are considered
more neutral or even beneficial in this respect. In recent
years, therefore, there has been increasing interest in the
function of n-3 series long-chain polyunsaturated fatty
acids (PUFA). These latter are essential for different met-
abolic functions and although only small quantities are
required [3-5], the human organism has difficulty in
forming them from simpler precursors. Newborns and
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adults predisposed to the development of cardiovascular
disease are the groups most vulnerable to the deficiency
of such fatty acids [6-8].

As a result of changes in eating habits, the diet con-
sumed in most western countries currently provides only
small quantities of n-3 long-chain PUFA, and conse-
quently there is believed to exist a chronic nutritional
shortfall of these fatty acids. For these reasons, and to
prevent the development of cardiovascular disease, it is
recommended that the diet should be supplemented with
a fat that is rich in the above-described type of fatty acids
[7,9, 10]. According to this it would be useful to analyze
the utilization at the metabolic level of this kind of diet,
one that in principle is rich in fat. However, the effect
such diets on the energy expenditure is still a controver-
sial question. Today, thermogenesis processes are known
to play a fundamental role in regulating the energy bal-
ance, although their origin remains an open question.
One of the most controversial aspects of this issue is the
possibility that facultative thermogenesis may be induced
by the diet consumed. In this sense, different studies have
shown that heat loss may be greater when a fat-rich diet
is consumed, with PUFA contained in this fat playing a
crucial role [11, 12].

In order to determine the effect of the fatty acid com-
position of the diet on certain aspects of animal metabo-
lism, and especially on the energy expenditure, various
studies have been carried out involving the use of fat-rich
diets differentiated by their fatty acid composition and
generally administered under ad libitum conditions [7, 9,
13-17]; however, the results obtained are often contradic-
tory, depending on the particular experimental model
and on the procedure applied. With respect to the possible
effect, not of the type of fat included in the diet but of its
supplementation with a fat of a particular composition,
only limited results have been reported in some of the
above-mentioned studies, i.e., those in which together
with fat-rich diets a low-fat diet was also tested to be used
as a control [13, 17]. In these cases, the results obtained
were effected by the different intake achieved with the
different diets, an aspect that has even been commented
upon by some of the authors [17].

So, data comparing the effects of using a diet non-
supplemented or supplemented with a fat rich in long
chain n-3 PUFA, which were provided at the same intake
of metabolizable energy, are not available. Therefore, in
the present study the energy expenditure induced by a
diet supplemented with a fat rich in long-chain n-3
PUFA, in this case fish oil, versus that induced by a stan-
dard low-fat diet was analyzed. The results presented re-

Thermogenesis Associated to PUFA Diet

fer to rats, given one or other of the two types of diet,
which were provided at the same level of metabolizable
energy intake. Thus, the differences observed would be
solely due to the different composition of the nutrients in
the diets [2]. As the metabolizable energy content of the
diets was known from previous assays, the energy intake
of the animals was limited to that consumed voluntarily
by those given the non-supplemented diet, the lower of
the two diets [18]. Together with the determination of
total thermogenesis produced, the substrates associated
to total thermogenesis were also identified. The animal’s
growth and body composition was also evaluated as was
the serum concentrations of a series of relevant biochem-
ical parameters related to the metabolism of both lipids
and protein.

Materials and Methods

Animals, Diets and Procedure

The study was carried out with four groups of 10 weaned, male
Wistar rats (Harlan Interfauna Ibérica), with an initial weight of 40
+ 1 g, presenting no pathogens and kept in individual metabolism
cages, within an ecologic chamber maintained under controlled
conditions (21-24°C, 50-60% relative humidity, diurnal light cycle
of 12 h). On arrival the animals were fed a diet containing 0% (stan-
dard diet) or 10% by weight fish oil (fish oil diet). As earlier studies
have determined the metabolizable energy content of each diet [18],
all the animals received the same intake of metabolizable energy,
irrespective of the type of diet supplied, namely 720 kJ/kg?7° - day.
The fish oil was derived from tunny, salmon, mackerel and related
species, supplied by Harinas de Andalucia, Tarifa, Spain. Oxida-
tion of the fish oil was prevented by the addition of antioxidants,
0.015 and 0.2% of vitamin E, a-tocopherol (Ephynal; Roche, Basel,
Switzerland) and butylated hydroxytoluene (Panreac, Barcelona,
Spain), respectively [19]. The composition of the standard diet was
based on the AIN-77 diet for rats [20] and was provided by Harlan
Interfauna Iberica, Barcelona, Spain. The fish oil diet was prepared
each week, using 9 parts of the standard diet and 1 of natural oil,
stored in a freezer at —20°C. Each diet was made available to the
rats throughout the day. The live weight of the animals and the food
intake in each case was evaluated twice weekly. The chemical com-
position of the two experimental diets, as well as the fatty acid pro-
file of the fat in each diet and of the fish oil used, are shown in tables
1 and 2, respectively.

Thirty days after starting the experiment, all the animals belong-
ing to one of the groups given the standard and one of the groups
given the supplemented diet were anesthetized by intraperitoneal
injection of sodium pentobarbital (Pentothal; Abbot, Madrid,
Spain) and killed. Then, both the stomach and the intestines of each
animal were emptied and cleaned, and the bodies stored at -20°C
until required for analysis. The other two groups of animals were
held under the described experimental conditions until 60 days
after starting the experiment; during the 6 days in the middle of
this period, a balance assay was performed, during which, in addi-
tion to the daily measurement of food intake, quantitative tests of
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Table 1. Chemical composition of experimental diets (g/kg DM)
given to rats

Diet

standard fish oil
Dry matter 878.3 859.0
Organic matter 935.9 946.2
Crude protein 191.3 176.4
Fat 34.3 139.0
Gross energy, kJ/g DM 18.20 20.16

Table 2. Fatty acid composition (/100 g fatty acids), of fish oil and
dietary fats given to rats

Fish oil Standard Fish oil
diet fat diet fat
C14:0 4.95 0.46 3.89
Cl4:1 0.46 1.02 0.64
C16:0 16.28 17.85 16.65
Cl16:1 6.22 0.79 4.94
C18:0 3.60 3.97 3.68
C18:1 n-9 20.10 24.62 21.16
C18:1 trans 3.29 1.14 2.78
C18:2 n-6 3.56 46.90 13.78
C18:3n-3 1.82 3.25 2.16
C20:1 5.76 4.40
C22:0 6.58 5.02
C20:4 n-6 0.59 0.45
C20:5n-3 8.65 6.60
C22:5n-3 2.86 2.19
C22:6 n-3 15.28 11.67
SFA 31.41 22.28 29.24
MUFA 35.83 27.57 33.92
n-6 PUFA 4.15 46.90 14.43
n-3 PUFA 28.61 14.43 22.62

SFA = Saturated fatty acids; MUFA = monounsaturated fatty
acids; PUFA = polyunsaturated fatty acids.

feces and urine were made and stored at —20°C until needed for
analysis. On the final day of the balance assay, blood samples were
taken from the orbital sinus of each animal at 09:00 h. The blood
was allowed to clot and centrifuged at 1,500 g for 10 min; the serum
was then removed and stored at —30°C until required for analysis.
Subsequently, and as described for the procedure at 30 days after
starting the experiment, at 60 days these two groups of animals were
killed and their bodies stored at —20°C until needed for analysis.
All management and experimental procedures conducted in this
study were done in strict accordance with the requirements of the
European Union and Spanish rules and guidelines regarding the
ethical treatment of laboratory animals [21].
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Measurements and Analyses

Samples of the diets, feces and urine were analyzed to determine
the dry matter (DM), nitrogen (N) and energy contents. The fat and
ash content of the diets and the fatty acid profile of the fish oil, of
the fat for both diets and of the body mass were also evaluated.

While still frozen, the animal bodies were minced in a Retsch
ZM1 mill (Retsch, Haan, Germany), using liquid nitrogen and a
1-mm matrix size. After mincing, samples were analyzed for DM,
N, energy content and the fatty acid profile of the fat. The energy
retained and the weight of protein deposited were measured by the
comparative slaughter method, i.e., body composition of animals
killed at 30 and at 60 days after starting the experiment. Energy re-
tained as protein was calculated by multiplying the weight of protein
by 23.8 (kJ/g protein) [22, 23]. Heat production was calculated as the
difference between metabolizable energy intake and total energy re-
tained. As the latter is primarily protein and fat, the energy retained
as fat was calculated as the difference between total energy retained
and that retained as protein. The weight of the fat deposited was
calculated by dividing the energy retained as fat by 39.8 (kJ/g fat)
[22, 23]. Values for each individual animal were calculated from its
mean body weight over the experimental period, between days 30
and 60 after starting the experiment. Finally, heat production from
protein was calculated as the difference between the corresponding
metabolizable energy intake and energy retention. In the same way,
heat production from fat was calculated with the assumption that fat
deposition was entirely of dietary origin [2].

DM and N contents were determined using fresh samples and
all other analyses were carried out using dry samples. The DM of
the diets was calculated by heating on a stove at 100 + 2°C, and
that of the feces, urine and body mass by lyophilization. The ash
content was determined by incineration in an electric oven at
550°C [24]. The N content was determined using Kjeldahl’s meth-
od [24]. The fat content of the diets was determined after hydro-
chloric hydrolysis by extraction with petroleum ether (boiling point
40-60°C) [25]. The energy content of the samples was determined
by adiabatic bomb calorimetry. To determine the fatty acid com-
position of the fish oil, diets and body mass, the fatty acid methyl
esters were separated on an autosystem gas chromatograph (Perkin-
Elmer Corp., Norwalk, Conn., USA) with an SP-2560 fused silica
capillary column (100 m x 0.25 mm (i.d.), 0.20 pm film; Supelco,
Bellefonte, Pa., USA) fitted with a flame ionization detector. The
temperature was programmed from 150 to 185°C at 5°C/min held
for 30 min and then to 230°C at 5°C/min held for 26 min. The car-
rier gas was N,. Injector and detector temperatures were 250 and
300°C, respectively [26]. Serum glucose, cholesterol, high-density
lipoprotein-cholesterol, triglycerides, non-esterified fatty acids
(NEFA), urea, uric acid and creatinine were determined spectro-
photometrically using commercial kits (Randox GL 2623, CH 200,
CH 203, TR210,FA 115, UR 107, UA 1613 and CR 2336, respec-
tively).

Statistical Analysis

A completely randomized design procedure was used in the
analysis of variance, using the least-squares method [27]. Statistical
analyses were performed using the Statgraphics package [28]. The
model accounts for variations caused by the type of diet. The tables
describe the mean values, standard error deviations (square root of
the residual mean square) and the level of significance of the ef-
fects.
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Table 3. Effects of diet on body weight

(BW) and BW composition at the start Diet RSD Level of
(initial values) and finish (final values) of T significance
the balance period (30 and 60 days from
the start of the experiment (mean values Initial values BW, g 195 198 10.39 NS
for 8 rats) Composition
Dry matter, % BW 28.86 30.21 1.26 NS
Protein, % BW 17.22 17.31 0.74 NS
Fat, % BW 10.11 10.89 1.41 NS
Ash, % BW 2.66 2.55 0.26 NS
Energy, kJ/g BW 7.49 7.74 0.52 NS
Final body weight, g 295 306 15.50 NS
Composition
Dry matter, % BW 34.46 36.77 1.67 *
Protein, % BW 20.35 20.46 0.97 NS
Fat, % BW 11.57 13.53 1.70 *
Ash, % BW 3.20 2.94 0.32 NS
Energy, kJ/g BW 891 9.65 0.53 *
RSD = Residual standard deviation; NS = not significant; * p < 0.05.
Results case of the body fat of the animals given the diet supple-

Live Weight Attained and Its Composition

Table 3 presents the results obtained for live weights
and compositions, for the animals given each type of diet;
the values correspond to the start and finish of the period
of energy and protein balance, i.e. at 30 and 60 days from
the start of the experiment. The values for the live weight
and its composition do not present significant differences
(p > 0.05) at the earlier of these two age points. By the
second one, however, while no differences were detected
between the two experimental groups concerning live
weights or protein content (p > 0.05), different values
were found (p < 0.05) with respect to DM, fat and energy
content of the live weight. The latter values were higher
among the animals given the diet supplemented with fish
oil.

Fatty Acid Profile of the Body Fat

Table 4 describes the fatty acid profile of the body fat
corresponding to the animals fed the two types of diet,
and killed at one or other of the stated times during the
experiment. All the values shown are statistically differ-
ent (p < 0.05) for the earlier age. On the contrary, by the
second age point, no differences were found (p > 0.05)
between the values for C18:1 n-9 and trans C18:1, or for
the total quantity of saturated and monounsaturated fat-
ty acids, according to the type of diet consumed. The dif-
ferences observed for each fatty acid meant that for the

Thermogenesis Associated to PUFA Diet

mented with fish oil, at the earlier age the concentrations
of saturated and n-3 PUFA were higher than among the
non-supplemented group, while the opposite was the case
for the concentrations of monounsaturated, n—-6 PUFA
and n-6/n-3 PUFA. With respect to these same values,
and for the same class of animals, by the second age point,
the concentrations of saturated and monounsaturated
fatty acids did not differ, while the other differences stat-
ed above, concerning the first age point, remained un-
changed.

Energy Balance

Table 5 shows the results obtained concerning the effect
of the type of diet on the intake of metabolizable energy,
and other data relating to the energy balance. Just as it was
programmed, no differences were found (p > 0.05) for me-
tabolizable energy intake with respect to the type of diet
consumed. The same was deduced for the energy retained
as protein or for total loss of heat. On the contrary, total
energy retained, energy retained as fat, the gross efficiency
of the utilization of energy intake for its retention, the ef-
ficiency of the utilization of protein intake for its retention
and the heat loss associated with the oxidation of protein
or of fat did present differences (p < 0.05) according to the
type of diet consumed, such that, except for the case of
heat loss associated with protein oxidation, the values cor-
responding to consumption of the supplemented diet were
higher than for the non-supplemented group.
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Table 4. Effects of diet on fatty acid composition (g/100 g fatty ac-
ids) of corporeal lipids at the start (initial values) and finish (final
values) of the balance period (30 and 60 days from the start of the
experiment) (mean values for 8 rats)

Diet RSD Level of
standard fish oil z;gr::g-
Initial values
C14:0 3.17 6.62 0.37 ok
Cl4:1 0.17 0.66 0.09 ok
C16:0 43.59 51.04 1.94 okok
Cl16:1 7.91 5.02 0.40 ok
C18:0 7.80 9.29 0.67 *
C18:1 n-9 28.53 19.75 1.32 okok
C18:1 trans 3.42 2.36 0.42 ok
C18:2 n-6 4.32 0.90 1.02 okk
C18:3n-3 0.15 0.71 0.13 ok
C20:0 0.23 0.51 0.05 ok
C20:1 0.20 1.63 0.16 ok
C20:4 n-6 0.42 1.01 0.21 ox
C20:5 n-3 0.00 0.18 0.05 ok
(C22:6 n-3 0.09 0.34 0.12 *
SFA 54.78 67.45 2.36 ok
MUFA 40.23  29.41 1.66 ok
n-6 PUFA 4.74 1.91 1.03 ok
n-3 PUFA 0.25 1.23 0.23 ok
n-6/n-3 PUFA 19.11 1.56 3.74 ok
Final values

C14:0 2.89 6.14 0.61 ok
Cl4:1 0.30 0.87 0.12 ok
C16:0 46.85 4321 3.25 *
Cl16:1 6.63 5.26 0.71 ok
C18:0 7.59 9.51 5.05 *
C18:1 n-9 25.72 2532 2.25 NS
C18:1 trans 3.37 3.37 0.42 NS
C18:2 n-6 5.40 1.77 0.86 ok
C18:3n-3 0.20 0.77 0.12 ook
C20:0 0.27 0.53 0.16 ok
C20:1 0.20 1.96 0.22 okok
C20:4 n-6 0.47 0.84 0.21 ok
C20:5 n-3 0.00 0.11 0.02 ok
C22:6 n-3 0.13 0.34 0.05 ok
SFA 57.60  59.39 3.43 NS
MUFA 36.20  36.78 2.86 NS
n-6 PUFA 5.87 2.61 0.94 ok
n-3 PUFA 0.33 1.22 0.12 ok
n-6/n-3 PUFA 17.65 2.13 1.90 ok

SFA = Saturated fatty acids; MUFA = monounsaturated fatty
acids; PUFA = polyunsaturated fatty acids; RSD = residual stan-
dard deviation; NS = not significant; * p < 0.05; ** p < 0.01;
w4k < 0,001,
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Concentrations in Serum of Glucose, Total

Cholesterol, High-Density Lipoprotein-Cholesterol,

Triglycerides, NEFA, Urea, Uric Acid and Creatinine

Table 6 gives the values of the above biochemical pa-
rameters, classified according to the type of diet con-
sumed. The values corresponding to the concentrations
of total cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol
and triglycerides were lower (p < 0.05) among the group
given the diet supplemented with fish oil; on the contrary,
the values among this group were higher (p < 0.05) with
respect to the concentration of NEFA. As regards the val-
ues for the concentration of glucose, urea, uric acid and
creatinine, no differences were found to arise (p > 0.05)
from the type of diet consumed.

Discussion

Live Weight and Body Composition at 30 and

60 Days after Starting the Experiments

In terms of variables that are regulated at a homeo-
static level, the body weight is a more suitable parameter
than is the quantity of body fat, which varies more de-
pending on dietary composition and on its energy den-
sity, even for the same level of energy intake [29]. At the
same time, and concerning the changes in body composi-
tion that may be provoked by the consumption of diets
varying in the profile of their fatty acids, various studies
have been carried out to determine the minimum period
during which such diets should be supplied for differ-
ences to become noticeable. Sherrington et al. [30] re-
ported that, with respect to the greater or lesser develop-
ment that may be attained by adipose tissue, this effect
does not seem to become apparent in less than 4 weeks’
consumption of the corresponding diet. The values ob-
tained in the present study, for live weights and for their
fat content, coincide with the above-cited results. As re-
gards the protein content of the live weight, we found
that the quantity and the nature of the fat utilized for the
dietary supplement meant that, although the supple-
mented diet had a somewhat lower concentration of pro-
tein than did the standard diet, the proportion of protein
in the live weight attained at each of the age points did
not vary between the two groups of animals. Polyunsatu-
rated fat oxidizes at a higher level than does saturated
fat, thus producing energy that is employed in different
metabolic processes, including the synthesis of protein,
a process which thereby becomes more efficient [16, 31,
32].
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Table 5. Effects of diet on metabolizable

energy intake and energy balance data Diet RSD Lgve;l of
(mean values for 8 rats) sanckhwl  fgh @il significance
MEI, kJ/kg W73+ day 717 723 28.30 NS
ER, kJ/kg W73+ day 115.5 137.8 17.29 *
ERp, kl/kg W75 day 60.5 63.7 8.18 NS
ERf, kJ/kg W75 day 55.0 74.1 13.42 *
ER/MEI, % 16.1 19.1 232 *
PR/PL, % 222 29.2 2.95 i
HP, kl/kg W75 day 601 585 29.74 NS
HPp, % HP 16.2 11.0 1.89 ok
HPf, % HP 1.2 27.9 1.51 ok

MEI = Metabolizable energy intake; ER = total energy retained; ERp = energy retained
as protein; ERf = energy retained as fat; PR = protein retained; PI = protein intake; HP =
total heat production; HPp = heat production from protein; HPf = heat production from
fat; RSD = residual standard deviation; NS = not significant; * p < 0.05; *** p < 0.001.

Table 6. Effects of diet on serum concentrations of glucose, choles-
terol, high-density lipoprotein-cholesterol (HDL cholesterol), tri-
glycerides, non-esterified fatty acids (NEFA), urea, uric acid and
creatinine (mmo/l) (mean values for 8 rats)

Diet RSD Level of

o signifi-

standard  fish oil i
Glucose 5.66 5.94 0.98 NS
Cholesterol 1.86 1.40 0.16 ok
HDL cholesterol 1.66 1.29 0.20 Hok
Triglycerides 1.13 0.66 0.29 Hk
NEFA 0.65 1.16 0.27 Fx
Urea 7.12 7.40 0.54 NS
Uric acid 4.75 4.60 2.40 NS
Creatinine 0.79 0.86 0.37 NS

RSD = Residual standard deviation; NS = not significant;
**p<0.01;**p<0.001.

Turning now to the fatty acid profile of the fat depos-
ited in the body, we first note that differences in this re-
spect, according to the type of diet consumed, were al-
ready evident at the first age point. Fickova et al. [33]
found that 1 week seems sufficient for changes to become
apparent in lipid composition and in certain metabolic
responses related to the composition of the dietary fat.
Moreover, in the case of the diet supplemented with fish
oil, there was a preferential incorporation of n-3PUFA
vs. n—-6PUFA into the body, an effect that seemed to be

Thermogenesis Associated to PUFA Diet

due to the fact that deposits of the former, which are more
abundant in this oil, interfere with the synthesis of the
latter [34].

Energy and Protein Balance

It is now well established that dietary composition
and/or energy density affects fat deposits; thus, even
when the total intake remains unchanged, fat deposits are
higher when the diet consumed contains a greater propor-
tion of fat [29]. In our case and due to the higher level of
fat, the diet supplemented with fish oil produced a higher
retention of energy, which is associated with a greater
quantity of fat deposited. The level of fat in the diet sup-
plemented with fish oil was 4.05 times as high as that in
the non-supplemented one. However, the retention rate
of fat for the animals fed with the supplemented diet was
only 1.35 times as high as that for the animals fed with
the non-supplemented one. Similarly, there was an in-
crease in the gross efficiency of the utilization of the en-
ergy intake for retention. Moreover, it was concluded
that total thermogenesis (total heat loss) did not vary
between the two diet types. Today, thermogenesis pro-
cesses are known to play a fundamental role in regulating
the energy balance, although their origin remains an
open question. One of the most controversial aspects of
this issue is the possibility that facultative thermogene-
sis may be induced by the diet consumed. Various stud-
ies have suggested that a greater heat loss may occur
when a carbohydrate-rich rather than a fat-rich diet is
provided [36, 37]. The fact that dietary fat is deposited
in the adipose tissue more efficiently than if the neces-

Ann Nutr Metab 2006;50:184-192 189

152



sary energy is derived from carbohydrates is cited as one
of the possible causes of this difference in thermogene-
sis; moreover, this is one of the reasons why high-fat
diets seem to be directly related to the development of
obesity [38]. However, as reported by Miiller and Kirch-
gessner [11], a series of studies have shown that heat loss
may be greater when a fat-rich diet is consumed, with
the PUFA contained in this fat playing a crucial role.
These authors [11] believe the utilization of the energy
contained in these fatty acids must take place within the
obligatory ATP concept of thermogenesis. In accordance
with this view, Clarke [12] put forward the hypothesis
that PUFA may be oxidized at the level of the cellular
peroxisome rather than in the mitochondria. Thus, each
acetyl-CoA would yield two ATPs rather than three.
This aspect of the metabolism of PUFA, and especially
of the n-3 series, today seems to be well established. To
see how the thermogenesis provoked by consuming a
certain diet may vary depending on its composition, let
us assume a situation in which a carbohydrate-rich diet
is compared with one rich in saturated fat. In such a
situation, according to currently available knowledge,
the former diet will produce a higher degree of thermo-
genesis [36-38]. What would happen if the composition
of the fat-rich diet were gradually changed, with the sat-
urated fat being replaced by a polyunsaturated one?
Again, according to currently available knowledge [12—
16, 39], the thermogenesis associated with consumption
of this new diet would increase, and, depending on the
level and composition of the fat, might not only equal
that of the carbohydrate-rich diet but perhaps even sur-
pass it. All intermediate situations, in principle, are pos-
sible, with no contradiction existing between the final
results obtained.

From the above conclusions, and as we know the source
of fuel for energy metabolism can be greatly altered by
diet, we believed it would be of interest to analyze the
origin of the thermogenesis, according to the type of diet
consumed. After having calculated the heat loss associated
with oxidation of the protein, we observed this loss to be
considerably reduced when the diet supplemented with
fish oil was consumed. Concerning the fat content, and
after estimating its oxidation taking into account only to-
tal fat intake, excretion and net accumulation, we calcu-
lated an oxidation rate that was notably higher for the diet
supplemented with fish oil. With respect to this last, it is
well known that the level of oxidized fat increases with the
level of polyunsaturated fat in the diet [16, 31, 32]. PUFA,
especially the n-3 series, generate energy at a greater rate
than do saturated fatty acids, and this energy is used in
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various metabolic processes, including the synthesis of
protein [12, 17, 33]. Our results concerning the rates of
protein and fat oxidation, together with those for the ef-
ficiency of the utilization of protein intake for its reten-
tion, concur absolutely with the conclusions cited above.
We see thus that the thermic effect of feeding results
from the combination of separate processes. We believe,
in agreement with Miiller and Kirchgessner [11], that by
identifying the effect exercised by certain subclasses of
the main nutrients, it is possible to modulate the metabo-
lism of energy with n-3 PUFA considered, in this respect
essential compounds to maintain the energy balance.

Blood Levels of Glucose, Total Cholesterol,
High-Density Lipoprotein-Cholesterol, Triglycerides,
NEFA, Urea, Uric Acid and Creatinine

Muratta et al. [40] and Mattos et al. [41] reported that
feeding fish oil reduced blood concentrations of glucose
due to the inhibition of gluconeogenic enzymes. In the
present study, no differences were recorded between
blood levels of glucose, between the different types of diet
consumed. This fact is taken to be related to the level and
composition of the fat used in the diet supplement. Taka-
hashi and Ide [17] provided fat-rich diets of varying com-
position to experimental rats, and obtained lower levels
of blood glucose when a fish oil diet was consumed. How-
ever, when they compared the blood levels of the same
metabolite for the fat-rich diet supplemented with fish oil
versus the blood glucose levels achieved with a standard
low-fat diet, similar values were recorded.

Nowadays, a large body of evidence suggests that di-
etary fatty acids are capable of modifying the composi-
tion of plasma lipids, and thus play an essential role in
the prevention and treatment of cardiovascular disease
[7, 9]. Very long-chain PUFA are considered strong in-
hibitors of the synthesis of triglycerides in the liver, and
of their secretion [9, 42]. In addition to the triglycerides,
other values that are modified by the type of fat included
in the diet are those of total cholesterol and of HDL and
LDL cholesterol. The values obtained in the present study
coincide with the above-cited results. In our case the lev-
els of LDL cholesterol were not determined. However, we
can estimate these as the difference between the levels of
total cholesterol and those of HDL cholesterol. According
to Frenoux et al. [7], these results support the hypothesis
that n—-3 PUFA are effective nutrients as regards the pre-
vention of hypertension and cardiovascular diseases such
as atherosclerosis, which is indicative of the need to carry
out further investigations into the mechanisms involved
in such effects.
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It has long been established that the blood levels of
NEFA are related in linear fashion to their rate of oxida-
tion, a process that does not seem to constitute any limi-
tation as regards their concentration [43]. In the blood,
fatty acids are precursors of certain essential molecules,
including prostaglandins, leukotrienes and thrombox-
anes [44], while PUFA have been found to be the com-
pounds from which these molecules originate [35, 45].
Taking these comments into account regarding the pres-
ent study, the higher level of fat presented by the diet
supplemented with fish oil, and the characteristics of this
fat, with respect to the standard diet, are the factors re-
sponsible for the results obtained. Indeed, as remarked
above, n-3 PUFA oxidate at a higher rate than saturated
fatty acids [16, 31, 32], and produce the essential mole-
cules indicated by Lafontan and Langin [44]. The higher
levels of NEFA measured with the supplemented diet in
principle would be the result of their relatively high rate
of oxidation. This is not necessarily indicative of greater
lipolysis but, rather, of a lower rate of lipogenesis. Today,
it is known that n—3 PUFA suppress hepatic lipogenesis
[9, 46], which would coincide with the fact that the blood
level of triglycerides was lower for the animals given the
supplemented diet.

With respect to the measured blood levels of urea, uric
acid and creatinine, the better utilization made of dietary

protein achieved with the supplemented diet led us to
believe these levels would be lower than with the standard
diet, but this was not the case. Lu et al. [47] showed that
a high-fat diet normally produces blood levels of urea and
creatinine that are higher than those achieved with a low-
fat diet. However, when comparing the concentrations of
these metabolites, using a low-fat diet versus another with
a high proportion of fish oil, the same authors found no
difference between the levels of urea and creatinine.

Conclusions

Under the same metabolizable energy intake, the ther-
mogenesis associated with the consumption of a diet sup-
plemented with a fat rich in n-3 PUFA will depend both
on the level of the fat and on its particular composition.
Due to their specific metabolism, n-3 PUFA may be con-
sidered essential compounds to maintain the energy bal-
ance.
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Abstract

Two groups of six male goats were used to assess the effects of rumen-protected supplements of fish oil on intake,
digestibility and nitrogen (N) balance. The animals were offered a diet consisting of forage and concentrate, the
latter fraction supplemented with 0 (control) or 100 g/kg of rumen-protected fish oil supplement (PFO), containing
a high proportion of the n-3 series (whole diet contained 0 or 60g PFO per kg dry matter). No significant
differences (P > 0-05) were found between the two groups concerning live-weight gain, food intake, digestibility of
DM, organic matter, N, neutral-detergent fibre and energy. In contrast, there were differences (P < 0-05) regarding
the digestibility of fat and of acid-detergent fibre, which were higher among the animals given the PFO diet. With
respect to the individual fatty acids, we observed higher digestibility (P < 0-05) of C14:0, C16:0, C18:0 and
C20 : 0 among the animals given the PFO diet. The digestibility of C14:0, C18 : 0 and C20 : 0 was found to be
negative among the animals given the control diet. No significant differences (P > 0-05) were found regarding
digestibility of total C18 : 1. In contrast, the coefficients for C18 : 2 (n-6) and C18 : 3 (n-3) were higher (P < 0-05)
among the non-supplemented animals. The intake and faecal flow values of C18 : 0 suggest that the mono- and
polyunsaturated fatty acids with 18 atoms of carbon may, in both cases, undergo partial hydrogenation, which
would be greater among the control group. The utilization of C20 : 5 (n-3) and, especially, of C22 : 6 (n-3), which
were consumed only by the animals given the PFO diet, was estimated at 1-000. The PFO diet also produced lower
levels of urinary-N excretion (P < 0-05), giving rise to higher N balances (P < 0-05).

Keywords: digestibility, fish oils, goats, nitrogen balance, polyenoic fatty acids.

Introduction fats, to a greater or lesser extent, subsequently pass
to the milk or the carcass of the animal (Ashes et al.,
1992; Franklin et al., 1999; Sanz Sampelayo et al.,
2002). As shown for various species, the appropriate
inclusion of PUFAs in the diet may also benefit
animal physiology, for example concerning fertility
(Burke et al., 1997) or the immune system (Rodriguez
Osorio et al., 2001).

The use of protected fats in the ruminant diet is a
strategy that has long been used to increase dietary
energy density, especially at certain periods during
the productive cycle (Baldi et al., 1992; Jenkins and
Palmquist, 1984). The milk and meat fat of ruminants
contains a relatively high proportion of saturated
fatty acids, which is a risk factor related to
cardiovascular diseases (Ney, 1991). At the same
time, it is also known that polyunsaturated fatty  If rumen-protected fat supplements are used to
acids (PUFAs), which have been associated with a  manipulate the fatty acid flow from the rumen, then
decrease in the risk of heart disease (Daviglus et al.,  the digestibility of the protected fatty acids is of vital
1997), are low in the milk and meat fat of ruminants. ~ importance, assuming that this material does indeed
Therefore, protected fats rich in certain PUFAs have  provide effective protection from the ruminal
been designed to modify the fat composition of the =~ metabolism. Information on this question would be
animal’s milk or meat and make it healthier. These  useful in developing diet supplement strategies to
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make appropriate levels of certain fatty acids
available (Grummer, 1991). Most of the trials
designed to investigate the nutritional utilization of a
protected fat in the ruminant have involved sheep,
lambs, calves and cows (Shell et al., 1978; Clapperton
and Steele, 1983; Fallon et al., 1986; Enjalbert et al.,
1994), while virtually no data have been reported
concerning the goat.

This paper presents results obtained with male,
uncastrated, growing goats of the Granadina breed.
The experimental groups were fed a diet in which
the concentrate fraction was supplemented or not
with a rumen-protected fish oil supplement that was
particularly rich in n-3 PUFAs. One of the main
purposes of the experiment was to examine the
digestibility of protected fatty acids. We also
analysed the digestibility of the different nutrients
and determined the nitrogen (N) balances.

Material and methods

Experimental design and procedures

Two groups of six male, uncastrated, growing goats
of the Granadina breed, aged 8 to 12 months, were
given a diet comprising a forage fraction, containing
lucerne hay (400 g per animal per day) and cereal
straw (100 g per animal per day), together with a
concentrate fraction (600 g per animal per day). The
baseline diet was supplemented with 0 (control) or
(60 g/kg dry matter (DM)) of rumen-protected fish
oil (PFO). The quantity and composition of the
concentrate and forage were sufficient for the
animals’ nutritional requirements (Aguilera et al.,
1991). The original fat was a fish oil, derived from
tunny, salmon, mackerel and related species,
supplied by Harinas de Andalucia, Tarifa, Spain. The
calcium (Ca) salts of the fish oil fatty acids were
obtained by the double-decomposition method
described by Jenkins and Palmquist (1984). A
solution of sodium hydroxide in a water-ethanol
mixture was added to warmed fat to obtain the
soluble sodium salts of the fatty acids. An excess of
calcium chloride solution was then added to provoke
the precipitation of the Ca salts of the fatty acids.
Finally, the excess liquid was separated by filtering
and by compression. The Ca salts obtained were air-
dried and pulverized. This product was incorporated
into the concentrate replacing an equal weight of
maize. Specific details of this process were reported
by Boza et al. (2000). The protected fat contained
850 g/kg of DM, with 706 g fat per kg DM. The
degree of saponification of the protected fat was
0-848. This proportion is defined as the fraction of the
fat not extracted without previous acid hydrolysis
(Hermansen and Lund, 1990). The fatty acid
composition of the protected fat was (g/100 g total
fatty acids) : C14: 0, 4-41; C15:0, 0-64; C16: 0, 21-83;

C16:1, 4:65; C17:0, 0-64; C18:0, 6-10; total C18:1,
29-17; C18:2 (n-6), 2-23; C18:3 (n-3), 7-87; C20:0,
0-48; C20:1, 2:57; C20:5 (n-3), 5-69; C22:0, 2-41;
C22:6 (n-3), 11-31. The degree of protection of this

product  against ruminal metabolism  was
investigated in accordance with the method
described by Sukhija and Palmquist (1990),

determining the dissociation of Ca soaps in ruminal
liquid at different levels of pH (5-0, 5:5, 60 and 6:5).
The total Ca content was established by acid
hydrolysis with 6 mol/l1 HCl. The Ca concentration
of the samples was determined by atomic absorption
spectrophotometry. The results obtained showed that

Table 1 Composition of concentrate mixtures used (g/kg), their
chemical composition and that of lucerne hay and cereal straw (g/kg
dry matter)

Concentratet
—— Lucerne Cereal

1 2 hay  straw
Ingredients
Oats 220 220
Maize 250 150
Lupin 490 490
Protected fatt 100
Mineral-vitamin complement} 40 40
Chemical composition
Dry matter 876 889 875 894
Organic matter 963 949 885 948
Crude protein 213 208 240 47
Neutral-detergent fibre 431 406 393 741
Acid-detergent fibre 17 147 255 458
Total fatty acids 46 108 15
C10:0 0-1
C10: 1 02
C12:0 0-1
C13:0 0-4
Cl14:0 02 25 02
C15:0 0-4 0-1
C16:0 74 210 4.7
Cl16:1 2:9 10
C17:0 0-4
C18:0 1.9 57 0-4
Total C18: 1 149 324 0-2
C18:2 (n-6) 19-8 286 2:9
C18: 3 (n-3) 13 24 46
C20:0 03 06 02
C20:1 02 18
C20: 5 (n-3) 23
C22:0 1.5
C22: 6 (n-3) 5.8

t Concentrates 1 and 2 produce diets with 0 and 60 g/kg DM
of a fat rich in rumen-protected polyunsaturated fatty acids,
respectively.

f Mineral-vitamin complement composition (g/kg): Ca, 58-0;
P, 171-0; NaCl, 250-0; Fe, 23-0; Cu, 3-0; Zn, 15-0; Mn, 12:0; Mg,
30-0; Co, 0-5; retinol, 20-0; cholecalciferol, 1-3; alpha-tocopherol,
13-0; nicotinic acid, 8:0; thiamine, riboflavin and
cyanocobalamin, 2-5 (Musal Laboratory, Granada, Spain).
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at the physiological pH of the rumen (around 6-5),
the proportion of dissociated Ca was minimal
(3:66 g/100 g). The product, thus, is considered inert
in this medium (Martin Alonso, 2004). Table 1 shows
the composition of the concentrates and of the two
types of forage supplied.

The total duration of the experiment was 37 days.
The animals were first adapted to the fat-
supplemented concentrate, by gradually replacing
the standard concentrate by the supplemented one.
Following this process (after about 10 days), the
animals were kept under experimental conditions for
a further 20 days. The goats were then housed
individually in metabolism cages for 7 days, during
which, at 09:00h each day, that refused of the
previous day’s food, together with the faeces and
urine, were recovered and quantified. Subsequently,
the animals were given their daily food, with water
permanently available ad libitum. The goats were
weighed on arrival at the laboratory and at the start
and finish of the metabolism assays.

Measurements and analyses

Every day during the principal phase of the assay,
samples were taken of the forage and concentrate
provided, of the food refused and of the production
of faeces and urine. These samples were maintained
at —20°C until required for analysis. The DM and N
content were determined using fresh samples and all
other analyses were carried out using dry samples.
The DM of the food and of the refused food was
obtained by heating in an oven at 100+2°C, and that
of the faeces and urine by lyophilization. The N
content of the food, the refused food, the faeces and
the urine was determined by the Kjeldahl method
(Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
1990), while that of the neutral-detergent fibre (NDF)
and of the acid-detergent fibre (ADF) was
determined using the methodology described by Van
Soest et al. (1991). The fat in the food, in the refused
food and in the faeces was determined after
hydrochloric hydrolysis to dissociate Ca soaps, by
extraction with petroleum ether (boiling point 40 to
60°C) (Sanderson, 1986). The quantities of ash from
the food, the refused food and the faeces were
determined by incineration in an electric oven at
550°C (AOAC, 1990). The energy content of the
samples was determined by adiabatic bomb
calorimetry. To determine the fatty acid composition
of the food, the refused food and the faeces, the fatty
acid methyl esters were separated on an autosystem
gas chromatograph (Perkin-Elmer Corp., Norwalk,
CT) with a Tr-Wax capillary column (30 m X 0-25 mm
id., 025-pm film; Tracer, Tecknokroma, Barcelona,
Spain) equipped with a flame ionization detector.
The temperature was programmed from 50°C to

170°C at 20°C/min and from 170°C to 240°C at 5°C/
min. The carrier gas was He. Injector and detector
temperatures were 250°C and 300°C, respectively
(Lepage and Roy, 1986).

Statistical analysis

A completely randomized design procedure was
used in the analysis of variance, using the least-
squares method (Steel and Torrie, 1984). Statistical
analyses were performed using the Statgraphics
statistical package (Statgraphics, 1991). The model
accounts for variation caused by the type of
concentrate. The tables describe the mean values,
residual standard deviations (square root of the error
mean square) and the level of significance of the
effects.

Results

Live weight of the animals

The mean live weight of the animals at the start of
the experiment was 27-1kg (experimental group)
and 27-0kg (control group) and the growth rate
during the main assay phase was 1432 g/day
(experimental group) and 145-5g/day (control
group). No statistically significant differences
(P > 0-05) were found between these values.

Food intake, faecal flow and apparent digestibility of the
different nutrients and of the energy

Table 2 gives the values for food intake, faecal flow
and apparent digestibility of the DM, organic matter
(OM), N, NDF, ADF and energy, for the two diets
assayed. With regard to the food intake, both that of
DM and of energy were very similar in the two
groups; no significant differences were detected
(P > 0-05). Consequently, the intake of the different
nutrients did not vary between the two groups
(P >0:05), except in the case of the fat, which as
expected was greater among the group of animals
given the PFO diet (P < 0-05). Moreover, the faecal
flow of DM, OM, N, fat, fibre fractions and energy
did not vary in terms of statistical significance
(P > 0-05) between the two groups. The same was
true for apparent digestibility except as regards fat
and ADF; the values of these latter parameters were
higher among the group given the PFO diet
(P <0-:05).

Intake, faecal flow and apparent digestibility of the
individual fatty acids

Table 3 gives the values for intake, faecal flow and
digestibility of the different fatty acids; with respect
to C14:0, C16:0, C16:1, total C18:1, C18:2 (n-6),
C18:3 (n-3) and C20:0, both the intake quantities
and those of faecal flow were higher among the
animals given the PFO diet (P<0:05). The
digestibility values were higher (P < 0-05) for C14:0,
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Table 2 Intake (g/day unless otherwise stated) faecal flow (g/day
unless otherwise stated) and total digestive tract digestibility of dry
matter, organic matter, nitrogen, fat, neutral-detergent fibre (NDF),

Table 3 Intake (g/day), faecal flow (g/day) and total digestive tract
apparent digestibility of individual fatty acids

acid-detergent fibre (ADF) and energy. Nitrogen and energy urinary Diett
excretion (g/day and MJ/day, respectively) and nitrogen balance data Residual
also presented 1 2 s.d.  Significance
Diet} C14:0
Residual Intake 0-10 118 0-05 o
1 2 s.d. Significance Faecal flow 0-30 0-40 0-04 o
Digestibility =~ —2-000f 0-661 077 ok
Dry matter (DM) C16:0
Intake 7755 8005 61-14 Intake 477 10-94 0-53 e
Faecal flow 167:0 171-2 3287 Faecal flow 2:49 3-46 0-53 w*
Digestibility 0-785  0-786 0-05 Digestibility 0-478  0-684 0-08 o
Organic matter Cl6:1
Intake 7334 7475 56-58 Intake 028 161 007 e
Faecal flow 148-5 1442 29-62 Faecal flow 0-06 022 0-04 o
Digestibility 0-798  0-807 0-03 Digestibility 0-786  0-863 0-08
Nitrogen C18:0
Intake 24-8 253 2:41 Intake 103 276 0-14 ek
Faecal flow 49 48 098 Faecal flow 287 1.04 112 *
Urinary excretion 10-6 9:5 0-85 * Digestibility ~ -1-786%1  0-623 1.02 o
Digestibility 0-802  0-810 0-03 Total C18:1
NR/NIt 0-375 0435 001 * Intake 770 1496 0-87 ek
NR/NDt 0467 0537 002 * Faecal flow 091 1.47 0-30 *
Fat Digestibility 0-882 0902 0-02
Intake 267 536 3.04 wor C18:2 (n-6)
Faecal flow 86 99 2:00 Intake 1109 1416 0-97 ok
Digestibility 0-678 0815 006 . Faecal flow 032 0-56 011 =
NDF Digestibility 0971 0960 001 *
Intake 336:1 3429 23.75 C18:3 (n-3)
Faecal flow 93-8 870 20-06 Intake 151 2:32 0-24 e
Digestibility 0721 0-746 0-05 Faecal flow 0-10 0-24 0-03 o
ADF Digestibility 0934  0-897 001 o
Intake 1519 1549 13-09 C20:0
Faecal flow 586 52:0 12:37 Intake 0-14 0-31 0-02 ok
Digestibility 0-614  0-664 0-06 * Faecal flow 0-17 0-24 0-04 *
Energy Digestibility ~ -0-214f 0-226 0-29 **
Intake (M]/day) 1437 15-05 119 C20:1
Faecal flow (M]/day) 3-21 312 0-63 Intake 0-12 0-81 0-05 ok
Urinary excretion Faecal flow 0 0 0
(M]/day) 065 057 008 * Digestibility 100 1.0 0
Digestibility 0777 0-793 0-04 C20:5 (n-3)
Intake 0 115 0-19 ek
1 NR = N retained; NI = N intake; ND = N digested. Faecal flow 0 0 0
1 Diets 1 and 2 with 0 and 60 g/kg DM of a fat rich in rumen- Digestibility 1-00
protected polyunsaturated fatty acids, respectively. C22:0
Intake 0 0-67 005 o
C16: 0 and C20: 0 and lower (P < 0-05) for C18: 2 (n- Faecal flow 0 0 0
6) and C18 : 3 (n-3) among the animals given the PFO Digestibility 1.00
diet. No significant differences were detected €22:6 (n-3) er
(P>0-05) with respect to C16:1 and total C18:1. Intake 0 270 019
Faecal flow of C14:0 and C20:0 was greater than Faecal flow 0 0 0
y . Digestibility 1-00

the intake among the animals given the control diet.
With regard to C18:0, the intake, faecal flow and
digestibility were statistically different between the
two groups (P <0:05). The animals that consumed
the PFO diet presented higher intake, lower faecal
flow and, in consequence, higher digestibility. Faecal
flow was in this instance much higher than intake for
animals given the control diet. Intake of C20:1 was

t Diets 1and 2 with 0 and 60 g/kg DM of a fat rich in rumen-
protected polyunsaturated fatty acids, respectively.
1 Faecal flow > intake.

higher (P <0-05) among the animals given the PFO
diet, while faecal flow of this acid was absent among
both groups. Finally, concerning C20:5 (n-3), C22:0
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and C22: 6 (n-3), the ingestion of which was derived
from the fat included in the PFO diet, faecal excretion
was absent among both groups of animals, and
therefore the coefficient of apparent digestibility for
the animals given the PFO diet was equal to 1-000.

Urinary nitrogen and energy excretion and nitrogen
balance data

Table 2 shows the values for urinary N and energy
excretion and N balances. Urinary N and energy
excretion was lower (P <0-05) among the animals
given the PFO diet. Due to N losses, the N balance
(the proportion retained with respect to that
consumed or absorbed) was statistically higher
(P<0:05) among the animals in the fat-
supplemented group.

Discussion

Live weight

Initial live weights of the animals were similar, as
were the live-weight gains achieved. If, as remarked
below, food intake did not vary between the groups
and, at the same time, the N balances were found to
be higher among the animals given the PFO diet,
then it might be expected that this latter group
would achieve higher growth rates. We believe the
results obtained in this study might be related to the
stage of the animals’ growth or to the composition of
the corresponding live-weight gains, an aspect that
was not analysed in this study.

Food intake and apparent total nutrient and energy
digestibilities

The first effect remarked upon when a protected fat
is included in the diet of any species of ruminant is
the consequent fall in food intake, an effect that is
attributed to the greater energy density of the diet
(Forbes, 1986) or to an alteration in the ruminal
function depending on the fat content and the degree
of its protection (Clapperton and Steele, 1983;
Davenport et al., 1987; Kadzere and Jingura, 1993).
Franklin et al. (1999) concluded that whether this fall
in intake was due to reduced palatability of the diet,
to greater energy density or to the ingestion of
particular fatty acids remained an open question. In
the present study, in which the subjects were
growing animals, the intake of dry matter and that of
gross energy did not vary between the two groups.
Indeed, the values for the animals given the PFO diet
were somewhat higher.

With respect to the digestibility of a PUFA-rich fat,
the first question of importance would seem to be the
degree of protection achieved, an aspect that
crucially, affects the hydrogenation of the fat within
the rumen. According to Zinn et al. (2000), the lower
the hydrogenation, the greater the digestibility

obtained, such that when hydrogenation is
noticeable, low levels of digestibility of this nutrient
at the intestinal level are produced. Accordingly, the
higher digestibility of the fat obtained in the present
study with consumption of the PFO diet would
reflect a sufficient degree of protection achieved.
Fallon et al. (1986) examined growing calves,
providing them with a diet of Ca soaps of palm oil at
differing levels, and concluded that the digestibility
of the fat followed an exponential function
depending on the level of diet supplementation. In
the opinion of these authors, the fat utilized, once it
is dissociated in the duodenum, and before entering
the biliary tract, is to a large degree available for
miscellar formation with bile salts, and a high level
of digestibility is achieved. The greater digestibility
obtained from the fat included in the ruminant diet,
whether protected or otherwise, has also been
explained in terms of the greater availability
presented by this fat in relation to that included in
particles or membranes of other components of the
diet. Another possible reason is that the diet
supplement dilutes endogenous excretion, and thus
the true digestibility value may be calculated more
precisely (Grummer, 1988; Schneider et al., 1988).

With respect to the digestibility of the fibre fractions,
today it is well established that when the ruminant
diet is supplemented with a polyunsaturated fat
protected  against ruminal metabolism, this
digestibility provides an indicative value of the
degree of protection achieved (Zinn et al., 2000). The
results obtained in the present study, therefore, seem
to show that a sufficient degree of protection was
achieved. Concerning the digestibility of ADF, Fallon
et al. (1986) studied calves and obtained results
similar to those presented here. Fallon et al.
commented that although this might be considered
of interest, it was nevertheless difficult to explain. In
their opinion, the effect could have been mediated
through a reduction in rapidly fermentable energy
allowing cellulolysis to continue longer. In our case,
and as indicated above, the protected fat was
incorporated into the concentrate replacing an equal
weight of maize.

The introduction of the protected fat had no effect on
either the intake or the digestibility of N. Enjalbert et
al. (1994) reported that irrespective of the form in
which fat is added to the ruminant diet, protein
digestibility values seem to be unaffected. Fallon et
al.  (1986) suggested a tendency for diet
supplementation to achieve better digestibility of N.

The possible effect on the digestibility of energy of
including a protected fat in the ruminant diet
depends on its effects on the digestibility of different
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nutrients in the diet. In our trials, no differences
concerning coefficients of energy digestibility were
observed between the two experimental groups.
However, the digestible energy content of the food
was calculated as 14-90 MJ/kg DM and 14-39 MJ/kg
DM, for the PFO and the control diets, respectively.
These values were statistically different at P < 0-10.

Digestibility of the individual fatty acids

The present study shows that certain fatty acids with
ingestion values of zero (or practically so), namely
C4:0,C10:0, C12:0, C15:0 and C17:0, appear in
the faeces of both groups, in greater or lesser
quantities. The fatty acids detected in the faeces of
ruminants represent not only the undigested or
unabsorbed fraction of fatty acids in the diet, but
may also be of other origins; for example, they could
have been synthesized in the rumen or in the large
intestine, or derived from bacterial cells or various
endogenous sources (Bock et al., 1991).

In general, the digestibility of a fatty acid in the non-
ruminant animal is known to diminish as the length
of the fatty acid chain increases, while it increases
with the number of double links (Lessire et al., 1992).
Ferlay et al. (1993) commented that these differences
also apply to the digestibility of a fat in the ruminant,
although to a lesser degree. Concerning the results
obtained in the present study for C14:0, C16:0,
C18:0 and C20:0, it should be taken into account
that a high percentage of saturated fatty acids is
normally detected in ruminant faeces. In the opinion
of Shell et al. (1978), this could be due to any of three
possible causes : the hydrogenation of dietary fat,
either in the rumen or in the large intestine,
endogenous excretion or the selective absorption of
mono- and polyunsaturated fatty acids. In
accordance with this, it may be assumed that when
the PFO diet is consumed, the probably lower
hydrogenation of the protected fat, together with the
higher quantities ingested, gives rise to a higher
digestibility of saturated fatty acids. However, it is
also necessary to take into account the remarks of
Grummer (1991) and of Zinn et al. (2000) about how
the presence of PUFAs may aid the digestibility of
saturated fatty acids. Referring to the particular case
of C18:0, Bock et al. (1991) reported that the high
concentrations of this acid in ruminant faeces, in
addition to endogenous or bacterial origins, may also
be caused by the saturation of C18:1, C18:2 and
C18: 3 in the rumen, a process that Ashes et al. (1992)
and Zinn et al. (2000) considered could be widely
extended depending on the degree of protection
achieved by the fat against the ruminal metabolism.
In this respect, Grummer (1991) reported that the
hydrogenation of unsaturated fatty acids gives rise to
high digestibility, at the level of the total intestinal

tract, of C18:1, C18:2 and C18:3, together with a
negative digestibility of C18:0. According to this,
and taking into account the results obtained in the
present study, we deduce that in the group of
animals given the control diet there must exist a
considerable degree of hydrogenation of the
unsaturated fatty acids of 18 atoms of carbon, a
hydrogenation which if it also exists when the PFO
diet was consumed, must be to a lower degree. This
would be related to the fact that the fat used as a
PUFA source was protected against the ruminal
metabolism (Boza ef al., 2000) and that a high degree
of protection was achieved (Martin Alonso, 2004).

With regard to the values reported for the
digestibility of total C18:1, C18:2 (n-6) and C18:3
(n-3), as stated above, due to the fact that the
hydrogenation of unsaturated fatty acids of 18 atoms
of carbon takes place at a greater intensity in the
control group, the coefficient of apparent digestibility
of the hydrogenated fatty acids tends to be
overestimated, and so the true differences between
the two groups could differ from those recorded
experimentally. Nevertheless, we reiterate that the
digestibility of mono- and polyunsaturated fatty
acids is normally high (Ferlay, 1993).

In relation to the digestibility estimated in the
present study for the fatty acids of 18 atoms of
carbon, it is also necessary to consider that, with
respect to post-ruminal digestibility, another fact
could also alter the characteristics of the dietary fatty
acids, namely the desaturation activity of the
intestinal epithelium, by which saturated fatty acids
are converted into monounsaturated ones. Especially
important is the conversion of C18:0 into C18:1, a
process that in the opinion of Grummer (1991) is of
lesser quantity and opposite nature to that of
ruminal hydrogenation. According to this author,
and taking into account the coefficients of
digestibility estimated in the present study for
C18:0and C18: 1, it does not seem logical to assume
that the above-mentioned desaturation process could
become highly significant with respect to that of
hydrogenation.

With regard to C20:0 and C20:1, it could be
assumed from the values for faecal flow and
coefficient of digestibility that part of the dietary
C20: 1, in both cases, is hydrogenated. This would be
responsible for the low, or even negative, coefficient
recorded for C20:0, together with the high
digestibility recorded in both experimental groups
for C20:1. Finally, C20:5 (n-3) and C22:6 (n-3),
which together with C22:0 were only ingested by
the group given the PFO diet, presented no faecal
flow, and so the coefficients of apparent digestibility
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were equal to 1-000. With respect to C20 : 5 (n-3), and
taking into account the faecal flow of C20: 0, which
has an equal number of atoms of carbon, we may
assume that part of this could have been
hydrogenated, which would result in an
overestimation of the corresponding coefficient of
digestibility. However, if we consider C22:6 (n-3),
and bear in mind that the faecal flow of C22:0 was
zero, it does not seem logical to believe that in this
case there occurred any significant hydrogenation of
the acid, and thus that the coefficient of digestibility
could have been overestimated. The fact that C20:5
and C22:6 may be hydrogenated or not in the
rumen has been known and studied for some time,
with  different methodologies being applied.
Although Ashes et al. (1992) were originally of the
opinion that it is impossible for such fatty acids to be
hydrogenated to any significant degree in the rumen,
due to the absence of specific enzymes or
esterification factors, later results (Doreau and
Chilliard, 1997; Gulati et al., 1999; Fievez et al., 2000;
AbuGhazaleh and Jenkins, 2004) have shown that
this hydrogenation is indeed possible, this process,
moreover, being apparently dose-dependent (Gulati
et al., 1999). The results obtained in the present study
for the digestibility of these fatty acids reflect the
degree of protection achieved by the fat used as a
PUFA source. The protection of this against ruminal
metabolism was investigated according to the degree
of dissociation of the Ca salts in ruminal liquid at
different pH values (Martin Alonso, 2004). This
protection was considerably greater than that
obtained, using the same methodology, by Sukhija
and Palmquist (1990). According to Martin Alonso
(2004), this could be due both to the modifications
made to the double decomposition method to
produce the Ca salts (Boza et al., 2000) and to the
nature of the original product employed, that is,
crude oil rather than refined oil or solutions of
purified fatty acids.

In relation to the post-ruminal PUFAs digestibility
estimated in the present study, another fact to take
into consideration is the hydrogenation of dietary fat
in the large intestine. Shell et al. (1978) reported that
when unsaturated fatty acids achieve a high degree
of protection against the ruminal metabolism, they
are not hydrogenated in the rumen. At the same
time, these fatty acids present high digestibility, due
to the ease with which they enter micelle formation
prior to absorption in the small intestine.
Consequently, only a small proportion of these fatty
acids could escape from small intestine absorption to
be hydrogenated in the large intestine. This would
explain the high proportion of saturated fatty acids
and the low or even zero proportion of unsaturated
fatty acids detected in the faeces of ruminants given

a diet containing protected fat. In the opinion of Shell
et al. (1978), this would be the result of the
preferential absorption of unsaturated fatty acids.

Nitrogen balances

In addition to the above-described results concerning
N intake and faecal flow, our assays revealed that
urinary losses of N were lower among the animals
given the PFO diet. This fact led to greater retentions
of N both in relation to the quantity ingested and to
the quantity absorbed. These lower levels of urinary
N excretion also explain why we detected lower
levels of urinary energy excretion. With regard to the
N balance data when the ruminant diet is
supplemented with a protected fat, the published
results vary considerably. In the study by Fallon et al.
(1986), N retention was found to be lower with the
supplemented diet. The authors ascribed this result
to lower levels of food intake; this could have led to
the quantity of energy consumed being a limiting
factor for the process of protein synthesis. In the
present study, the level of food intake was similar in
the two experimental groups. Note, however, that
during growth an increase in the quantity of fat in
the diet normally produces improved utilization of
protein, together with higher levels of retention. This
circumstance, known as the protein-sparing effect of
the fat, has been described in the pre-ruminant kid
goat (Sanz Sampelayo et al., 1997). It is also well
known that PUFAs in the organism are basically
oxidized as sources of energy, and thus satisfy part of
the energy requirements for maintenance and protein
synthesis (Su and Jones, 1993). We conclude,
therefore, that the nature of the organism in question
and that of the fat provided give rise to higher N
balances when a PFO diet is consumed.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the possibility of improving the composition of goat meat, in terms of the fatty
acid composition of the different fat deposits. For this purpose, we used two groups of 12 female goats each of which
had recently undergone a double birth. The animals were maintained under semi-extensive conditions and trough-fed
with a concentrate that was either non-supplemented or supplemented with 50g/kg of polyunsaturated fatty acids
(PUFA)-rich fat protected against ruminant metabolism. The kid goats born to each group were suckled by their dams
and a representative sample of each was slaughtered at 45 days after birth. The milk produced by the dams receiving
the fat-supplemented diet contained fat with a lower content of saturated fatty acids and a higher content of n-3 PUFA,
trans-C18:1 and CLA. The kid goats suckled by these dams grew faster and the legs of the carcasses presented
greater muscular development compared with the non-fat-supplemented diet group. The cover, intermuscular and
intramuscular fat presented a different fatty acid composition, with a higher proportion of n-3 PUFA, trans C18:1 and
CLA, while that of n-6 PUFA remained unchanged. The change in the lipid metabolism of the kid goats was made
evident by the blood levels of certain biochemical parameters. We discuss the improvement in the quality of the meat
obtained, taking into account the feeding strategy provided and the class of animal in question.

Keywords: body composition, goats, kids, polyenoic fatty acids.

Introduction et al., 1997; Franklin et al., 1999; Scollan et al., 2001 and
The essential importance of n-6 and n-3 series polyunsatu- 2003; Kitessa et al,, 2001; Gulati et al., 2002; Sanz Sampe-
rated fatty acids (PUFA), first described by Burr and Burr layo et al., 2004). From the first protection method to be
(1929), is the fact that it is impossible for animals (though employed (encapsulation of lipid particles in a matrix of for-
not for plants) to form these PUFA from structurally simpler maldehyde treated protein) (Wren et al.,, 1976) to the latest,
precursors. Their absence from the mammalian diet, and the provision of fatty acids in the form of calcium salts (Jen-
especially from the human diet, leads to severe disorders kins and Palmquist, 1984), other protection methods have
affecting growth and the immune and nervous systems, and been contemplated, such as the adsorption of fats on an
may also affect the cardiovascular health of the adult popu- inert support (Jenkins and Palmquist, 1984) and the cold
lation (Innis, 1991). Changes in nutritional habits in devel- crystallization of the fatty acids (Schauff and Clark, 1989).
oped countries have led to a considerable reduction in the
consumption of PUFA of the n-3 series. Consequently, var- For various reasons, goat milk and meat are today con-
ious organizations (Food and Agriculture Organisation, sidered high-quality foods, and superior to those obtained
1994) have recommended that steps should be taken to from other ruminant species. The milk fat obtained from
encourage their consumption. Specialists have reported that goats contains a high proportion (over 30%) of medium-
an effective and promising alternative is to make use of the chain triglycerides (MCT) (C6—C14), in contrast to the milk
food chain, manipulating the nutrition of food-producing ani- fat from cows that presents a maximum of 20% MCT.
mals as a means of supplying consumers with sufficient These compounds are of very special interest even from a
levels of n-3 PUFA (Born, 1998). therapeutic viewpoint, because of their particular metab-
olism and, in consequence, their usefulness in dealing with
Different studies have shown that the fatty acid profile of the certain metabolic diseases (Haenlein, 1996, 2001 and 2004;
different fat deposits, as well as that of the milk fat, can be Boza and Sanz Sampelayo, 1997). As regard the meat, that
improved by including in the animal’s diet a fat protected of the goat is very lean with very little carcass fat. This
against the ruminal metabolism (Noakes et al., 1996; Ashes aspect is characteristic of the species, the carcass of which
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has a total adipose tissue content of 50 to 100 g/kg in the
carcass, irrespective of whether the animal in question is
breed for milk or for meat production (Morand-Fehr et al.,
1985; Sanz Sampelayo et al., 1995). The goat carcass that
is most appreciated in Spain and in the Mediterranean
region in general is that obtained from young unweaned ani-
mals. Moreover, and given the present day demand for
organic products, it is preferable to obtain this kind of meat
from animals suckled by their dams (Boza, 2002). Thus, it
seems logical to believe that a change in the composition of
goat milk could alter that of the fat deposits in the suckling
animal consuming such milk. However, in this particular
case, the response of the kid goat would be influenced not
only by the nature of the fat in question, a polyunsaturated
one whose acids are oxidized as an energy source more
quickly than are those of saturated fatty acids, and are thus
deposited in much smaller proportions (Su and Jones,
1993; Clarke, 2000; Takahashi and Ide, 2000) but also by
the particular metabolism of the animal.

The objective of this study was to analyse the possibility of
obtaining a high quality goat meat in terms of the fatty acids
composition of the different fat deposits. For this purpose, kid
goats of the Malaguefa breed were suckled by their dams to
the age of 45 days. The dams, maintained under semi-exten-
sive conditions, were given indoor, a concentrate containing,
in one treatment, a rumen-protected fish oil supplement (cal-
cium salts of the different fatty acids), that was rich in PUFA,
particularly in the n-3 series (Boza et al., 2000). In the other
treatment, this fat supplement was absent from the concen-
trate. As well as the composition of the dam’s milk, we ana-
lysed the growth, and the tissue and chemical composition of
the legs obtained from the kid-goat carcasses as well as the
fatty acid profile of the cover fat and the intermuscular and
intramuscular fat of the leg. We also evaluated the concen-
tration of certain indicative metabolites in the blood,
especially those describing the metabolism of lipids.

Material and methods

Experimental design and procedure

Two groups of 12 goats of the Malaguefia breed, which had
recently undergone a double birth of male animals, were
kept under semi-extensive conditions. From the start of lac-
tation, both groups maintained under semi-extensive con-
ditions, were indoor-fed with a concentrate, 1kg per animal
per day, which for one of the groups was supplemented
with 50 g/kg polyunsaturated fatty acid (PUFA)-rich fat pro-
tected against the ruminal metabolism. Water was available
at all times. The original fat was of marine origin (fish oil),
while the protected fat was constituted of calcium salts of
the corresponding fatty acids. The protected fat contained
850g/kg dry matter (DM), with 7069 fat per kg DM and
27-09 (g per 1009 total fatty acids) PUFA in the fat, mainly
the n-3 series, 24-91 (g per 100 g total fatty acids). The cal-
cium salts of the fish oil fatty acids were obtained by the
double-decomposition method described by Jenkins and
Palmquist (1984). Specific details of this process were
reported by Boza et al. (2000). The degree of saponification
of the protected fat was 0-848, this proportion being calcu-
lated as the fraction of the fat not extracted without previous
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acid hydrolysis. The degree of protection of this product
against ruminal metabolism was investigated in accordance
with the method described by Sukhija and Palmquist
(1990), determining the dissociation of calcium salts in rum-
inal liquid at different levels of pH (5.0, 5-5, 6-0 and 6-5).
The total calcium content was established by acid hydroly-
sis with 6mol/l HCI. The calcium concentration of the
samples was determined by atomic absorption spectropho-
tometry. The results obtained showed that at the physiologi-
cal pH of the rumen (around 6.5), the proportion of
dissociated calcium was minimal (3-66 g per 100g) (Fernan-
dez et al, 2004). The product, thus, may be considered
inert in this medium. The fatty acid composition of the fish
oil and the protected fat is shown in Table 1. The quantity of
protected fat included in the supplemented concentrate,
replaced an equal weight-for-weight quantity of the basal
concentrate mix except for that corresponding to the min-
eral-vitamin supplement. The ingredients of the concen-
trates and their chemical composition are shown in Table 2.
The intake of DM of the goats could not be quantified
because of the type of trials carried out, and the consump-
tion of concentrate was monitored as it disappeared from
the food stall. The newborn kid goats remained with their
dams all day for the first 7 days after birth; subsequently,
they were separated during the day and reunited when the
adult animals returned from grazing outdoors. Thus the kid
goats remained with their dams from 17:00h until 08:00h
the following day. When the kid goats were 30 days old, six
animals from each group were randomly chosen and blood
samples obtained by jugular venipuncture at 09:00h. The
blood was allowed to clot and centrifuged at 15009 for
10 min; the serum was then removed and stored at —30°C
until required for analysis. When the kid goats were aged
45 days, six animals from each group were randomly cho-
sen and slaughtered by section of the jugular vein in the
neck, after anaesthesia by intramuscular injection of Xyla-
zine (Rompum Bayer). After slaughter, the skin and all
internal organs were removed, the leg being obtained from
the left side of the carcass. All management and experimen-
tal procedures conducted in this study were done in strict
accordance with the requirements of the European Union

Table 1 Fatty acid composition (g per 1009 total fatty acids) of the
fish oil and the protected fat

Fish oil Protected fat
C14:0 4.35 4.73
C15:0 0-56 0-58
C16:0 16-97 19-69
C16:1 5.75 5.74
C17:0 0-36 0-53
C17:1 0-51 0-53
C18:0 5.01 4-45
C18:1 trans 0-24 0-26
C18:1 cis 24.22 25-08
C18:2 1.48 1.29
C18:3 0-71 0-59
C18:4 1.46 1.18
C20:1 606 6-08
C20:4 0-99 076
C20:5 7.07 6-41
Cc22:0 542 5-24
C22:4 0-36 0-13
C22:5 1.62 1.55
C22:6 16-85 15-18
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Table 2 Ingredient (g/kg) and chemical composition of the concen-
trates (g/kg dry matter)

Concentrate®
1 2

Ingredients

Lupinus 508 464

Oats 319 291

Maize 133 122
Protected fat" 83
Mineral-vitamin complement* 40 40
Chemical composition

Dry matter 893 890

Organic matter 929 931

Crude protein 193 176

Fat 49 95

Neutral-detergent fibre 224 223

Acid-detergent fibre 123 101

Acid-detergent lignin 18 18

"Concentrates 1 and 2 with 0 and 50 g/kg of a rumen-protected
?olyunsaturated fatty acids-rich fat, respectively.

Mineral-vitamin complement composition (g/kg): Ca, 58-0; P,
171.0; NaCl, 250-0; Fe, 23-0; Cu, 3-0; Zn, 15-0; Mn, 12.0; Mg, 30-0;
Co, 0-5; retinol, 20-0; cholecalciferol, 1-3; alpha-tocopherol, 13-0;
nicotinic acid, 8:-0; vitamins By, B, and By, 2:5 (Musal Laboratory
Granada, Spain).

and Spanish rules and guidelines regarding the ethical treat-
ment of animals used in experimentation (Boletin Oficial del
Estado, 1988).

Measurements and analyses

The composition of the milk produced by the goats fed the
two concentrates (fat-supplemented and non fat-sup-
plemented) was measured twice a week, throughout the
rearing period. The dry matter of the milk samples was
determined by lyophilization, and the nitrogen content by
the Kjeldahl method. The protein nitrogen content was cal-
culated as the difference between total nitrogen and non-
protein nitrogen; total nitrogen was determined from whole
milk samples and non-protein nitrogen from filtrates of
whole milk after precipitation with 12% (w/v) trichloroacetic
acid. The casein nitrogen content was calculated as the
difference between the protein nitrogen and the whey nitro-
gen. The whey nitrogen was calculated as the difference
between non-casein nitrogen and non-protein nitrogen;
non-casein nitrogen was determined from filtrates of whole
milk after precipitation at pH 4-6 with a buffer solution of
10% (w/v) acetic acid plus 1 mol/l sodium acetate. Protein,
casein and whey nitrogen values were converted to pro-
tein, casein and whey protein by multiplying by a factor of
6-38. Fat content was determined by the Gerber method
and ash was obtained by incineration in an electric muffle
furnace at 550°C. The amount of lactose in the different
samples of milk was calculated as the difference between
the corresponding dry matter and the sum of protein, fat
and ash.

Together with the weight at birth, the live weight of the kid
goats was determined every week. Serum glucose, non-
esterified fatty acids (NEFA), triglycerides, cholesterol, high
density lipoprotein-cholesterol, albumin and urea were
determined spectrophotometrically using commercial kits
(glucose: Randox GL 2623, Barham and Trinder (1972);

339

169

NEFA: Randox FA 115, Matsubara et al. (1983); triglycer-
ides: Randox TR 210, Koditscheck and Umbreit (1969);
cholesterol: Randox CH 200, Bernt and Gruber (1974); high
density lipoprotein-cholesterol: Randox CH 203, Assman
(1979); albumin: Randox AB 388, Lasky et al. (1985); urea:
Randox UR 107, Fawcett and Scott (1960)), total proteins
were determined by the Bradford (1976) method (Biorad).
The legs, obtained from the left side of the carcass, were
separated by physical dissection into muscle, cover fat,
intermuscular fat and bone. The DM content of the muscle,
cover fat and intermuscular fat was determined by lyophili-
zation, and the fat content (neutral lipid fraction plus phos-
pholipid fraction) by extraction with a chloroform-methanol
mixture (2: 1, v/v; Folch et al. (1957)). The nitrogen content
of the same tissues was determined by the Kjeldahl
method, the values being converted into protein quantities
by multiplying by a factor of 6-25.

To determine the fatty acid composition of the protected
fat, milk fat, leg cover fat, intermuscular fat and intramus-
cular fat, fatty acid methyl esters were separated on an
Autosystem gas chromatograph (Perkin-Elmer, Norfolk,
CT) fitted with an SP-2560 fused silica capillary column
(100m x 0-25mm (i.d.), 0-20 pm film; Supelco Bellefonte,
PA) equipped with a flame ionization detector. The tem-
perature was programmed from 150°C to 185°C at 5°C/min
held for 30min and then to 230°C at 5°C/min held for
26 min. The carries gas was N,. Injector and detector tem-
peratures were 250°C and 300°C, respectively. Peak for
individual fatty acids were identified using pure methyl
esters standards (Supelco, Bellefonte, PA). Standards for
CLA isomers (cis-9, trans-11, CLA and trans-10, cis-12
CLA) were obtained from Matreya, Inc; PA. Peak areas for
individual fatty acids were corrected for recovery using
a butter-oil reference standard (CRM 164; Commission of
the European Community Bureau of References, Brussels,
Belgium).

Statistical analysis

The model accounted for variations caused by the type of
concentrate consumed by goats. The results were sub-
mitted to an ANOvA in accordance with the general linear
model procedure (Steel and Torrie, 1984). Tables report
mean values, residual standard deviations and the level of
significance of the effects observed.

Results

Composition of the milk produced by the two groups of
goats

Table 3 provides data on the composition of the milk pro-
duced by the goats, according to the type of concentrate con-
sumed. In the milk produced by the goats that received the
supplemented concentrate, higher total mineral and protein
values (P < 0-05) were recorded, this latter difference being
due to the quantity of whey protein. Table 4 shows the fatty
acid profile of the milk fat, according to the type of concen-
trate consumed. The quantity of total saturated fatty acids
was lower (P < 0-05) in the milk fat from the fat-sup-
plemented group, whereas higher concentrations (P < 0-05)



Sanz Sampelayo, Fernandez, Ramos, Hermoso, Gil Extremera and Boza

Table 3 Chemical composition (g/kg) of the goat milk: effects of the
concentrate consumed by the goats

Concentrate’
1 2 Residual s.d. Significance
Dry matter 132:5 140-5 14.6
Protein 321 358 41 *
Casein 25-3 275 4.7
Whey protein 68 8-3 1.7 *
Fat 39-6 45.9 14.2
Ash 7-8 8-5 0-4 >
Lactose 53:0 50-3 4-6

"Concentrates 1 and 2 with 0 and 50g/kg of a rumen-protected
polyunsaturated fatty acids-rich fat, respectively.

of PUFA and n-3 PUFA were found in the same group. The
changes in the levels of saturated fatty acids were due,
above all, to the lower (P < 0-05) concentration of C18:0
and the higher (P < 0-05) concentration of CLA, trans-
C18:1,C20:1,C20:5, C22:5 and C22: 6. These variations
were also responsible for the higher levels of n-3 PUFA.

Growth rate of kid goats and tissular and chemical composi-
tion of the legs obtained from the animal carcasses

The mean weight of the kid goats at birth was
32+ 0-11kg. The growth rate (g/day) and tissue pro-
portions of the leg of the carcass in goat kids, for the ani-
mals whose dams were given the protected fat-supplement

Table 4 Fatty acids composition (g per 100g total fatty acids) of the
goat milk fat: effects of the concentrate consumed by the goats

Concentrate”
1 2 Residual s.d. Significance
C4:0 0-61 0-53 0-11
C6:0 1.96 1.57 0-26
C8:0 2-58 217 0-49
C10:0 9-58 9-54 1.78
Cc12:0 3-92 453 0-79
C14:0 866 9.74 119
C14:1 0-11 013 0.-02
C15:0 0-65 0-66 0.-05
C16:0 25-13 26-00 1.67
C16:1 0-89 1.66 017 *
C17:0 0-40 0-35 0-05
C17:1 0-05 0-40 0-02 =
C18:0 12-50 5.72 1.27 >
C18:1 trans 077 6.72 0-87 **
C18:1 cis 2774 23.01 379
Cc18:2 3.01 263 0-37
C18:3 0-41 0.37 0-03
CLA (total)* 0-57 1.68 0-63 *
C20:1 0-06 074 0.07 e
C20:4 013 0-10 0.-01
C20:5 0.-05 0-95 0-21 >
C22:5 0-12 043 0-04 i
C22:6 0-05 0-36 0-10 *
Saturated 65-99 60-81 347 *
PUFA 4.34 6-52 0-46 -
n-3 PUFA 0-63 211 0-19 e
n-6 PUFA 314 273 0-34

'Concentrates 1 and 2 with 0 and 50g/kg of a rumen-protected
?olyunsaturated fatty acids-rich fat, respectively.

Conjugated linoleic acid (CLA) (cis-9, trans-11 + trans-10, cis-12
isomers). Cis-9, trans-11 CLA was the major isomer present.
Because the trans-10, cis-12 isomers was not always detectable it
was combined with the cis-9, trans-11 isomer for total CLA.

compared with the group receiving no such supplement, the
proportion of muscle (g/kg), cover fat (g/kg), intermuscular
fat (g/kg), total fat (g/kg), bone (g/kg) and muscle/bone
ration, were: 156 v. 138, 649 v. 629, 50 v. 47, 48 v. 52, 98
v. 99, 224 v. 250 and 2-90 v. 2-50 respectively. The growth
rate, proportion of muscle and muscle/bone ratio were
higher (P < 0-05) among the kid goats suckled by fat-sup-
plemented dams. On the other hand, the proportion of bone
in the legs of the same animals was lower (P < 0-05) than
in the non-supplemented group.

In respect to the chemical composition of the tissues separ-
ated by dissection of the legs of the kid goat carcasses, for
the animals whose dams were given the protected fat-sup-
plement compared with the group receiving no such sup-
plement, the content of DM (g/kg), fat (g/kg) and protein
(9/kg), were: 232 v. 237, 146 v. 152 and 818 v. 814 respect-
ively, in the muscle; 682 v. 682, 827 v. 835 and 167 v. 160
respectively, in the cover fat and, 667 v. 659, 845 v. 840
and 140 v. 154 respectively, in the intermuscular fat. In no
case were these values affected (P > 0-05) by the type of
concentrate consumed by the kid goats’ dams.

Table 5 give the values obtained for the fatty acid profile (g/
1009 total fatty acid) of the cover fat, intermuscular and
intramuscular fat of the legs of the kid goat carcasses. In
the case of the animals whose dams were given the pro-
tected-fat supplement, compared with the group receiving
no such supplement, the levels of n-3 series PUFA, trans-
C18:1 and CLA were higher (P < 0-05) among the animals
whose dams were fat-supplemented and the n-6/n-3 PUFA
ratio was lower (P < 0-05) in the cover fat, intermuscular
and intramuscular fat. In the case of the individual differ-
ences by fatty acids and together with those detected for
trans C18:1 and CLA, we found a higher (P < 0-05) con-
centration of the acids C16:0, C20:1, C20:5, C22:5 and
C22:86, for the three types of fat deposit and for the same
class of animals. We also detected a higher (P < 0-05) con-
centration of C16:1 in the intermuscular fat and C17:1 in
the cover fat, while that of C20:4 was greater (P < 0-05) in
the intermuscular fat but lower (P < 0-05) in the cover fat.
Lower (P < 0-05) quantities of C18:0 were found in the
three types of fat deposit.

Serum levels of glucose, triglycerides, cholesterol, high density
lipoprotein-cholesterol, non-esterified fatty acids, albumin, total
proteins and urea in the kid goats

In respect to the values corresponding to the concentrations
of various parameters evaluated in the blood of the kid
goats, for the animals whose dams were given the pro-
tected fat-supplement compared with the group receiving no
such supplement, the concentrations of glucose (mmol/l),
triglycerides (mmol/l), cholesterol (mmol/l), high density lipo-
proteins (mmol/l), NEFA (mmol/l), albumin (mg/ml), total
protein (mg/ml) and urea (mmol/l), were: 4.907 v. 5-448,
0-290 v. 0-655, 2-245 v. 3-266, 1-139 v. 1.183, 0-237 v.
0-297, 3925 v. 40-23, 66-71 v. 61-97 and 4-263 v. 3-887
respectively. The concentrations of glucose, triglycerides,
cholesterol and NEFA were lower (P < 0-05) in the group of
animals whose dams received the fat supplement, while the
level of total proteins was higher (P < 0-05).
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Table 5 Fatty acid composition (g per 100g total fatty acids) of the cover fat, intermuscular fat and intramuscular fat of the leg in goat kids
suckled by their dams: effects of the concentrate consumed by the goats

Cover fat Intermuscular fat Intramuscular fat
Concentrate’ Concentrate’ Concentrate’
1 2 Residual 1 2 Residual 1 2 Residual
s.d. Significance s.d. Significance s.d. Significance
C10:0 030 038 0-09 038 035 0-09 - -
Cc12:0 087 085 0-22 095 091 0-20 042 0-40 0-08
C14:0 829 815 1.04 871 8:43 091 4.90 520 051
C14:1 052  0-34 013 033 0-31 0.-05 0-83  0-91 0-55
C15:0 072 063 0-04 * 0-51 0-60 0-06 * 066  0-55 0-08 *
C16:0 2540 28-83 1.42 ** 26-00 2878 1-10 > 21.29 23.35 1.26 *
C16:1 3.32 3-43 0-18 3-04 3-68 0-20 i 211 2.28 0-48
C17:0 074 097 0-07 i 063 071 0-03 . 0-37 0-33 0-03
C17:1 004 084 0-03 i 0-61 0-64 0-02 042  0-39 0-02
C18:0 11.60 832 2-33 * 11.04 7-80 075 i 12.49 9-18 1.24 **
C18:1 trans 258  9.01 0-29 i 046 644 012 i 073 1.98 013 e
C18:1 cis 39-87 30-72 353 > 4215 33-82 311 > 3789 3392 402
Cc18:2 3.71 3.73 0-52 3:47 3.58 0-30 1019 10-38 1.97
C18:3 0-31 0-23 0-07 026 025 0-02 052 0-55 0-08
CLA (total)* 114 251 0-40 e 093 243 0-30 o 062 1.69 0-29 e
C20:1 022 0-51 0-09 o 027 050 0-16 * 040 074 0-23 *
C20:4 017 0-11 0-03 * 014 016 0-02 * 4.25  3-80 0.97
C20:5 0-05  0-09 0-03 * 0 013 0-02 i 0-41 1.55 0-16 i
C22:5 0-11 0-21 0-03 * 012 027 0-03 i 114 1.62 0-23 *
C22:6 0.04 0-14 0-05 > 0 0-21 0-04 i 0-36 1.18 0-14 i
Saturated 47.92  48-13 3-96 48-.22 47-58 2.95 40-13  39-01 2:27
PUFA 553 7-02 0-59 > 4.82 7-03 042 o 17-47 20.77 2-83 *
n-3 PUFA 051 0-67 0-11 * 038 086 0-05 i 243 490 0-49 o
n-6 PUFA 388 384 0-52 3-61 374 0-30 14-44 1418 2:96
n-6/n-3 PUFA  7-61 5.73 1-43 * 950 435 141 i 594  2.89 0-67 i

' Concentrates 1 and 2 with 0 and 50 g/kg of a rumen-protected polyunsaturated fatty acids (PUFA)-rich fat, respectively.
*Conjugated linoleic acid (CLA) (cis-9, trans-11 + trans-10, cis-12 isomers). Cis-9 trans-11 CLA was the major isomer present. Because the
trans-10, cis-12 isomers was not always detectable it was combined with the cis-9, trans-11 isomer for total CLA.

Discussion

Chemical composition of the milk

As reported by Chilliard et al. (2003), the response of the
dairy goat to dietary supplementation with fish oil has yet to
be analysed in detail. Kitessa et al. (2001) provided goats
with a fish oil protected with a casein-formaldehyde coating
and found that, in comparison to a control diet, food intake
was similar and milk production was unchanged, as was the
concentration in it of fat and protein. In our assays, the milk
fat concentrations for the fat-supplemented and non-sup-
plemented groups were not statistically different. With
respect to the protein-concentration result here obtained,
Chilliard et al. (2003) reported that different results show that
responses to fat supplementation differ considerably accord-
ing to the species. Milk protein content decreases in dairy
cows and ewes, but not in goats in which a higher concen-
tration of protein may be obtained if the fat included in the
diet is saturated or sufficient protected (Morand-Fehr et al.,
2000). The higher concentration of total minerals that we
measured in the milk produced by the goats that received
the supplemented concentrate could be due to the fat being
included as calcium soaps of the different fatty acids.

When long-chain PUFA forming part of a protected fat are
included in the diet, the transfer of these PUFA to the ani-
mal’s milk, particularly of C20:5, C22:5 and C22:86, is very
limited. In the previously cited study by Kitessa et al.
(2001), slight increases in C20:5 and C22-6 were obtained.
In the present study, when the protected fat was provided,
the concentrations of C20:5 and C22:6 in the milk
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produced were greater and lesser, respectively, than those
obtained by Kitessa et al. (2001). We also measured a sig-
nificant increase in C22:5. By calculating the diet-to-milk
transfers of C20:5, C22:5 and C22:6, assuming a mini-
mum daily milk production of 1500 g/animal, we obtained
values of 3-27% for C22:6, 20-37% for C20:5 and 38:19%
for C22:5, these quantities being notably higher than those
obtained by Kitessa et al. (2001). These low transfer rates
could be considered to be due to the fact that the PUFA in
the fat used for the diet supplements were extensively
hydrogenated in the rumen. In this sense, Gulati et al.
(1999) sought to establish the intensity with which the acids
C20:5 and C22:6, obtained from fish oil, are hydrogenated
in the rumen; this was done by in vitro anaerobic incubation
tests, using the ruminal fluid of sheep. These authors con-
cluded that the hydrogenation capability is dose-dependent
in the sense that it is greater when the concentration of oil
is less than 1 mg/ml of ruminal fluid. We believe the lower
degree of hydrogenation observed in the higher concen-
trations of oil could be due to the bactericidal action of the
fat. A marked fall in the microbial population responsible for
biohydrogenation would give rise to a lower intensity of this
process. In addition to this, and as a consequence of it,
other effects would also be caused. In vivo, a lower food
intake could be obtained, together with a decrease in the
production of milk and/or in its fat content, etc. In our case,
using the same fat as was used in this study, we obtained
different experimental results, which shows how this use did
not produce notable alterations in the ruminal function,
obtaining with respect to the use of a non fat-supplemented
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diet an equal level of food intake and digestive utilization of
the fibre fractions of the diet (Sanz Sampelayo et al.,
2002b; Fernandez et al., 2004). At the same time, in lactat-
ing animals, and depending on the stage of lactation, i.e.
whether in the middle or at the end of this period, either an
unchanged amount of milk and fat content is obtained
(Sanz Sampelayo et al., 2002a), or there is a higher volume
of milk production and higher concentrations of its principal
components (Sanz Sampelayo et al., 2004). Therefore, and
although the transfer of PUFA from the diet to the milk can-
not be considered high, the different results we recorded
when the protected fat was used led us to consider this pro-
duct to have been sufficiently protected.

As noted by Chilliard et al. (2003), when the ruminant is fed
a PUFA-rich protected fat, and taking into account that the
degree of protection is never absolute, the processes of bio-
hydrogenation and isomerization that take place in the
rumen give rise, on the one hand, to a milk fat with a higher
dietary PUFA content and, on the other, to a higher concen-
tration of C18:1 trans fatty acids and of conjugated linoleic
acid (CLA). In the present study, the consumption of the
concentrate supplemented with the protected fat produces
an increase in the concentrations of both C18:1 trans fatty
acids and of CLA. The level of the C18:1 trans fatty acids
was similar to that reported by Kitessa et al. (2001). The
level of CLA logically was higher than that given by various
authors as the normal value (0-4 to 0-9%) of goat-milk fat
obtained from animals given a non fat-supplemented diet
(Alonso et al., 1999; Gulati et al., 2000).

Growth rate of kid goats and tissue composition of the legs
obtained from the animal carcasses

Today, it is well known that during growth an increase in the
quantity of fat in the diet produces a more effective utiliz-
ation and higher retention of dietary protein; this phenom-
enon is known as the sparing effect of the fat. On the basis
of previous experiments carried out with pre-ruminant kid
goats, it has been concluded that the fat in the milk diet
contributes to the energy requirements associated with pro-
tein synthesis (Sanz Sampelayo et al., 1997). Concerning
the present study, the results obtained for growth rates, pro-
portion of muscle in the leg and the muscle/bone ratio are in
agreement with the above comments.

Chemical composition of the tissues obtained from the legs
of the kid goat carcasses. Fatty acid composition of the
cover, intermuscular and intramuscular fat

In order to obtain, from different species of ruminants, meat
that is enriched in n-3 PUFAs, the effects of including a diet-
ary fat supplement rich in such fatty acids have been the
object of various studies (Ashes et al., 1992; Scollan et al.,
2001, 2003; Wachira et al., 2002; Demirel et al., 2004).
From the studies in which one of the fat sources employed
was fish oil, certain results may be deduced, these being
summarized as follows: the incorporation of C20:5 and
C22:6 fatty acids took place at the level of the phospholi-
pids of the muscle (Ashes et al., 1992; Scollan et al., 2001;
Wachira et al., 2002; Demirel et al., 2004), while they were
either not detected in the triglycerides of the adipose tissues
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(Ashes et al., 1992; Scollan et al., 2001) or were found in
much lower quantities, what would be due to the greater
quantity of phospholipids present in the muscle, and to the
low rate of incorporation of such fatty acids at the level of
the triglycerides (Wachira et al., 2002). Secondly, this incor-
poration is fundamentally effected by the substitution of the
C18:1 fatty acid (Ashes et al., 1992; Scollan et al., 2001;
Wachira et al., 2002). Thirdly, the incorporation of n-3
PUFA is preferential to that of n-6 PUFA (Ashes et al.,
1992; Scollan et al., 2001; Wachira et al., 2002), as the for-
mer seem to interfere with the synthesis of the latter (Scol-
lan et al., 2001). Our results are in total agreement with
those described above. Depending on the composition of
the milk fat, the fat deposits in the legs obtained from the
kid goats fed by fat-supplemented dams presented higher
levels of C20:5 and C22:6 and lower ones of C18:1. Fur-
thermore, higher quantities of n-3 PUFA were recorded,
while those of n-6 PUFA remained practically unchanged.

Moreover, and as a result of the trans C18:1 and CLA con-
tents in the milk consumed by the kid goats, the fat deposits
in the legs obtained from the kid goats fed by fat-sup-
plemented dams presented higher levels of both fatty acids.
With respect to this, Wachira et al. (2002) studied dietary
supplements for sheep with either a saturated fat or PUFA-
rich fats, including fish oil. When the fish-oil diet was pro-
vided, there was a higher level of trans C18:1 in the
muscle, while that of CLA remained unchanged. In this
case, the concentration of trans C18:1 in the muscle fat
was significantly higher than was observed by us among
the kid goats fed by fat-supplemented dams (7-06 v.
1.98%), while that of CLA, on the other hand, was slightly
lower (1-1 v. 1.69%). Scollan et al. (2001) analysed the
effects of adding a saturated fat or a fish oil to the beef-
cattle diet, while Scollan et al. (2003) studied the addition of
a mixture of soybean, linseed and sunflower-seed oils. The
fish oil produced a rise in the level of trans C18:1 in the
muscle. The values measured in these assays were higher
than those obtained by us in kid-goat muscle (4-43 v.
1.98%). When the supplement used was the mixture of
different vegetable oils, the level of trans C18:1 in the
muscle fell, while that of CLA was unchanged. The average
level of trans C18: 1 detected in muscle fat by Scollan et al.
(2003) was similar to that recorded by us (1-80 v. 1-98%).
On the contrary, the level of CLA was quite a lot lower (0-50
v. 1.99%).

The bibliography contains recommendations and calcu-
lations concerning n-3 PUFA requirements; these values
vary considerably, such that while Franklin et al. (1999) con-
sider the optimum intake of n-3 PUFA to be 300—400 mg/
day, Kromhout (1989) reported that a person should con-
sume about 1g C20:5 + C22:6 per day in order to meet
the appropriate balance of fats in his diet and Barlow et al.
(1990) suggest that patients suffering from blood vessel
disorders or inflammatory diseases should consume 2 to
3g/day of C20:5 + C22:6. In the present study, and on the
basis of the weights of the legs of the kid goat carcasses,
and the composition of their muscle, cover fat and intermus-
cular fat fractions, it was possible to calculate the quantities
of n-3 PUFA and of C20:54 C22:6 measured. These
quantities were 0-523 and 0-144g respectively, for the
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animals whose dams received the non-supplemented con-
centrate and, 1-072 and 0-538g respectively, when the
dams’ diet was supplemented with fish oil. According to the
above recommendations, it is also deduced that the quantity
of n-3 PUFA in the legs of the kid goats whose dams
received the protected-fat supplement was 2.0 times higher
than that of the non-supplemented group; in the case of the
C20:5 + C22:6 combination, the corresponding values
were 3-7 times higher. Finally, concerning the n-6/n-3 PUFA
ratio values obtained here, and the recommendations that
are made today for the population to consume foods rich in
n-3 PUFA, with a lower n-6/n-3 PUFA ratio (Scollan et al.,
2001; Wachira et al., 2002), it is deduced that an improve-
ment is achieved in the composition of the different fat
deposits of the kid goats suckled by dams given the fat-sup-
plemented diet. As noted above, in the present study the
values recorded of trans C18:1 were equal to or below
those found in other studies, while those of CLA were
higher.

Levels of glucose, triglycerides, cholesterol, high density
lipoprotein-cholesterol, NEFA, albumin, total proteins and
urea in the blood of kid goats

The reduced levels of total lipids and, specifically, of
cholesterol in the blood is one of the beneficial effects
achieved, both in man and in various animal species, by
consuming fats rich in n-3 PUFA (Noakes et al., 1996;
Takahashi and Ide, 2000; Gaiva et al., 2001). Gaiva et al.
(2001) reported that n-3 PUFA reduce lipolysis and thus
lead to lower plasma levels of NEFA. According to these
authors, the latter effect could be considered a mechan-
ism that, at least in part, contributes to lowering levels of
triglycerides in plasma. At the same time, the greater cel-
lular sensitivity to insulin, an effect that Clarke (2000)
believes is due to the enrichment of the plasma mem-
brane with long-chain PUFA, stimulates the transport and
utilization of glucose. Consequently, the concentration of
glucose in the blood may fall significantly (Takahashi and
Ide, 2000). The results obtained in the present study are
in fairly good agreement with the effects reported on the
concentration of certain metabolites in the blood,
achieved by the consumption of an n-3 PUFA-enriched
diet and by the changes provoked in the animal’s lipid
metabolism. Finally, the better utilization of the diet pro-
tein that is normally obtained when the diet consumed is
supplemented with a fat rich in n-3 PUFA may be the
reason why, in the present study, higher total protein
levels were detected in the blood of the kid goats
suckled by dams given the fat-supplemented diet than in
that of those suckled by non-supplemented dams. This
could be related, moreover, to the higher growth rates
and to the higher muscle proportions recorded for the
same animals. This effect, however, could also be pro-
voked by the above-mentioned higher cellular sensitivity
to insulin (Clarke, 2000).
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5.5. Efecto de la utilizacion de wun concentrado
suplementado con una grasa rica en acidos grasos
poliinsaturados n-3 sobre la capacidad reproductora
de la cabra de raza malagueia.

FERNANDEZ, J.R."; SANCHEZ, A.%; MICHEO, J.M.?; RAMOS MORALES, E'.
Y SANZ SAMPELAYO, M.R.!

! Unidad de Nutricién Animal. Estacion Experimental del Zaidin. CSIC. Profesor
Albareda, 1, 18008. Granada.

% Asociacion Espafiola de criadores de la cabra malagueia. El Pozuelo, 29160.
Casabermeja, Malaga.

RESUMEN

Con objeto de determinar los efectos que la suplementacion de la
dieta con aceite de pescado, protegido frente al metabolismo ruminal, rico
en PUFA n-3 tiene sobre la capacidad reproductiva de la cabra, se llevaron
a cabo unos ensayos en hembras de la raza malaguefia, las cuales eran
mantenidas en condiciones de explotacion semiextensiva, alimentandose en
pesebre con un concentrado suplementado o no con un 5% de la grasa
indicada desde 20 dias antes de la cubricion hasta 45 dias después del
parto. Resultd una tasa de fertilidad igual en ambos grupos (86,7%),
mientras que los animales que tomaron la dieta suplementada mostraron
una tasa de prolificidad bastante mayor (2,17 frente a 1,77), observandose
ademas, un posible efecto de sincronizacion del parto. Al mismo tiempo se
deducia que la composicion de la grasa utilizada, establecia el perfil en
acidos grasos del plasma de los animales, lo que hacia suponer que los
efectos logrados a nivel reproductivo dependian de la composicion
especifica de la grasa, aunque no podia descartarse la existencia de un
efecto producido por un distinto estatus energético.

Palabras clave: Acidos grasos poliinsaturados n-3, reproduccion,
suplementancion, cabra.
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INTRODUCCION

La suplementacion de dietas con aceite de pescado o sales calcicas
ricas en aceite de pescado a vacas y ovejas en lactacion suele mejorar las
tasas de concepcion (O'Callaghand and Bolland, 1999; Mattos et al..,
2002) e incrementar las posibilidades de supervivencia del embrion
(Staples et al., 1998; Petit et al., 2002). Los mecanismos por los que la
grasa de una dieta puede llegar a mejorar la capacidad reproductora del
animal no son aun bien conocidos, habiéndose postulado al respecto
distintas hipotesis. En primera instancia, la suplementacion puede suponer
una mejora en el estatus energético, lo que determina que después del
parto, el animal entre antes en celo, esto repercutiria de manera positiva
sobre la fertilidad. Ademas los precursores de las prostaglandinas y de las
hormonas esteroideas son diferentes acidos grasos (Petit et al, 2002), por lo
que es logico suponer que una suplementacion de la dieta con grasa puede
afectar a la capacidad reproductiva del animal en razén de su composicion
especifica. Dado que estos aspectos no han sido estudiados en la especie
caprina, se presentan aqui unos resultados obtenidos en hembras de la raza
malaguena, analizdndose para ambos grupos de animales los indices de
fertilidad y prolificidad junto al perfil en acidos grasos del plasma a los 45
dias de la gestacion y a los 30 dias del parto.

MATERIAL Y METODOS

Dos lotes de quince cabras de raza malaguefia, mantenidos bajo un
régimen semiextensivo, fueron alimentados en pesebre con un concentrado
compuesto por altramuz, avena y maiz. Este concentrado se suplementaba
para uno de los lotes con un 5% de aceite de pescado rico en PUFA n-3
protegida en forma de sales célcicas, desde 20 dias antes de la cubricion
hasta 45 dias depuse del parto. Se realizaron ecografias antes de la
cubricion y se repitieron a los 45 dias de gestacion Se tomaron muestras de
sangre en vacutainers con heparina a los 45 dias de gestacion y a los 30
dias después del parto, para posteriormente separar el plasma mediante
centrifugacion en frio a 2.600 rpm. Con los correspondientes kits se
determinaron aquellos parametros hematicos que estan relacionados con
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aspectos reproductivos o del metabolismo energético, estableciéndose
igualmente la composicion en &acidos grasos del plasma, la cual se
determin6 mediante cromatografia de gases.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1, se presentan los diferentes resultados obtenidos en
relacion con la capacidad reproductora, destacando la diferencia
encontrada en el indice de prolificidad (nimero de animales vivos nacidos
de cada madre), valor que resultaba mas alto para el lote de animales
suplementados con el aceite de pescado protegido (2,17 frente a 1,77). El
indice de fertilidad (% de animales que quedan gestantes) result6 ser
idéntico para ambos lotes (86,7%). También se observé un posible efecto
de sincronizacion del parto, medido por el nimero de dias por lote entre el
primer y el ultimo parto. El peso medio al nacimiento de los cabritos fue no
diferente entre ambos grupos (3,26 frente a 3,38).

Tabla 1.- Fertilidad, Prolificidad y amplitud entre partos segun el tipo
de concentrado consumido

Amplitud
Hembras Partos  Patos Partos  Cabritos foplt
Concentrado Abortos . . . entre
gestantes triples dobles simples nacidos
partos
Estandar 13 - 1 8 4 23 18 dias
Suplementado 13 1 5 4 3 26 9 dias

En la tabla 2, se muestra el efecto del tipo concentrado consumido y
del momento de toma de muestra (45 dias después de gestacion y a los 30
dias del parto) sobre los niveles séricos de progesterona, PGF,,, colesterol,
HDL-colesterol, triglicéridos, glucosa, acidos grasos no esterificados y -
hidroxibutirato. Los valores de progesterona fueron menores para el lote de
animales suplementados con la grasa, a pesar de obtenerse niveles mas
altos de colesterol junto a unos no diferentes de HDL-colesterol. Esto
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demuestra que, en estos animales, la concentracion de colesterol no es un
factor limitante como precursor de la progesterona. También se observa,
que después del parto los niveles de PGF2a aumentan para ambos grupos,
siendo en este momento superior la concentracion en el grupo de animales
que ingiri6é la dieta estandar (P < 0,001). La menor concentracion de
PGF2a en el plasma de los animales que tomaron el aceite de pescado se
explica por el incremento de PUFA n-3 en plasma que podria propiciar una
mayor sintesis de PG de la serie 3, que compiten con las de la serie 2. La
posible mayor concentracion de PGF3a, pudo influir sobre la viabilidad
embrionaria, resultando la prolificidad mas alta.

En la tabla 3, se muestra el perfil en acidos grasos del plasma de los
animales 45 dias después de la cubricion y a los 30 dias del parto, aspecto
que refleja claramente la composicion de la grasa de la dieta, detectandose
para el grupo que consumia el concentrado suplementado unos niveles mas
altos de PUFA n-3. Estos datos confirman que la grasa estaba bien
protegida y que la asimilacion de los PUFA n-3 por los animales era
optima.

CONCLUSIONES

Cuando se administra una dieta suplementada con una grasa al
rumiante, la ingesta energética depende de la naturaleza, de la composicion
y del grado de proteccion de la grasa suplementada. Suponiendo que la
ingesta de materia seca fue similar en ambos grupos (Fernandez y col.,
2004), y teniendo en cuenta los resultados obtenidos sobre la composicion
del perfil en acidos grasos del plasma de las cabras, asi como de la
respuesta reproductora, resulta 16gico concluir que los resultados obtenidos
son consecuencia de la naturaleza de la grasa empleada en Ila
suplementacion.
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Utilization of a concentrate non-supplemented or
supplemented with a n-3 polyunsaturated fatty acids-rich
fat. effect on reproductive capability of the goats of
malagueina breed.

SUMMARY

With the aim of determining the effects that n-3 PUFA-rich fat have
on reproductive capability, an experiment was carried out with Malaguefa
goats. The animals were maintained under semiextensive conditions being
indoor fed with a concentrate non-supplemented or supplemented with 5%
of fat from one mounth before gestation to 45 days after kidding. The
pregnancy rate was equal for both groups (86-7%). However, the
prolificacy rate was higher for the suplemented animals (2-17 versus 1-77).
In the last case was also observed a kidding synchronization effect. It was
also deduced the composition of used fat determined that of the animal
plasma. So, it was supposed that the effects on reproductive efficiency
depended on the specific composition of the fat. However a posible effect
of the animal energy status can not be rejected.
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5.6. Composicion al nacimiento de cabritos cuyas madres
fueron alimentadas con un concentrado suplementado
con una grasa protegida rica en acidos grasos
poliinsaturados n-3.

FERNANDEZ, J.R'; SANCHEZ, A.%;, MICHEO, JM.? DE LA TORRE
ADARVE!, G. Y SANZ SAMPELAYO, M.R.!

! Unidad de Nutricién Animal. Estacion Experimental del Zaidin. CSIC. Profesor
Albareda, 1, 18008. Granada.

% Asociacion Espafiola de criadores de la cabra malagueia. El Pozuelo, 29160.
Casabermeja, Malaga.

RESUMEN

Cabras de raza malaguefia recibieron durante toda la gestacion un
concentrado suplementado con sales calcicas de aceite de pescado ricas en
PUFA n-3 y se sacrificaron los cabritos al nacimiento con el objeto de
conocer si dicha suplementacion quedaba reflejada en el perfil en acidos
grasos de los diferentes tejidos de los neonatos. En los cabritos nacidos de
madres que tomaron la dieta suplementada se observd un incremento en el
perfil de PUFA n-3 en determinados organos (cerebro, timo, bazo,
testiculos, higado y corazon), asi como en los depodsitos de grasa
mesentérica, epiplonica y rifionada. Los resultados obtenidos ponen de
manifiesto la existencia de un paso selectivo a través de la placenta
favorable a estos acidos grasos y que su suplementacion durante le
gestacion puede suplir deficiencias y mejorar la composicion al nacimiento
de los cabritos.

Palabras clave: acidos grasos poliinsaturados n-3, composicion
organos, cabritos.
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INTRODUCCION

Los acidos grasos esenciales y sus derivados poliinsaturados de larga
cadena desempefian un papel crucial en el desarrollo fetal. Varios estudios
ponen de manifiesto la importancia que tiene la nutriciéon materna durante
el periodo de la gestacion sobre el desarrollo del feto, de forma que al
nacimiento existe una relacion directa entre el estatus en PUFA de la madre
y del recién nacido. El feto capta 50-60 mg/d de PUFA n-3 durante el
ultimo trimestre de gestacion, aproximadamente un 4-5% de la energia
requerida. Para que exista un equilibrio adecuado, la madre gestante
deberia ingerir alrededor de 100 mg/d de estos acidos grasos (Uauy et al.,
1992). Segiin Uauy y colaboradores, hasta un total de 600 g de acidos
grasos esenciales son transferidos en humanos de la madre al feto durante
una gestaciéon completa, aproximadamente una media de 2.2 g al dia.
Estudios recientes con isotopos estables demuestran que el feto es capaz de
formar acido araquidonico y docosahexaenoico a partir de acido linoleico y
linolenico respectivamente, aunque ésta sintesis ocurre de forma muy lenta
e insuficiente para las elevadas necesidades del feto (Uauy et al., 2000). En
este sentido, es practicamente nula la informacion referente a lo que sucede
en la especie caprina, presentandose en este trabajo resultados obtenidos en
cabras de raza malaguefia.

MATERIAL Y METODOS

Dos lotes de 15 cabras de raza malaguefia, mantenidos bajo un
régimen semiextensivo, fueron alimentados con un concentrado compuesto
de altramuz, avena y maiz, ademas del forraje que tomaban en el campo.
El concentrado fue suplementada con O (control) o con un 5% (materia
seca) de grasa protegida en forma de sales calcicas de los correspondientes
acidos grasos rica en PUFA n-3. Dos lotes de seis cabritos machos fueron
retirados de las madres justo al nacimiento para ser sacrificados. El
cerebro, timo, bazo, testiculos, higado y corazon; asi como los depositos de
grasa mesentérica, epiplonica y rifionada fueron separados, pesados y
congelados a -20° C. Para determinar la composicion en acidos grasos de
estos organos y depositos lipidicos, los ésteres metilicos de los acidos
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grasos fueron separados por cromatografia de gases en un autosistema
Perkin-Elmer Corp., Norwalk, CT con una columna capilar de 30m x
0.25mm d.i. y 0.25 pm de pelicula (Tracer, Tecknocroma, Barcelona,
Espafia), equipado con un detector de ionizacion de llama.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 1. Los pesos de los
depositos de grasa rifionada resultaban mas altos para los cabritos nacidos
de madres que tomaron la dieta suplementada, esto supone una clara
ventaja, puesto que, ademas de incrementarse el reservorio lipidico del
animal, este suele ser uno de los pardmetros indicativos del engrasamiento
a nivel de la canal. Igualmente, encontramos diferencias significativas en la
composicion en PUFA n-3 de los depositos de grasa rifionada, epiplonica y
mesentérica, mejorandose la composicion de la grasa almacenada para su
utilizacién metabdlica por el animal.

Koletzko y Braun (1991), indican que durante el desarrollo fetal, el
acido araquidénico (C20:4 n-6) puede actuar como promotor del
crecimiento, por lo tanto, se podria suponer que la suplementacion con n-3
afectaria negativamente al crecimiento del feto, puesto que ambas familias
de 4cidos grasos compiten por las mismas enzimas desaturasas. En nuestro
caso, el peso de los cabritos al nacimiento, resulté no diferente (3,26 frente
a 3,38 Kg) para ambos grupos y el de sus drganos tampoco presentd
diferencias, excepto para el timo y los testiculos. Los testiculos del grupo
control pesaban mas, pudiendo deberse esta diferencia a que su
composicién presentaba una mayor cantidad de acido araquiddnico. El caso
del timo es opuesto, resultando su peso relativo superior para los cabritos
nacidos de madres suplementadas, pudiendo este hecho tener relacion con
una posible potenciacion de la respuesta inmune (Gomez et al., 2003).

En cuanto al perfil en PUFA, se observan claras diferencias,

determinando el consumo del aceite de pescado un incremento en los de la
serie n-3 en todos los 6rganos a excepcion de los testiculos.
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Tabla 1. Efecto del tipo de concentrado sobre el peso y el porcentaje en
PUFA n-6 (C18:2 y C20:4) y PUFA n-3 (C18:3, C20:5,
C22:6) de los organos de los cabritos al nacimiento.

1 2 DER  Significaciéon
Peso vivo de los cabritos (Kg) 3,26 3,38 0,23 NS
Grasa Peso (g) 14,87 20,10 3,20 *
Honad PUFA n-6 1,16 1,02 0,62 NS
HRONa%a bR 3 0,67 141 036 *x
Grasa Peso (g) 5,40 6,77 1,17 NS
160 PUFA n-6 1,16 1,02 0,62 NS
CPIPIONICA kA -3 0.67 141 036 *ox
Grasa Peso (g) 12,47 10,33 1,35 *
mesentérica PUFA n-6 2,09 2,27 0,71 NS
PUFA n-3 1,20 2,05 0,29 oAk
Peso (g/Kg pv) 1,15 1,11 0,11 NS
Bazo PUFA n-6 12,14 10,45 2,21 NS
PUFA n-3 6,69 8,81 1,23 *
Peso (g/Kg pv) 0,68 1,75 0,31 HAK
Timo PUFA n-6 6,98 6,79 4,07 NS
PUFA n-3 3,07 5,93 1,68 *
Peso (g/Kg pv) 1,68 1,35 0,17 *x
Testiculos ~ PUFA n-6 1,96 1,23 0,42 *
PUFA n-3 1,53 1,68 0,24 NS
Peso (g/Kgpv) 16,19 17,35 1,46 NS
Cerebro PUFA n-6 29,40 27,18 0,67 ok
PUFA n-3 17,82 20,81 0,78 HoHk
Peso (g/Kgpv) 21,83 24,34 4,19 NS
Higado PUFA n-6 7,08 6,94 1,58 NS
PUFA n-3 4,49 8,83 1,14 ook
Peso (g/Kg pv) 7,71 7,49 1,23 NS
Corazon PUFA n-6 3,35 5,02 1,21 *
PUFA n-3 1,51 3,11 0,50 wkE

1: Dieta estandar; 2: dieta suplementada; DER: desviacion estandar residual;
NS: No significativo; * P < 0,05; ** P <0,01; ***P < 0,001; pv: peso vivo.
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Tabla 2. Perfil en acidos grasos (%) del cerebro al nacimiento.

1 2 DER Significacion

C14:0 1,10 0,93 0,08 *x
C16:0 23,85 22,68 0,32 ok
Cl6:1 2,19 1,93 0,13 *x
C18:0 4,20 4,73 0,34 *

C18:1 19,53 20,01 0,26 *x
Cl18:2 25,07 24,22 0,54 *

C20:1 1,91 1,73 0,15 NS
C20:4 1,24 0,59 0,36 *x
C20:5 6,73 6,27 0,31 *

C22:4 3,09 2,37 0,22 ok
C22:5 1,02 1,71 0,23 ok
C22:6 10,08 12,83 0,42 ok
AGS 29,15 28,34 0,23 ok
AGM 23,63 23,67 0,29 NS
PUFA 47,22 47,99 0,35 *x

1: Dieta estandar; 2: dieta suplementada; DER: desviacion estandar residual;
NS: No significativo; * P < 0,05; ** P <0,01; ***P < 0,001; pv: peso vivo.

Tabla 3. Niveles séricos de glucosa (mmol/l), triglicéridos (mmol/l),
colesterol (mmol/l), HDL-colesterol (mmol/l), acidos grasos
no esterificados (AGNE; mmol/l), albumina (mg/dl),
proteinas totales (mg/dl) y urea (mmol/l).

1 2 DER Significacion

Glucosa 3,142 7,260 1,84 **

Triglicéridos 0,537 0,738 0,89 NS
Colesterol 1,436 1,283 0,47 NS
HDL-colesterol 0,517 0,445 0,21 NS
AGNE 1,103 1,062 0,47 NS
Albumina 20,745 21,672 1,90 NS
Proteinas totales 52,901 57,400 7,57 NS
Urea 6,921 12,800 0,47 ok

1: Dieta estandar; 2: dieta suplementada; DER: desviacion estandar residual;
NS: No significativo; * P < 0,05; ** P <0,01; ***P < 0,001
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En la tabla 3 se observaron diferencias significativas en la cantidad de
glucosa en plasma. Es 16gico suponer que esta diferencia se debe al aporte
de nutrientes que recibieron los fetos a través de la placenta segun la dieta
ingerida por las madres. La mayor cantidad de grasa que tomaron las
madres del lote experimental, y naturaleza de la misma, pudo originar en el
feto, tal y como ocurre en el adulto, un ahorro de glucosa (Grummer y
Carroll, 1991), lo que pudo determinar que el nivel detectado en sangre de
glucosa, resultara mas alto en los cabritos del grupo experimental.

La mayor cantidad de grasa disponible por el feto, también pudo
determinar una mejor utilizacion de los aminodcidos y péptidos que
atraviesan la placenta para la retencion de proteina. Este hecho conocido
como el ahorro de proteina debido a la ingesta de grasa ya fue demostrado
en el cabrito (Sanz Sampelayo et al., 1997). En este sentido, el nivel de
proteinas totales y urea, resultaban mas altos en el plasma de los cabritos
nacidos de las madres que tomaron el suplemento de aceite de pescado,
aunque solo en la urea se detectd una diferencia significativa.

CONCLUSIONES

La suplementacion con aceite de pescado contribuye a mejorar el
engrasamiento de la canal a nivel de la grasa rifionada. Por otra parte, la
alimentacion de las madres influye en la composicion de los distintos
tejidos y o6rganos del animal al nacimiento. La suplementacion durante la
gestacion con sales célcicas de aceite de pescado es positiva no solo por el
incremento energético que supone para el animal gestante, también por
determinar la composicion de los depdsitos grasos y del cerebro, timo,
bazo, higado y corazon, pudiendo se esta base de una posible mejora de las
funciones fisioldgicas en las que intervienen dichos 6rganos.
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Body composition at birth of kid goats born of dams fed
with a concentrate supplemented with n-3 polyunsaturated
fatty acids rich protected.

SUMMARY

Goats of malaguena breed were fed during the gestation period with a
concentrated supplemented or not with a polyunsaturated fatty acids
(PUFA) rich fat. The kid goats were slaughtered at birth and the fatty acids
composition of different tissues and organs were established. Versus
control animals, those which were born from the supplemented goats
showed an enrichment in n-3 PUFA in determined organs (brain, thymus,
spleen, testicles, liver and heart), as well as in the mesenteric, epiplonic,
and kidney fat deposits. The results that were obtained revealed the
existence of a selective moving across the placenta of the w-3 PUFA. So,
the supplementation during gestation with these kind of fatty acids may be
beneficial for the body composition of the newborn.
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En este estudio se han abordado diferentes efectos producidos por la
utilizacion metabodlica y fisioldgica de los PUFA n-3, con el objeto de
aclarar ciertos aspectos poco estudiados hasta el momento y comprobar la
viabilidad de introducir en el mercado un suplemento de aceite de pescado
protegido contra la biodegradabilidad ruminal, que genere dos nuevos
productos: leche de cabra y canal de cabrito enriquecidas de forma natural
en PUFA n-3 con un perfil lipidico funcional para la salud humana.

En los articulos 5.1 y 5.2 se muestran los resultados obtenidos sobre el
efecto que produce la suplementacion de la dieta con el aceite de pescado
obtenido en Harinas de Andalucia, SL (Tarifa) en algunos parametros del
sistema inmune frente a infecciones por nematodos y en los procesos de
termogénesis relacionados con el balance energético. Aspectos que se
deben tener en cuenta al suplementar la dieta con este tipo de grasa. Se
emplearon ratas Wistar como modelo animal por ser el adecuado para
controlar el mayor numero de factores implicados y porque nos permitia
realizar los ensayos con un nimero de animales estadisticamente dptimo.
Los resultados obtenidos determinaron que los PUFA n-3 ejercen un efecto
positivo sobre la respuesta inmune y que intervienen decisivamente en el
mantenimiento del balance energético.

A partir de estos resultados, el aceite de pescado se protegié frente al
metabolismo ruminal en forma de jabones célcicos para ser incorporado en
la dieta de rumiantes. En el articulo 5.3 se estudio el efecto de la dieta
sobre la ingesta y la digestibilidad de la dieta, como estudio de viabilidad
para obtener exitosamente una leche y una canal enriquecida en PUFA n-3.
Para asegurarnos de que la grasa estaba bien protegida y que iba a ser bien
aprovechada por el animal, se realizaron ensayos de balance y
digestibilidad, resultando la ingesta no afectada por la suplementacion (P >
0,05) y la digestibilidad aparente de los componentes de la dieta muy
favorable a nuestro proposito.

Una vez contrastados los efectos de nuestro aceite de pescado sobre el

sistema inmune, el balance energético, la ingesta y la digestibilidad,
realizamos un ensayo en una explotacion ganadera con el objeto de
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producir de forma natural una leche y una canal con una composicion
lipidica mejorada para el consumidor. Para que el producto final fuese
rentable era necesario comprobar que la suplementacion no afectaba
negativamente la capacidad reproductora de los animales (articulo 5.5), ni
al desarrollo y crecimiento de los cabritos (articulo 5.4). En este sentido, se
obtuvo un indice de prolificidad superior (P < 0,05) en el grupo de
animales que recibieron la suplementaciéon y una tasa de crecimiento
superior (P < 0,05), para los cabritos gestados y amamantados por la
madres que habian tomado el aceite de pescado.

Una vez obtenida una leche enriquecida en PUFA n-3 (articulo 5.4) se
estudio la composicion al nacimiento de los cabritos (articulo 5.6) para
contrastar el efecto de la suplementacion de la dieta de las madres sobre el
feto y el desarrollo de sus tejidos. Por ultimo se estudio la composicion de
la canal de los cabritos a los 45 dias de vida para determinar la calidad de
su perfil lipidico, después de haber recibido un suplemento de PUFA n-3
durante su desarrollo embrionario (a través de las madres) y durante los
primeros 45 dias de vida a través de la leche enriquecida en PUFA n-3 de
sus madres (articulo 5.4).

A continuacion se discuten con mas detalle los resultados obtenidos en
el presente estudio, que se encuentran publicados en los articulos descritos
en el apartado anterior.

6.1 Aceite de pescado rico en PUFA n-3 y parasitosis

Varios estudios han relacionado la interacciéon entre nutricion y
parasitismo (Etter y col., 2000; Hoskin y col., 2000; Zeng y col., 2001). Sin
embargo, la mayoria de los datos publicados sobre la relacidén entre el
consumo de aceite de pescado y su efecto sobre infecciones parasitarias
corresponden a infecciones por protozoos y bacterias (Block y col., 1992;
Korver y Klasing, 1997), existiendo poca literatura cientifica que relacione
a los PUFA n-3 con infecciones por nematodos.
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Los resultados obtenidos al contar el nimero de adultos de Trichinella
spiralis por gramo de intestino de las ratas a los 6 dias de la infeccion y de
larvas por gramo de diafragma a los 36 dias de la misma (Tabla 2, articulo
5.1) muestran una reduccion significativa en el grupo cuya dieta se
suplement6 con aceite de pescado frente al grupo control. Los helmintos
adultos hallados en las ratas que ingirieron el aceite de pescado resultaron
un 30.9% (P < 0.05) inferiores en numero a los encontrados en los
animales que tomaron la dieta estandar. El numero de larvas también fue
inferior en un 36.6% (P < 0.05) en los animales cuya dieta se suplementd
con el aceite de pescado rico en PUFA n-3.

Los estudios que relacionan a los PUFA n-3 con infecciones por
bacterias, mayoritariamente concluyen que éstos acidos grasos favorecen la
infeccion, siendo la explicacion mas extendida la que relaciona a los PUFA
n-3 con un descenso de la respuesta inflamatoria local (Chag y col., 1992;
Fritsche y col., 1997). En este sentido, un estudio de 1998 sugiere que la
inflamacion intestinal no es un requisito esencial para proteger al
organismo frente a parasitos intestinales, incluido Trichinella (Lawrence y
col., 1998). Para aclarar los resultados obtenidos sobre la disminucion del
numero de adultos en intestino y de larvas en el diafragma seran necesarios
futuros estudios sobre el mecanismo de accion de los PUFA n-3 al
respecto.

Para los dos lotes de ratas que no fueron infectadas, los niveles de IL4 y
de IFNy producidos por los esplenocitos a los 35 y 65 dias del comienzo
del experimento, fueron superiores (P < 0.05) en el grupo que tomaron la
dieta suplementada (figura 3, articulo 5.1). Estos resultados indican que los
PUFA n-3 podrian actuar como estimuladores del sistema inmune y
explicar la reduccion obtenida en el nimero de adultos y de larvas.

En los animales infectados, la produccion de IFNy (a los 6 y 36 dias de
la infeccion) por los esplenocitos de los animales que ingirieron la
suplementacion de aceite de pescado triplicé aproximadamente la del lote
de animales que tomo la dieta estandar. La produccion de 1L4 fue superior
(P < 0.05) a los 6 dias de la infeccion para el lote que ingirid la dieta

195



6. Discusion General

suplementada, sin embargo a los 36 dias no se encontraron diferencias
significativas (P > 0,05). Estos resultados estan en consonancia con los
estudios de Ramawamy y col. (1996) y de Stewart y col. (1999), que
detectan un incremento de la respuesta Th2 (medida por los valores de 1L4
y IL5) y de la respuesta Thl (medida por los niveles de IFNy) simultanea
en ratas infectadas con Trichinella spiralis. Aunque en nuestros resultados
la respuesta Th1l alcanza unos niveles muy superiores a los de la Th2.

6.2 Aceite de pescado rico en PUFA n-3 y termogénesis.

En el articulo 5.2, se analiza la utilizacion metabolica de una dieta
suplementada con aceite de pescado rico en PUFA n-3, frente a otra
estandar con un nivel inferior de grasa. Estas dietas se administraron bajo
un mismo nivel de ingesta de energia metabolizable con el objeto de que
las posibles diferencias detectadas se debieran a la distinta composicion en
nutrientes de las mismas.

Peso vivo y composicion corporal

El peso corporal es una variable que estd mejor regulada a nivel
homeostatico que la cantidad de grasa corporal. Esta ultima varia mas en
razon de la composicion de la dieta como de la densidad energética de la
misma, incluso bajo un mismo nivel de ingesta energética (Woods y col.,
2003).

En la tabla 3 del articulo 5.2, se muestran los efectos de la dieta sobre el
peso vivo y la composicion corporal al inicio y al final del ensayo de
balance (a los 30 y 60 dias desde el comienzo del experimento). En el peso
alcanzado por los animales en ambas fechas, no se encontraron diferencias
(P > 0,05). Tampoco se detectaron variaciones en la composicioén corporal
a los 30 dias (P > 0,05). Los cambios en la composicion del tejido adiposo
mediante el consumo de dietas con un elevado porcentaje de grasa suelen
mostrarse después de las cuatro semanas de consumo de la dieta
correspondiente (Sherrington y col., 1996). A los 60 dias del inicio del
experimento, el contenido total en grasa del peso vivo fue un 16,9%
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superior (P < 0.05) a nivel de la canal en el grupo de animales que
ingirieron la dieta rica en grasa.

Respecto del contenido en proteina del peso vivo, se podia esperar una
concentracion de proteina mas baja en la dieta rica en grasa que la estandar.
Sin embargo, el resultado fue un contenido en proteina no diferente entre
dietas (P > 0,05). Esto se puede explicar porque los PUFA se oxidan a un
nivel mas alto que la saturada, originandose una energia que se emplea en
distintos procesos metabolicos, entre ellos la sintesis proteica, proceso que
alcanza de ese modo una mayor eficiencia (Su y Jones, 1993; Zhao y col.,
2001; Jorgensen y col., 2003).

Perfil en acidos grasos de la grasa corporal

El perfil en acidos grasos de la grasa depositada a nivel corporal a los
30 y 60 dias desde el inicio del experimento se muestra en la tabla 4 del
articulo 5.2. Las diferencias segn el tipo de dieta consumida, ya eran
significativas a los 30 dias (P < 0.05). En animales de corta edad, una
semana parece ser tiempo suficiente para inducir cambios en la
composicion de los lipidos, asi como en determinadas respuestas
metabolicas relacionadas con la composicion de la grasa dietética (Fickova
y col., 1998).

El analisis del perfil en 4acidos grasos de la grasa corporal segtn dieta y
edad, muestra una estrecha relacion entre la composicion de la grasa de la
dieta y la depositada a nivel corporal, relacion que se establece
independientemente del nivel de grasa de la dieta. Los animales que
tomaron la dieta suplementada con el aceite de pescado, logran una
incorporacion preferencial de PUFA n-3 frente a los PUFA n-6. Este efecto
puede ser debido a que el depdsito de los acidos grasos n-3, mucho mas
abundantes en esta dieta, podria interferir con la sintesis de los acidos
grasos n-6 (Scollan y col., 2000).

La competencia que a nivel de utilizaciéon metabodlica se origina entre
los PUFA n-6 y n-3 y el desequilibrio de su ingesta (Frenoux y col., 2001;
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Wainwright, 2002), son las principales causas por las que se aconseja el
incremento del aporte dietético de los PUFA n-3 frente a los n-6. En este
estudio se ha conseguido incrementar aproximadamente en un 1% Ila
cantidad total de PUFA n-3 de la grasa corporal, disminuyendo la cantidad
de PUFA n-6 practicamente hasta la mitad, con lo que la razén n-6/n-3
disminuye (P < 0.05) drasticamente (19,11 frente a 1,56 a los 30 dias y
17,65 frente 2,13 a los 60 dias), obteniendo un resultado acorde con las
recomendaciones actuales (Budowsky y col., 1987, FAO/OMS, 1997; Mata
y col., 2002; Simopoulos, 2002a).

Balance energético y proteico

En la tabla 5 del articulo 5.2 se muestra el efecto del tipo de dieta sobre
la ingesta de energia metabolizable y el balance energético. La ingesta de
energia metabolizable fue no diferente (P > 0,05). Se obtuvo una mayor
retencion de energia total (P < 0.05) en los animales que consumieron la
dieta con aceite de pescado, asociada a una mayor retencion de energia
como grasa y a unos mayores depdsitos lipidicos. La diferencia en la
retencion de energia puede deberse al bajo coste energético asociado al
deposito de grasa a partir de la grasa contenida en la dieta (Gaiva y col.,
2001).

No se observaron diferencias en la pérdida de calor total (P > 0,05), sin
embargo, en la produccion de calor asociada a la fraccion proteica y grasa
si se encontraron diferencias (P < 0.05) segun el tipo de dieta consumida.
La pérdida de calor asociada a la oxidacion de la proteina resulté menor en
los animales que tomaron el aceite de pescado. La pérdida de calor
asociada a la oxidacion de la grasa (la oxidacion de ésta se calculo teniendo
en cuenta la ingesta total de grasa, la excrecion y la acumulacion neta de la
misma), fue sensiblemente mayor en los animales que consumieron el
aceite de pescado. En este sentido, cuando se incrementa la cantidad de
grasa de la dieta de animales en crecimiento, se produce una mejor
utilizacion de la proteina, incrementandose su retencion, sobre todo si la
grasa es rica en PUFA n-3 (Sanz Sampelayo y col., 1997; Jorgensen y col.,
2003).
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Por lo tanto, conociendo los nutrientes principales de una dieta,
podemos disefiar dietas en funcién del metabolismo energético que
queremos que provoquen (Miiller y Kichgessner, 1998), considerandose en
este sentido a los PUFA n-3 como compuestos esenciales para el
mantenimiento del balance energético (Clarke, 2000).

Parametros hematicos

La tabla 6 del articulo 5.2, muestra los resultados obtenidos sobre el
efecto de la dieta sobre las concentraciones en suero de glucosa, colesterol,
HDL-colesterol, triglicéridos, NEFA, urea, acido tirico y creatinina.

No se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) en los niveles de
glucosa de los animales de ambos grupos. Normalmente, los acidos grasos
influyen negativamente en la secrecion de insulina inducida por glucosa, lo
que determina un descenso de los niveles séricos de insulina y un
incremento de glucosa en sangre (Randle, 1993). Sin embargo, los PUFA
n-3 parecen tener un efecto mas moderado en este sentido (Grill y Qvigtad,
2000; Takahashi e Ide, 2001) por la influencia que pueden tener en la
liberacion de insulina cuando se incorporan en los fosfolipidos de las
membranas plasmaticas (Clarke, 2000).

La cantidad de colesterol, HDL-colesterol y Triglicéridos en sangre
resulté menor (P < 0.05) en el lote de animales que ingirid el aceite de
pescado. Estos datos son coincidentes con un nimero extenso de trabajos y
estudios epidemioldgicos (Fickova y col., 1998; Frémont y col., 1998;
Ruiz-Gutierrez y col., 1999; Takahashi e Ide, 2000; Frenoux y col., 2001)
que apoyan la hipdtesis de que los PUFA n-3 son nutrientes efectivos para
la prevencion de las enfermedades cardiovasculares. Asimismo, los PUFA
n-3 se consideran fuertes inhibidores de la sintesis de triglicéridos en el
higado (Nestel y col., 1984; De Schrijver y col., 1991).

La concentraciéon de NEFA en el suero fue superior (P < 0.05) para los

animales que tomaron la dieta con aceite de pescado. Los NEFA suelen ser
un indicativo del proceso de lipdlisis (Mersmann y MacNeil, 1985). En
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este sentido las dietas ricas en PUFA n-3 disminuyen la tasa de lipolisis
frente a otras dietas con el mismo nivel de grasa de otra naturaleza (Otto y
col., 1992; Gaiva y col., 2001). Nuestro resultado puede ser consecuencia
del nivel mas alto de grasa en la dieta experimental frente a la estandar o
por la mayor tasa de oxidacion de los PUFA n-3. Los elevados niveles de
NEFA detectados en los animales que tomaron aceite de pescado, puede
deberse a una menor lipogénesis (Jump y Clarke, 1999) consecuencia de su
elevada tasa de oxidacion, mas que a una elevada lipolisis.

Los niveles de urea, acido Urico y creatinina en sangre fueron no
diferentes entre los grupos (P > 0,05). En general, una dieta alta en grasa
suele generar niveles de urea y creatinina en sangre mayores que los
correspondientes a una dieta baja en grasa (Lu et al., 2003). Sin embargo,
al comparar las concentraciones de estos metabolitos en animales que
consumieron de una dieta baja en grasa frente a otra que presentaba un
nivel alto por suplementacion de aceite de pescado, se detectaron niveles
de urea y creatinina no diferentes (Lu et al., 2003). Este resultado puede
deberse a la mejor utilizacion de la proteina dietética.

6.3 Aceite de pescado rico en PUFA n-3, ingesta y
digestibilidad

Ingesta

La ingesta ejerce una gran influencia en la produccion y composicion de
la leche (Hadjipanayiotou y Morand-Fehr, 1991), resultando de gran
interés el estudio de aquellos factores que la determinan. Generalmente, los
nutrientes requeridos para una adecuada actividad microbiana promueven
la ingesta de alimento, mientras que los nutrientes que alteran la
funcionalidad del rumen (lipidos) la reducen (Faverdin, 1999, Morand-
Ferh, 2005).

En la tabla 2 del articulo 5.3, se presentan los valores de la ingesta de
MS, MO, N, grasa, FND, FAD y energia de la dieta estandar y de la dieta
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suplementada con aceite de pescado. Las ingestas de alimento, tanto de MS
como de energia, resultan muy similares entre tratamientos, no
detectandose diferencias significativas (P > 0.05). Como consecuencia, la
ingesta de los distintos nutrientes fue muy similar para ambas dietas (P >
0.05), excepto para la ingesta de grasa que, de manera logica, resulta
superior (P < 0.05) para el lote de animales suplementados con la grasa
protegida. Este dato indica que el aceite de pescado suplementado a la dieta
estaba bien protegido, por lo que no afect6 significativamente la ingesta de
MS (Kitessa y col., 2001; Cant y col., 1996; Loor y col., 2005).

En este ensayo, y por extension en el resto de ensayos en los que se
utilizaron estas sales calcicas de aceite de pescado, no se producen los
efectos negativos caracteristicos sobre el metabolismo ruminal que suelen
acompafar a dietas suplementadas con aceite de pescado sin proteger o
deficientemente protegido, hecho que varios autores sefialan como motivo
de una considerable disminucion de la ingesta de MS (Kitessa y col., 2001;
Chilliard, 2003). La hidrogenacion de los PUFA afecta a las bacterias
celuloliticas, que pueden ser responsables de la reduccion de la ingesta de
MS y de la inhibicion de la digestibilidad de la fibra (Casali y col., 1994).

Otros estudios indican como primer efecto de la suplementacion de la
dieta con grasa protegida, para cualquier especic de rumiante, la
disminucion de la ingesta, efecto que se suele atribuir a una mayor
densidad energética de la dieta (Forbes, 1986) o a las posibles alteraciones
de la funcién ruminal producidas en funcion del grado de proteccion de la
suplementacion (Clapperton y Steele, 1983; Davenport y col., 1987;
Kadzere y Jingura, 1993).

Franklin y col. (1999), opinan que la disminuciéon de la ingesta se
debe a una menor palatabilidad, a una mayor densidad energética y/o a la
ingesta de determinados acidos grasos. En nuestro caso un posible efecto
negativo en la palatabilidad o la posibilidad de una proteccion defectuosa
quedan practicamente descartados al resultar tanto la ingesta de MS como
de energia bruta no diferentes, siendo incluso algo superiores los valores
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correspondientes al lote de animales cuya dieta se suplementd con la grasa
protegida.

Digestibilidad

En la tabla 2 del articulo 5.3, se muestran los resultados
correspondientes al flujo fecal y la digestibilidad aparente de la MS, MO,
N, grasa, fracciones fibrosas y energia. Los datos referentes al flujo fecal
resultaron estadisticamente no diferentes (P > 0.05) para los dos tipos de
dieta consumida. En cuanto a la digestibilidad aparente obtenemos el
mismo resultado, excepto para la grasa y la FAD que aumentaron su
digestibilidad (P < 0.05) en los animales que tomaron la dieta
suplementada con el aceite de pescado protegido.

El hecho de que la suplementacion con sales calcicas no afecte al flujo
fecal y a la digestibilidad de la MS, MO, N y FND podria explicarse por el
efecto by-pass producido por la proteccion de la grasa suplementada (Sanz
Sampelayo y col.,, 2002; Enjalbert y col., 1994; Shell y col., 1978;
Elmeddah y col., 1991).

Digestibilidad aparente de la grasa de la dieta

Un elevado nivel de grasa en la dieta suele disminuir la digestibilidad
de la misma y la digestibilidad de la fibra (Doreau y Ferlay, 1994). Sin
embargo, nuestros resultados muestran que la cantidad consumida de grasa
aumenta con la suplementacion de las sales calcicas y la digestibilidad de
la misma resulta superior en el grupo de animales que tomaron el aceite de
pescado. Cuando se suministra una grasa en forma de jabones calcicos, no
se altera la funcion ruminal como consecuencia de la insolubilidad de los
mismos, por lo que no se produce una disminucion en la digestibilidad de
la grasa (Jenkins y Palmquist, 1984; Fallon y col., 1986; Kadzere y Jingura,
1993; Enjalbert y col., 1994; Shell y col., 1994).
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La grasa utilizada se disocia en el duodeno a la altura del conducto
biliar, por lo que resulta altamente disponible para la formacion de
miscelas con las sales biliares, alcanzando unos niveles elevados de
digestibilidad (Shell y col., 1994; y Fallon y col., 1986). La composicion
de la grasa y la absorcion diferencial de los distintos acidos grasos es otro
factor que puede influir en la alta digestibilidad. También se debe tener en
cuenta el efecto negativo sobre la digestibilidad, que puede ocasionar que
algunas fracciones de la grasa de la dieta base se encuentren formando
parte de membranas celulares o adheridas a diferentes particulas de otros
componentes de la dieta. También hay que tener en cuenta que la
suplementacion de la dieta con grasa disminuye la excrecion endogena,
estimandose de manera mas precisa la digestibilidad verdadera (Grummer,
1988; Schneider y col., 1988).

Digestibilidad aparente de la FAD

La relacion entre la digestibilidad de las fracciones fibrosas y la
suplementacion de la dieta con grasa es controvertida. En nuestro estudio la
digestibilidad de la FAD es superior (P < 0.05) para los animales que
tomaron el aceite de pescado, siendo este resultado opuesto a la tesis mas
frecuente encontrada en la bibliografia, que aboga por una disminucién de
la digestibilidad de la fibra al incrementar la cantidad de grasa de la dieta
(Machmiiller y col., 2000; Park y col., 1982; Ikwuegbu y Sutton, 1982). En
la mayoria de los estudios que obtienen un efecto negativo sobre la
digestibilidad de la fibra al suplementar la dieta con grasa, podemos
encontrar como factor comin que la proporcién del concentrado era muy
alta (un 60-70% de la MS). Los rumiantes son muy sensibles a dietas
pobres en fibra y ricas en concentrado, puesto que el pH ruminal desciende
cuando la proporcion de concentrado de la dieta excede del 60% de la MS,
pudiendo provocar sintomas de acidosis como la disminucion de la ingesta
(Morand-Ferh, 2005).

En otros trabajos, la digestibilidad de la fibra no se modificaba o
incluso mejoraba cuando se suplementaba la dieta con aceite de linaza o de
pescado (Doreau y Chilliard, 1997; Ueda y col., 2003). En estos ensayos el
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porcentaje de concentrado oscilaba entre un 30 y un 35%. Parece ser que la
digestibilidad de la fibra estd mas influenciada por el porcentaje de
concentrado de la dieta que por la cantidad de grasa suplementada, siempre
que ésta no supere el 10% de la dieta.

También hay que destacar que estudios recientes indican que cuando la
dieta del rumiante es suplementada con una grasa rica en PUFA, protegida
frente al metabolismo ruminal, la digestibilidad de la fibra no varia
demasiado (Machmiiller y col., 2000; Kitessa y col, 2001; Harvatine y
Allen, 2006). Este efecto podria deberse a una reduccidon en la dieta
suplementada de sustratos que fermentan con rapidez, lo que permitiria que
durase mas tiempo la celulolisis (Fallon y col., 1986). En general, puede
deducirse que las diferencias en la digestibilidad de la fibra proporcionan
un valor indicativo del grado de proteccion alcanzado en la grasa
suministrada (Zinn y col., 2000).

Digestibilidad aparente del Nitrogeno y balance nitrogenado

No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre Ia
digestibilidad del nitrogeno de las dos dietas. La suplementacion de grasa
solo afecta a la digestibilidad del nitrogeno en el caso de que dicha grasa
no esté bien protegida y modifique el ecosistema microbiano del rumen.
(Shell y col., 1978; Enjalbert y col., 1994; Doreau y Ferlay, 1995).

Los valores de pérdida de N y energia por la orina junto a los balances
de N, se muestran en la Tabla 2 del articulo 5.3. Tanto la pérdida de N
como de energia por la orina, resultaban menores (P < 0.05) en el grupo de
animales suplementados con la grasa, lo que originaba unas retenciones
mayores de N (P < 0.05) en relacion con la cantidad ingerida y con la
aparentemente absorbida. Esta menor pérdida de N por orina, fue causante
de que también se detectara una menor pérdida de energia por orina.

Para explicar la relacion entre los balances de nitrogeno obtenidos y la

suplementacion lipidica, es necesario indicar como durante el crecimiento,
un aumento en la cantidad de grasa de la dieta conduce normalmente a una
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mejor utilizaciéon de la proteina y a una retencion mas alta de la misma.
Este ahorro de proteina debido a la ingesta de grasa ha sido demostrado en
cabritos (Sanz Sampelayo y col., 1997). Asimismo, como se discutié en el
capitulo anterior, los PUFA son oxidados preferentemente como fuente de
energia en el organismo, satisfaciendo parte de las necesidades energéticas
de mantenimiento y de sintesis de proteina (Su y Jones, 1993). Por lo tanto,
el ahorro de proteina y la naturaleza de la grasa empleada, pueden ser los
causantes del resultado obtenido.

Ingesta, flujo fecal y digestibilidad aparente de los acidos grasos.

La determinacion de la digestibilidad de los lipidos de la dieta es
complicada, puesto que no todos los lipidos que aparecen en heces
provienen de la ingesta. Una fraccién desconocida de los lipidos de las
heces puede derivar de descamaciones de células intestinales, de la sintesis
bacteriana producida en el rumen y en el intestino grueso y de bacterias
residuales. Normalmente, la digestibilidad aparente del extracto etéreo se
incrementa cuando se eleva la ingesta (Czerkawski, 1966), sobre todo
cuando se protege la grasa frente al metabolismo ruminal (Machmiiller y
col., 2000).

Los valores de ingesta, flujo fecal y digestibilidad aparente de los
distintos acidos grasos, se muestran en la Tabla 3 del articulo 5.3. Para los
acidos grasos C14:0, C16:0, Cl6:1, C18:1, C18:2, C18:3 y C20:0, tanto
las cantidades de ingesta como de flujo fecal, resultaban significativamente
superiores (P < 0.05) en el grupo de animales suplementados con la grasa
protegida frente al grupo de animales no suplementados. Los 4cidos grasos
C 20:5, C22:0, C22:6 no se detectaron en la dieta del grupo control ni en
las heces de ambos grupos.

Como consecuencia de una ingesta superior, los valores de
digestibilidad fueron mayores (P < 0.05) para los acidos grasos saturados:
C14:0, C16:0, C18:0 y C20:0 en el grupo de animales suplementados con
respecto al grupo que tomo la dieta sin suplementar.
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Independientemente de los valores presentados en la Tabla 3, en el
presente estudio se detectaron en las heces de ambos grupos de animales,
ciertos acidos grasos cuyas ingestas habian sido nulas o no detectadas por
el cromatografo: C4:0, C10:0, C12:0, C15:0 y C17:0. En este sentido, es
necesario indicar que los acidos grasos que aparecen en las heces de los
rumiantes, no solo representan la fraccion de origen dietético no digerida o
no absorbida, sino que pueden haber sido sintetizados en el rumen,
provenir de células bacterianas o proceder de distintas fuentes endogenas
(Viavini, 1970; Bauchart y col., 1990; Bock y col., 1991; Doreau y Felay,
1994).

La digestibilidad aparente de los acidos C14:0, C18:0 y C20:0,
alcanzaba valores negativos bajo el consumo de la dieta no suplementada.
De acuerdo con estos resultados, y teniendo en cuenta que los valores de
flujo fecal de los acidos C14:0, C18:0 y C20:0 también mostraban
diferencias significativas, puede suponerse que una parte de los mismos es
de procedencia endogena o bacteriana. Esta hipotesis también explicaria la
aparicion en las heces de los acidos grasos saturados C4:0, C10:0, C12:0,
C15:0y C17:0.

Los mono-acilglicerol liberados durante la digestion de la grasa rica en
PUFA, resultan ser unos potentes emulgentes que contribuyen a la
solubilizacién de los acidos grasos saturados en las miscelas, dirigiendo de
esta forma los productos de la digestion hacia los enterocitos (Schrijver y
col., 1991).

Las altas concentraciones existentes del acido graso C18:0 en las heces
de los animales pueden deberse, ademas de lo comentado anteriormente, a
la hidrogenacion de los acidos grasos C18:1, C18:2 y C18:3 existentes en
la dieta (Ashes y col. 1992; White y col., 1987). Teniendo en cuenta que el
flujo fecal de este acido graso para el grupo de animales no suplementados
llegaba a ser casi el triple que el alcanzado por el del grupo suplementado
(Andrews y Lewis, 1970), a pesar de resultar menor la cantidad de ingesta,
es logico suponer que una fraccion procedia de la hidrogenacion de los
acidos grasos no saturados de igual nimero de atomos de carbono
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contenidos en la dieta. En el grupo de animales que ingirieron el aceite de
pescado, la posible hidrogenacién fue mucho menor, de acuerdo con el
valor positivo de flujo fecal del C18:0. Este dato es un argumento a favor
de la correcta proteccion del aceite de pescado (White y col., 1987; Doreau
y Ferlay, 1994; Machmiiller y col., 2000).

La digestibilidad de los acidos grasos C16:1 y C18:1 se mostraba sin
diferencias entre tratamientos (P > 0.05), este dato puede tener explicacion
por una sobreestimacion de la digestibilidad de estos acidos grasos, en el
lote de animales que no recibio la suplementacion, por hidrogenacion de
los mismos (Grummer, 1991; Gulati y col., 1999; Zinn y col. 2000).
También pudo influir en este resultado el metabolismo post-ruminal del
epitelio intestinal que convierte a los acidos grasos de 16 y 18 carbonos en
insaturados, por lo que es probable que los animales hayan sintetizado
endogenamente C18:1 a partir de C18:0 mediante la A’-desaturasa (Garcia
Muriana, 2002; Lehninger, 1993). Este proceso es de menor cuantia que la
hidrogenacion ruminal (Grummer, 1991).

La digestibilidad de los acidos grasos C18:2 y C18:3 resulto
estadisticamente mas alta en el grupo de animales que no tomaron el aceite
de pescado (P < 0.05). La razon de estos resultados podria ser, como hemos
indicado anteriormente, la hidrogenacion de los acidos grasos no saturados
de 18 atomos de carbono que tendria lugar con mayor intensidad en el lote
control frente al que recibid la suplementacion (Ashes y col., 1992; Zinny
col., 2000). Esta posibilidad sobreestimaria los valores de los coeficientes
de digestibilidad aparente de los acidos grasos que fueron hidrogenados,
con lo que las diferencias verdaderas entre tratamientos, podrian ser
distintas a las aqui estimadas. No obstante, la digestibilidad de los acidos
grasos mono y poliinsaturados, resulta normalmente alta (Ferlay y col.,
1993; Machmiiller y col., 2000), puesto que los acidos grasos saturados
forman miscelas con mas dificultad que los insaturados, dificultindose su
captacion por las células endoteliales y retrasandose su reesterificacion
(Ockner y col. 1972; Freeman, 1984).
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Para el acido graso C20:1, se detectd una ingesta mas alta (P < 0.05) en
el grupo de animales que consumian la dieta suplementada, no
detectandose en las heces de ambos grupos. Parte de este acido graso de
origen dietético pudo ser hidrogenado, hecho que determinaria el
coeficiente negativo detectado para el C20:0 y la alta digestibilidad
detectada en ambos tratamientos para el C20:1.

Los acidos grasos C20:5, C22:0 y C22:6, solo fueron ingeridos por el
lote de animales que tomo el aceite de pescado, resultando para ambos
grupos de animales su excrecion fecal nula, lo que determinaba Ia
estimacion de una digestibilidad aparente del 100% en el grupo de
animales que consumieron la dieta suplementada con el aceite de pescado.

Estudiando los coeficientes del acido graso C20:5, y teniendo en
cuenta que el valor del flujo fecal del saturado con igual numero de atomos
de carbono (C20:0) fue muy elevado, puede suponerse que parte del mismo
podria haber sido hidrogenado, lo que daria lugar a una sobreestimacion
del coeficiente de digestibilidad correspondiente (Kitessa y col., 2001). Sin
embargo, este argumento no explica la elevada digestibilidad aparente del
C22:6, puesto que el flujo fecal del C22:0 también fue nulo y no se detecto
ninguna cantidad significativa de otros acidos grasos de 22 atomos de
carbono con un numero intermedio de insaturaciones. Por lo tanto, el
elevado coeficiente de digestibilidad que presentan los LCPUFA n-3, y en
especial el C22:6, no parece ser resultado de una sobreestimacion por haber
sido transformados en otros acidos grasos con menor numero de
insaturaciones.

En este sentido, hay estudios que detectan una mayor biohidrogenacion
ruminal para el C20:5 que para el C22:6, puesto que la relacion
C22:6/C20:5 suele ser mayor en el duodeno que en la dieta (Chilliard y
Doreau, 1997; Kitessa y col., 2001). Ademas, hay que tener en cuenta que
la digestibilidad de un acido graso disminuye conforme aumenta la
longitud de su cadena y se incrementa al aumentar el numero de sus dobles
enlaces (Lessire y col., 1992; Ferlay y col., 1993; Machmiiller y col.,
2000).
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Ademas de la biohidrogenacién ruminal, hay que hacer referencia a la
posible hidrogenacion postruminal que pueden sufrir los diferentes acidos
grasos poliinsaturados en el intestino grueso. Generalmente, se acepta que
el flujo de 4cidos grasos que deja el intestino delgado es muy parecido al
flujo fecal de acidos grasos, puesto que el mecanismo de absorcion en el
intestino grueso es similar al del rumen (Stevens y col., 1980) y los acidos
grasos de larga cadena no pueden ser absorbidos.

Los resultados obtenidos sobre la ingesta, digestibilidad aparente y flujo
fecal demuestran el buen aprovechamiento de los diferentes acidos grasos
constituyentes de las sales calcicas suplementadas en la dieta de grupo
experimental. Esto demuestra que el aceite de pescado habia sido
suficientemente protegido frente al metabolismo ruminal, asi como
adecuadamente estabilizado con antioxidantes.

6.4 Aceite de pescado rico en PUFA n-3 y capacidad
reproductora.

La suplementacion de la dieta del rumiante con PUFA n-3 puede
mejorar su capacidad reproductora influyendo sobre los indices de
fertilidad y prolificidad (Mattos y col., 2002; Petit y col., 2002). Este efecto
puede deberse a modificaciones en la funcidon ovarica, en la actividad
uterina o en el balance energético. Para aclarar este aspecto, se
determinaron los niveles sanguineos de progesterona, PGF2a, colesterol,
HDL-colesterol, glucosa, triglicéridos, acidos grasos no esterificados y f-
hidroxibutirato.

En la tabla 1 del articulo 5.5 se muestran los resultados de fertilidad y
prolificidad obtenidos segun el tipo de concentrado consumido. De los dos
lotes de animales, formados por 15 cabras cada uno, 13 quedaron gestantes,
por lo que el indice de fertilidad result6 idéntico para ambos grupos (P >
0,05). Un animal del lote que tomo la suplementacion abortd. El indice de
prolificidad (nimero de animales vivos nacidos de cada madre) fue
superior para el grupo que ingiri6 el aceite de pescado (2,17 frente a 1,77).
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La duracion media de la gestacion fue similar (P > 0,05), sin embargo se
observo un efecto de concentracion de los partos en un menor intervalo de
tiempo para el grupo de los animales que tomaron aceite de pescado (9 dias
frente a 18 dias). Finalmente, el peso medio al nacimiento de los cabritos
nacidos de ambos grupos de madres, resultaba idéntico (3.700g).

En la tabla 2 del articulo 5.5, se muestra el efecto del tipo concentrado
consumido y del momento de toma de muestra (45 dias después de la
cubricion y a los 30 dias del parto) sobre los niveles séricos de
progesterona, PGF,,,, colesterol, HDL-colesterol, triglicéridos, glucosa,
acidos grasos no esterificados y B-hidroxibutirato.

Los niveles de progesterona, independientemente del tipo de
concentrado, fueron superiores (P < 0.05) en el primero de los momentos
considerados, resultado 16gico por tratarse de una hormona esencialmente
progestagena. La progesterona prepara al utero para la implantacion del
embrion, disminuye la frecuencia de las contracciones uterinas,
manteniendo el estado de prefiez y estimulando los cambios secretores en
la mucosa que reviste las trompas, resultando esencial para la nutricion del
huevo que comienza a dividirse pero atn no esta implantado en el utero
(Petit y col., 2001, 2002).

Los niveles de progesterona fueron menores (P < 0.05) para el lote de
animales suplementados con la grasa, a pesar de obtenerse niveles mas
altos de colesterol junto a unos no diferentes de HDL-colesterol. Segiin
Staples y col., (1998), la concentracion de progesterona en el fluido
folicular suele ser superior en los casos en que la dieta se suplementa con
una grasa. Dado que el colesterol es un precursor de la sintesis de
progesterona en las células luteales del ovario (Kuran y col., 1999), el
aumento que tiene lugar en el colesterol circulante cuando la dieta del
rumiante se suplementa con una grasa, debe determinar un incremento en
la sintesis de progesterona en las células foliculares y del cuerpo luteo
(Carroll y col., 1992; Grummer y Carroll, 1991; Oldick y col., 1997; Fahey
y col., 2002; Petit y col., 2002). Sin embargo, Staples y col. (1998), indican
que en el rumiante alimentado con una dieta suplementada con grasa, se
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detectan generalmente, pequefios cambios en las concentraciones
sanguineas de progesterona, resultando mas alta su concentracion en el
fluido folicular.

La menor cantidad de progesterona detectada en los animales que
tomaron el aceite de pescado, demuestra que la concentracion de colesterol
no es un factor limitante como precursor de progesterona. Este resultado
también podria indicar que existe una mayor de utilizacion de la hormona
en el fluido folicular. Por lo tanto, no hay datos que indiquen que la mejora
del indice de prolificidad se debe a un incremento de los niveles de
progesterona en plasma.

En la tabla 2 del articulo 5.5, podemos observar que a los 45 de
gestacion los niveles de PGF2a son no diferentes (P > 0,05) entre los
animales que tomaron la dieta suplementada y el lote control. Sin embargo,
después del parto, los niveles de PGF2a aumentan para ambos grupos. Es
l6gico que después del parto el nivel de de PGF2a sea superior (P < 0,001)
frente a los valores obtenidos durante la gestacion, puesto que las PGF2a
son luteoliticas, favorecen el crecimiento folicular y la involucion uterina
(Grummer y Carroll, 1991). Durante el parto y post-parto, las
prostaglandinas experimentan una gran subida, la que parece quedar
asociada con la regresion del cuerpo liteo y del ttero que tiene lugar en
dichos momentos (Staples y col., 1998).

A los 30 dias del parto, la concentracion de PGF2a es superior en el
grupo de animales que ingiri6 la dieta estandar (P < 0,001). Este resultado
puede ser debido a una mayor sintesis de PGF3a en el grupo que tomo
aceite de pescado, en lugar de la sintesis de PGF2a. Este resultado puede
originar una mayor viabilidad embrionaria en razoén de la menor actividad
que las PGF3a alcanzan frente a las de las PGF2a (Mattos y col., 2000;
Petit y col., 2002).

El LA n-6 es el precursor del AA n-6, que a su vez es el precursor de
las PGF20. Las mismas enzimas que determinan la elongacion y
desaturacion del LA para convertirlo en AA, son las que convierten el
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LNA n-3 en EPA n-3, precursor de las PGF3a (Abayasekara y Wathes,
1999). La competencia que puede originarse por los enzimas de elongacion
y desaturacion entre los dcidos LA y LNA con objeto de convertirse en los
precursores de la sintesis de estas PG, hace que un incremento en la
administracion de LCPUFA n-3, haga disminuir la sintesis de PGF2a (Gurr
y col., 1991; Barnonin y Chassagne, 1991; Cunnane, 1995; Rooke y col.,
2003). Distintos autores indican que las PGF3a son consideradas menos
activas que las de las PGF2a (Fly y Johnston, 1990; Petit y col., 2002),
aunque algunos cambios relacionados con la sefal luteolitica parecen
deberse a la concentracion relativa de ambas clases de PG (Rooke y col.,
1993).

Las PG ejercen un papel importante en el establecimiento del ciclo
estral, desde después del parto hasta que el animal quede otra vez gestante.
Por esto se utilizan para sincronizar el estro, aspecto que presenta ventajas
econdémicas y de manejo de los rebafios (Xu y Burton, 2000; Leblanc y
Leslie, 2003; Tenhagen y col., 2004).

En la tabla 2 del articulo 5.5, se muestran los resultados de la
concentracion en plasma de AGNE y B-hidroxibutirato. A los 45 dias de la
gestacion, los mniveles de AGNE y de p-hidroxibutirato fueron no
diferentes. Normalmente, los animales suplementados muestran unos
niveles de AGNE mas altos que los no suplementados, en razon del tipo de
suplementacion practicada, puesto que la hidrolisis neta de triglicéridos en
el tejido adiposo, aumenta cuando se incluye una grasa en la dieta
(Grummer y Carroll, 1991; Staples y col., 1998). A pesar de no encontrar
diferencias significativas (P > 0,05), a los 45 dias se observd una
concentracion media de AGNE superior en los animales que tomaron la
suplementacion lipidica (0.439 frente a 0.386), lo que parece indicar que la
ingesta energética no experiment6 cambios influyentes.

La cantidad de glucosa en plasma a los 45 dias de gestacion, resultd
inferior (P < 0.05) para el grupo que tomo el suplemento, este resultado
puede ser consecuencia del suplemento energético de la dieta que deriva en
un ahorro en la utilizacion de la glucosa. Respecto de este resultado,
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Grummer y Carroll (1991), indican que el suministro de acidos grasos que
pueden ser utilizados como fuente de energia en distintos tejidos, produce
un ahorro de glucosa. En este sentido, la mayor disponibilidad de glucosa
podria ser una sefial metabdlica para la liberacion de hormonas
gonadotropicas, como son la FSH y la LH (Staples y col., 1998).

En la tabla 3 del articulo 5.5 se muestra el perfil en acidos grasos de la
grasa plasmatica segun tipo de concentrado consumido a los 45 dias de
gestacion y a los 30 dias del parto.

El porcentaje de AGS en plasma resultaba mayor (P < 0,05) en el
grupo que consumi6 el concentrado estandar y en la gestacion frente al
periodo post-parto (P < 0,05). Los AGM resultaban por el contrario,
mayores (P < 0,05) en el segundo de los momentos de toma de muestra y
no diferentes en funcion del tipo de concentrado consumido. El porcentaje
de PUFA en plasma resulto afectado por el tipo de concentrado consumido
(P < 0,05), obteniéndose valores mas altos para el grupo que consumio6 el
concentrado suplementado con la grasa. A los 30 dias del parto se observa
una tendencia (P = 0,06) de incremento de los valores de los PUFA frente a
la muestra tomada a los 45 dias de la gestacion.

Por tanto, en el postparto se obtuvieron concentraciones mas altas de
los distintos acidos grasos no saturados. El inicio de la lactacion se
caracteriza por una subida en los requerimientos nutritivos, una bajada en
la ingesta voluntaria y una menor lipogénesis, orientindose la grasa
circulante especialmente a la produccion de leche asi como a satisfacer los
distintos requerimientos energéticos. Bajo estas circunstancias, resulta
logico detectar mayores niveles de acidos grasos no saturados, puesto que
se depositan menos y se utilizan mas como fuente de energia (Su y Jones,
1993; Clarke, 2000; Takahashi e Ide, 2000).
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6.5 Aceite de pescado rico en PUFA n-3, composicion
tisular al nacimiento y crecimiento

Composicion tisular al nacimiento

A partir de dos lotes de 6 animales nacidos de cabras cuya dieta habia
sido suplementada o no con sales calcicas de aceite de pescado desde 20
dias antes del inicio de la gestacion, se analiz6 en funcidén del tipo de
concentrado consumido por las madres, el peso al nacimiento de los
cabritos, el desarrollo de diferentes depositos adiposos (grasa rifionada,
epiplonica y mesentérica) asi como el peso relativo (g/kg peso vivo) de
diferentes oOrganos (cerebro, timo, bazo, testiculos, higado y corazdn)
relacionados con el desarrollo de importantes funciones fisiologicas.
También se determinaron los niveles sanguineos de ciertos metabolitos
indicativos del metabolismo intermedio relacionado con la utilizacion de la
energia y proteina (glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL-colesterol,
AGNE, albumina, proteinas totales y urea). Finalmente se determiné el
perfil en acidos grasos de los depdsitos grasos y de los 6rganos elegidos.

Desarrollo de los depésitos grasos y peso relativo del bazo, timo,
testiculos, cerebro, higado y corazén

En la Tabla 1 del articulo 5.6, se presentan los wvalores
correspondientes a estas variables, asi como el resultado del analisis
estadistico llevado a cabo. Los valores detectados diferentes (P < 0,05)
segun tipo de concentrado consumido por las madres fueron: grasa
rifionada, grasa mesentérica, peso del timo y de los testiculos. La grasa
riflonada y peso del timo, resultaban mayores en los cabritos nacidos de las
madres que tomaron la dieta suplementada. Por el contrario, la grasa
mesentérica y peso de los testiculos, alcanzaban valores mas altos en los
cabritos nacidos de las madres que ingirieron la dieta estandar. La grasa
epiplonica alcanzaba en los animales nacidos de las cabras alimentadas con
el concentrado suplementado con la grasa, valores mas altos (P = 0,08).
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La cantidad de grasa rifionada es uno de los parametros indicativos del
engrasamiento de la canal, que al se mayor (P < 0,05) en el grupo
experimental, confiere un valor superior a la canal de los cabritos nacidos
de madres que tomaron la dieta suplementada. Ademas, al tener un
reservorio lipidico superior al nacimiento, €stos animales estaran mas
protegidos frente al cambio de temperatura ambiental que tiene lugar en el
momento del nacimiento.

En cuanto al tamafio de los organos, excepto para el timo y los
testiculos no se encontraron diferencias significativas, por lo que se puede
concluir que la suplementacion lipidica no afecta al desarrollo en peso vivo
del cerebro, bazo, higado y corazon. Sin embargo, la funcionalidad de estos
organos parece depender mas de su composicion que de su tamafio (Uauy y
col., 2000), aspecto que se abordara en los siguientes apartados.

Niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL-
colesterol, AGNE, albumina, proteinas totales y urea al
nacimiento.

Los wvalores correspondientes a estas variables segun tipo de
concentrado consumido por las madres, se muestran en la tabla 3 del
articulo 5.6. El tipo de concentrado consumido, determinaba unos efectos
significativos (P < 0,05) sobre los niveles de glucosa y urea, siendo éstos
superiores en los cabritos nacidos de las madres que ingirieron el
concentrado suplementado. Asimismo, se detectaba una mayor cantidad de
triglicéridos, aunque no fue significativa (P = 0,09), en los animales
nacidos de las cabras que tomaron el aceite de pescado. Los niveles de
colesterol, HDL-colesterol, AGNE, albiimina y proteinas totales fueron no
diferentes entre grupos (P > 0,05).

Es logico suponer que estas diferencias se debieron al aporte de
nutrientes que recibieron los fetos a través de la placenta seglin la dieta
ingerida por las madres. La mayor cantidad de grasa que tomaron las
madres del lote experimental y la naturaleza de la misma, pudo originar un
ahorro de glucosa (Grummer y Carroll, 1991), lo que pudo determinar que
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el nivel de glucosa detectado en la sangre de los cabritos recién nacidos en
el grupo experimental resultase mas elevado (P < 0,05).

La mayor cantidad de grasa disponible por el feto, también pudo
determinar una mejor utilizacion de los aminoacidos y péptidos que
atraviesan la placenta para la retencion de proteina. Este ahorro de proteina
debido a la ingesta de grasa ya ha sido demostrado en cabritos (Sanz
Sampelayo y col., 1997). En este sentido, resultaban superiores los niveles
de proteinas totales (P > 0,05) y urea (P < 0,05) en el plasma de los
cabritos nacidos de las madres que tomaron el suplemento de aceite de
pescado, aunque solo en la urea se detectd una diferencia significativa.

Perfil en acidos grasos de la grasa rifionada, epipléonica y
mesentérica, y del bazo, timo, testiculos, cerebro, higado y corazon.

Los lipidos que se acumulan en el feto, sobre todo durante el ultimo
periodo de gestacion, pueden proceder de una sintesis de novo o
directamente de la madre a través de la placenta (Noble, 1980). En este
sentido, es de especial interés analizar en que medida, la nutricion de la
madre es capaz de determinar la composicion del animal al nacimiento,
alcanzando gran importancia el aporte de la cantidad necesaria de acidos
grasos esenciales (Uauy y col., 2000). Asimismo, el perfil en acidos grasos
del feto debe de estar relacionado directamente con la composicion en
acidos grasos del plasma de la madre y, por lo tanto, con el de la grasa que
¢ésta ingiera en la dieta y con los lipidos depositados a nivel corporal.
Modificaciones en la composicion en acidos grasos de la grasa corporal
materna y en el perfil de los acidos grasos libres circulantes, determinara
cambios en la composicion de la grasa de los tejidos del feto.

En la tabla 1 del articulo 5.6, se puede observar para todos los
depositos grasos y organos elegidos (excepto los testiculos), que las
concentraciones en PUFA n-3 (LNA + EPA + DHA) resultaban mayores
(P < 0,05) en los cabritos nacidos de madres que tomaron Ila
suplementacion.
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Habitualmente, la placenta capta de manera preferencial LCPUFA y los
transfiere al feto, hecho que establece que en el momento del nacimiento la
concentracion de estos acidos grasos en el feto (Leskanich y Noble, 1999).
La diferente composicion de los 6rganos, podria influir en el desarrollo de
las funciones fisiologicas de los mismos, por modificaciones en la fluidez
de las membranas de sus células o por la utilizacion de los PUFA n-3 como
precursores de diversas biomoléculas.

La alimentacion de las madres (que determina su estatus nutritivo) es la
que determina la composicion de los distintos tejidos y organos del feto.
De esta forma, se establece una relacion directa entre el perfil en PUFA n-3
del plasma de las madres (tabla 3, articulo 5.5) y el de los tejidos y
organos analizados en los cabritos al nacimiento (tabla 1, articulo 5.6).

El perfil en 4cidos grasos del cerebro (tabla 2, articulo 5.6), adquiere un
elevado nivel de significacion, puesto que su particular composicion
requiere gran cantidad de PUFA. El desarrollo de este 6rgano es muy
vulnerable durante la vida intrauterina y totalmente dependiente del
suministro materno, alcanzando porcentajes Optimos en el caso de los
cabritos del lote experimental (Crawford, 1993). En opinién de Valenzuela
y col. (1999), la carencia de DHA puede tener un importante impacto
negativo sobre la capacidad de aprendizaje y el desarrollo 6ptimo del
cerebro. Las concentraciones obtenidas de C20:5 y C22:6, llegan a ser tres
y seis veces mas altas que las encontradas en el plasma de las madres
suplementadas con la grasa (tabla 3, articulo 5.5). En este sentido, se ha
estimado que en el cerebro del feto humano, durante el altimo tercio de la
gestacion, se acumulan unos 20 mg/semana de PUFA n-3, especialmente
de DHA (Connor y col., 1996; Francois y col., 1998).

En nuestro experimento, la concentracion en el cerebro de PUFA n-3
resultd6 mas alta en los cabritos nacidos de las madres cuya dieta se
suplement6 con el aceite de pescado. Sin embargo, en el grupo control la
cantidad de EPA y DHA result6 elevada, a pesar de que en el plasma de las
madres que no ingirieron el aceite de pescado, no se detecto la presencia de
estos acidos grasos. También hay que tener en cuenta, que en el plasma de
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los dos grupos de madres se detectaban unos niveles de LNA (precursor de
EPA y DHA) practicamente iguales.

En este sentido, se puede deducir que la fraccion de forraje de la
alimentacion de ambos grupos de madres pudo determinar la concentracion
de LNA a nivel plasmatico. Este acido graso, tuvo que ser elongado y
desaturado hasta formar una parte importante de la cantidad de EPA y
DHA encontradas en el cerebro de los cabritos recién nacidos. Este hecho
explicaria que en la composicion en acidos grasos del cerebro no se detecto
LNA.

Crecimiento

Durante el desarrollo fetal y primeros estadios de vida, el AA puede
actuar como promotor del crecimiento (Koletzko y Braun, 1991; Wotil y
col., 1998). También se ha descrito la importancia de los PUFA n-3 sobre
el mantenimiento de un optimo crecimiento pre- y postnatal (Leskanich y
Noble, 1999) y una reduccion del nimero de prematuros en madres que
tomaron una dieta rica en LCPUFA durante la gestacion (Olsen y col.,
2000).

En este estudio, el peso al nacimiento tanto de los cabritos cuyas
madres tomaron el aceite de pescado como el de los cabritos nacidos de las
que ingirieron la dieta estandar, resulto no diferente entre grupos (P > 0,05,
Tabla 1, articulo 5.6).

La tasa de crecimiento de los cabritos que fueron sacrificados a los 45
dias de su nacimiento (articulo 5.4), fue superior (P < 0,05) en el lote
nacido de madres que tomaron el aceite de pescado (155,9 g/dia frente a
137,9 g/dia), el porcentaje de musculo extraido en la diseccion de la pata
izquierda trasera sobre la composicion tisular de la pata, también fue
superior (P < 0,05) en el lote de cabritos experimental (64,89% frente a
62,86%) y la proporcion entre el musculo y el hueso de la pata trasera
izquierda también fue superior (P < 0,05) en el lote experimental (2.91
frente a 2,52). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre grupos (P
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> 0,05) en el porcentaje de los depdsitos de grasa de cobertura,
intermuscular e intramuscular de la pata trasera izquierda con respecto a la
composicion tisular total de la misma.

Estos resultados podrian deberse a que, en el momento elegido para
determinar el perfil en acidos grasos en plasma durante la gestacion, los
niveles de AA de las madres alcanzaban valores no diferentes (P > 0,05,
Tabla 3, articulo 5.5). Por el contrario, la concentracion de PUFA n-3, se
detectaba claramente mayor en el plasma de las madres suplementadas. Por
lo tanto, puede deducirse que al nacimiento y durante los primeros 45 dias
de vida, no existia en los cabritos un estado carencial en el estatus en AA 'y
que la suplementacion de la dieta de las madres con aceite de pescado no
produjo diferencias significativas en el peso vivo de los cabritos al
nacimiento y durante los primeros dias de vida.

6.6. Aceite de pescado rico en PUFA n-3 y calidad de la
leche

En la tabla 3 de articulo 5.4, se muestra la composicion quimica de la
leche de las cabras segun el tipo de concentrado. La cantidad de MS, grasa,
caseina y lactosa fue no diferente (P > 0,05). La cantidad de proteina y
minerales fue superior (P < 0,05) en los animales que tomaron el aceite de
pescado.

La diferencia en la cantidad de proteina puede deberse al ahorro de la
misma producida como consecuencia de la suplementacion lipidica (Sanz
Sampelayo y col., 1997; Jorgensen y col., 2003). En el articulo 5.3 (tabla
2), se detectd que la pérdida de N por la orina era menor (P < 0.05) en el
grupo de animales suplementados con la grasa, lo que originaba unas
retenciones mayores de N (P < 0.05) en relacion con la cantidad ingerida y
con la aparentemente absorbida. Asimismo, en el articulo 5.2 (tabla 5), la
retencion de energia como proteina fue superior (P < 0.05) en los animales
que tomaron el aceite de pescado, mientras que la pérdida de calor asociada
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a la oxidacion de la proteina resultdo menor (P < 0.05) en los animales que
ingirieron el aceite de pescado. Estos resultados indican que cuando se
suplementa la dieta con una grasa rica en PUFA n-3, se produce una mejor
utilizacion de la proteina que incrementa su retencion. Esta relacion entre
el metabolismo lipidico y proteico se reflejo en una mayor cantidad de
proteina en leche.

La elevada concentracion de minerales en leche del grupo que tom¢ el
aceite de pescado frente al control (P < 0.05), pudo ser debida al calcio
incorporado en el suplemento lipidico como consecuencia de proteger a los
acidos grasos frente al metabolismo ruminal en forma de sales célcicas.

En la tabla 4 del articulo 5.4, se muestra el perfil en acidos grasos de la
leche segun el tipo de concentrado consumido. La cantidad de AGS fue
menor (P < 0.05) en la leche de las cabras que tomaban el suplemento
lipidico, fundamentalmente por una drastica disminucion (P < 0.01) del
acido estearico. La reduccion de la cantidad de acido estedrico en mas de la
mitad, en la leche del grupo experimental frente a la cantidad que se
detectd en la leche del grupo testigo, no se corresponde con los niveles de
digestibilidad detectados para este acido graso en el articulo 5.3 (tabla 3).
No obstante, al estar los animales de este ensayo bajo un régimen
semiextensivo, la suplementacion de la dieta con la grasa protegida, pudo
contribuir a que los animales seleccionaran el forraje consumido en el
campo conforme a sus necesidades energéticas y nutritivas. Normalmente
la mayor fuente de LA y de LNA de las cabras en régimen semiextensivo
proviene del pasto, y gran parte de estos acidos grasos al ser hidrogenados
en el rumen determinan la cantidad de 4cido estearico en leche (Chilliard y
col., 2001).

Las cantidades de EPA (C20:5), DPA (C22:5) y DHA (C22:6), todos
ellos PUFA de la serie 3, fueron sensiblemente superiores (P < 0.01) en la
leche de los rumiantes que ingirieron el aceite de pescado frente a la leche
de las cabras del grupo control. La transferencia de estos acidos grasos
desde la dieta hasta la leche fue de 3,27% para el DHA, 20,37% para el
EPA y de 38,19% para el DPA. La tasa de transferencia desde la dieta
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hasta la leche obtenida es superior a la detectada por otros autores (Kitesa y
col., 2001; Gulati y col., 1999).

La cantidad de C18:1 trans y de CLA (isomeros cCis-9, trans-11 y
trans-10, cis-12) también fue estadisticamente superior (P < 0.05) en la
leche de los animales que consumieron el aceite de pescado. El porcentaje
de C18:1 trans respecto al C18:1 total en la especie caprina oscila entre un
5y un 15% (Alonso y col., 1999). En la leche de las cabras que tomaron la
suplementacion obtuvimos un 22,6% de C18:1 trans respecto al C18:1
total, mientras que en el grupo control este porcentaje fue de 2,7. El
porcentaje medio de CLA en la especie caprina oscila entorno a 0,4 y 0,9%
del total de acidos grasos (Alonso y col., 1999; Gulati y col., 2000;
Chilliard y col., 2002), resultando en la leche del grupo experimental un
1,68% del total de acidos grasos.

Los resultados obtenidos para la digestibilidad aparente del EPA y
DHA (tabla 3, articulo 5.3), asi como los obtenidos en la transferencia a
leche (tabla 4, articulo 5.4) indican que el aceite de pescado habia sido
suficientemente protegido frente al metabolismo ruminal, asi como
adecuadamente estabilizado con antioxidantes. Sin embargo, el alto
porcentaje obtenido de C18:1 trans y de CLA, podria ser consecuencia de
que la proteccion de los PUFA del aceite de pescado no fue total, y por
tanto, una parte de estos PUFA sufrieron procesos de hidrogenacion e
isomerizacion dando lugar al elevado porcentaje detectado de C18:1 trans
y de CLA (Kitesa y col., 2001; Chilliard y col., 2003).

La composicion en acidos grasos obtenida en la leche de las cabras cuya
dieta se suplementd con aceite de pescado, confiere a esta leche un caracter
saludable para el consumidor humano. La ingesta de las cantidades
obtenidas de forma natural de EPA y DHA en leche, pueden tener efectos
beneficiosos frente algunas de las enfermedades cronicas mas relevantes en
la actualidad, como la aterosclerosis, la diabetes mellitus, la hipertension
arterial, la enfermedad inflamatoria, la obesidad y determinados canceres
(Bartsch y col., 1999; James y col., 2000; Hu y col., 2002; Kris-Etherton y
col, 2002; Ruxton y col., 2004.). Las recomendaciones de consumo diario
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de DHA para humanos oscilan entre 0,2 y 0,6 g (Sociedad Espafiola de
Nutricion Comunitaria, 2001; Mataix, 2001b; Ruxton y col., 2004), por lo
que con la cantidad obtenida en la leche del grupo experimental un vaso de
esta leche al dia bastaria para consumir la cantidad recomendada de éste
acido graso.

Asimismo el CLA se ha asociado con importantes actividades
bioldgicas, incluyendo la anticarcinogénica y aterogénica, la reduccion de
los efectos catabdlicos de la estimulacion inmune, la mejora del
crecimiento, la disminuciéon de la grasa corporal y la regulacion de la
glucosa en sangre (Murphy, 2001; Pariza y col., 2001; Evans y col., 2002).
Sin embargo, el acido graso C18:1 trans presenta un efecto potencialmente
negativo sobre la salud humana (aunque es el precursor del CLA), estando
su ingesta asociada con el incremento de la frecuencia de padecer
aterosclerosis y cancer (Chilliard y col., 2000).

6.7 Aceite de pescado rico en PUFA n-3 y calidad de la
canal.

En la tabla 5 del articulo 5.4, se muestran los valores del perfil en
acidos grasos obtenidos de la grasa de cobertura, intermuscular e
intramuscular de la pata trasera izquierda de los cabritos que fueron
gestados y amamantados por cabras que tomaron aceite de pescado en la
dieta frente a los depdsitos de los cabritos del grupo control.

La cantidad de C18:1 trans y de CLA (isomeros Cis-9, trans-11 y
trans-10, cis-12) obtenida en los tres depdsitos de grasa analizados fue
superior (P < 0.05) en los cabritos cuyas madres ingirieron el aceite de
pescado. Este resultado coincide con el detectado en la leche de sus
madres. El rumen del cabrito durante sus primeros dias de vida no es
funcional, comenzando su actividad cuando ingiere alimentos sélidos. Por
lo tanto, se deduce que estos valores de C18:1 trans y de CLA proceden de
la leche materna. Ensayos similares, obtienen unos valores de éstos acidos
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grasos similares a los presentados en el articulo 5.4 (Ashes y col., 1992;
Scollan y col., 2001, 2003).

La cantidad de AGS y de AGMI totales fue no diferente entre grupos
(P > 0,05), en los tres tipos de grasa analizados. Tampoco se detectaron
diferencias significativas en la cantidad de PUFA n-6 (P > 0,05) entre los
dos grupos, siendo el AA inferior (P < 0.05) en la grasa de cobertura de los
cabritos nacidos de madres que tomaron la suplementacion y superior (P <
0.05) en la grasa intermuscular del mismo grupo de animales frente al
grupo control. Aunque se detectaron las diferencias indicadas para el AA,
éstas fueron insignificantes (0,17 frente a 0,11 en la grasa de cobertura y
0,14 frente a 0,16 en la grasa intermuscular) para determinar un estatus
carencial de este acido grasos que pudiese influir en su actividad como
promotor del crecimiento (Koletzko y Braun, 1991; Wotil y col., 1998).
Los datos obtenidos para el peso al nacimiento de los cabritos (tabla 1,
articulo 5.6) y la tasa de crecimiento de estos cabritos demuestran que no
existio un estado carencial en el estatus en AA.

Los valores de EPA, DPA y DHA fueron superiores (P < 0,01) en la
grasa de cobertura, intermuscular e intramuscular de los cabritos nacidos
de las madres que tomaron la suplementacion con aceite de pescado. La
cantidad de PUFA n-3, detectada en la grasa intramuscular es mas de 5
veces superior a la de la grasa de cobertura e intermuscular. Cuando se
suplementa una dieta con PUFA n-3, los acidos grasos EPA y DHA se
incorporan preferentemente en los fosfolipidos del musculo (Ashes y col.,
1992; Scollan y col., 2001; Wachira y col., 2002). Por lo tanto, la cantidad
de éstos acidos grasos puede estar sobreestimada al analizar junto a esta
grasa, los acidos grasos que componen las membranas celulares del
musculo. Este razonamiento supone una modificacion en la composicion
en acidos grasos de las membranas celulares en favor de los PUFA n-3, lo
cual podria tener efectos positivos sobre la fisiologia de las mismas.

Esta modificacion de la composicion en acidos grasos de la canal, con

un incremento en la proporcion de EPA y DHA, estd en sintonia con los
resultados obtenidos en la composicion de los 6rganos y depdsitos grasos

223



6. Discusion General

analizados en la tabla 1 del articulo 5.6, con la composicion corporal
indicada en la tabla 4 del articulo 5.2, con la alta digestibilidad aparente
obtenida en la tabla 3 del articulo 5.3 y con el perfil en acidos grasos del
plasma de las madres detectados en la tabla 3 del articulo 5.5.

La cantidad de PUFA n-3 en la pata trasera de los cabritos cuyas
madres tomaron el aceite de pescado fue aproximadamente 2 veces
superior a la cantidad detectada en los cabritos del grupo control. La
cantidad de EPA + DHA fue aproximadamente 3,7 veces superior para los
animales del grupo experimental. El ratio n-6/n-3 también se redujo
significativamente (P < 0.05). Esto valores confieren a la canal obtenida en
los cabritos del grupo experimental, una composiciéon con un caracter
saludable y posiblemente funcional para el consumidor humano.

224



7. Conclusiones

225






Con el objeto de aportar nuevos conocimientos sobre los efectos que los
acidos grasos poliinsaturados n-3 ejercen sobre la fisiologia animal y
disefiar un método natural de obtencion de alimentos enriquecidos en
dichos acidos grasos, se han desarrollado varios estudios en diferentes
modelos experimentales, cuyos resultados nos permiten deducir las
siguientes conclusiones:

1. Durante una infeccion por Trichinella spiralis, la suplementacion de la
dieta con aceite de pescado rico en 4cidos grasos poliinsaturados n-3,
determina una reduccion del nimero de helmintos en intestino y del
nimero de larvas en el diafragma, asi como un incremento en las
respuestas Thl y Th2.

2. Latermogénesis asociada al consumo de dos dietas con el mismo nivel
de energia metabolizable, se debe a la distinta composicion en
nutrientes de las mismas. Los acidos grasos poliinsaturados n-3 de la
dieta presentan una elevada tasa de oxidacion, contribuyento
sensiblemente al mantenimiento del balance energético.

3. Mediante el analisis de la utilizacion nutritiva de una dieta,
suplementada con las sales célcicas de 4cidos grasos procedentes de
aceite de pescado, se deduce a partir de los resultados obtenidos sobre
la digestibilidad aparente de la fibra y de los principales PUFA n-3, un
grado de proteccion del aceite de pescado 6ptimo.

4. La suplementacion de la dieta de la cabra durante la gestacion con
aceite de pescado protegido rico en acidos grasos poliinsaturados n-3,
determina un incremento sobre el indice de prolificidad.

5. La composicion en PUFA n-3 de la grasa rifionada, epiplonica y
mesentérica, asi como la del cerebro, timo, bazo, higado y corazéon en
el feto, puede modificarse suplementando la dieta de las madres con
una grasa rica en PUFA n-3, aspecto que determina la fisiologia de
¢éstos 6rganos y depodsitos grasos.
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La suplementacion de la dieta de la cabra con aceite de pescado
protegido frente al metabolismo ruminal, produce una leche cuya
composicion lipidica presenta una menor cantidad de acidos grasos
saturados y una mayor cantidad de PUFA n-3 y CLA, obteniéndose un
producto mas saludable para el consumidor humano.

Los cabritos gestados y amamantados por madres que toman un

suplemento de aceite de pescado protegido, proporcionan a los 45 dias
de su nacimiento una canal enriquecida en PUFA n-3 y CLA.
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