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INTRODUCCION
Una proporcién muy elevada de los acidos oleico (¢9-18:1) y ruménico (c9{11-CLA) de la
leche, entre otros, se producen de forma enddgena en la glandula mamaria de los rumiantes
(Shingfield et al., 2008; Frutos et al., 2014). Esta acciéon estd mediada por la enzima
estearoil-CoA desaturasa o A%-desaturasa (SCD), que juega un papel fundamental en la
regulaciéon de la composicion de la grasa lactea (Bernard et al., 2013). Al ser ambos acidos
grasos (AG) potencialmente beneficiosos para la salud de los consumidores, existe un
elevado interés en la busqueda de estrategias para aumentar su concentracién en los
productos lacteos, lo que explicaria también el interés por la SCD mamaria.
La cuantificacion in vivo de los AG sintetizados mediante desaturacién A° se ha realizado
basicamente con trazadores radioactivos (Annison et al., 1967; Bickerstaffe & Annison,
1970) y con métodos indirectos como la inhibicién de la SCD (Shindfield et al., 2008; Bichi et
al., 2012). Desde hace algunos afios, el empleo de isétopos estables constituye una
alternativa para cuantificar de forma directa, fiable e inocua esta sintesis endégena, pero los
estudios al respecto en los rumiantes lecheros son aun muy escasos (Mosley et al., 2006;
Bernard et al., 2010; Toral et al., 2012). En relaciéon con el acido oleico, a pesar de su
caracter saludable y de ser el principal producto de la SCD (Bernard et al., 2013), solo
parece haberse publicado un trabajo preliminar en vacuno, utilizando acido estearico ('°18:0)
como precursor (Mosley & McGuire, 2007). Ademés, no nos consta ninguna publicacion
sobre el uso de isétopos estables del carbono en el ovino.
Por lo tanto, este ensayo en ovejas lecheras se llevd a cabo para cuantificar in vivo la
sintesis enddgena del ¢9-18:1 de la leche, mediante el empleo de 18:0 marcado con *C.

MATERIAL Y METODOS

Para realizar esta prueba se utilizaron 6 ovejas de raza assaf homogéneas en cuanto a
produccion de leche, concentraciéon de grasa lactea y dias posparto, que fueron alimentadas
ad libitum con una dieta mixta completa (relacién F:C 30:70). Tras 21 dias de adaptacion,
cada animal recibié por via intravenosa una dosis Unica de 2 g del trazador isotépico ([1-
3C]18:0, 99% de pureza) emulsionados en 200 ml de suero fisiologico. La administracion se
realizé justo después del ordefio de la mafana, en infusiéon continua durante 30 minutos.
Para estudiar la cinética de aparicion de 18:0 y ¢9-18:1 marcados con 8C en la leche, a las
-24, -15, 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 48, 60 y 72 h posinyeccion (p.i.), se midi6 la
produccion de leche y se tomaron muestras individuales para analizar su porcentaje de
grasa y su perfil lipidico. Los ésteres metilicos de los AG se separaron y cuantificaron
mediante cromatografia de gases (Shingfield et al., 2003) y su enriquecimiento con *C por
cromatografia de gases-combustion-espectrometria de masas de relaciones isotépicas (GC-
C-IRMS). La proporcion de 18:0 desaturado in vivo y la de ¢9-18:1 sintetizado
endégenamente se calcularon siguiendo las ecuaciones descritas en la Tabla 1 (Mosley et
al., 2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion de grasa de la leche se mantuvo estable a lo largo del periodo p.i. (de
media, 6,69%), en el cual se registr6é una secrecion de AG totales de aprox. 251 g/animal. El
18:0 representd el 7,77% del total de AG, con una proporciéon como '*18:0 del 1,86%,
mientras que el ¢9-18:1 fue mas abundante (15,0% de los AG totales) y, por ello, su
porcentaje de *C fue relativamente menor (1,49%). A partir de estos datos, se calculo el
enriquecimiento en *C para ambos AG (Tabla 1), corrigiendo para la abundancia natural en
las muestras de leche recogidas antes de la inyeccion del trazador isotépico (=1,075%).

Los enriquecimientos medios con BC del 18:0 y ¢9-18:1 fueron del 0,79 y 0,41%,
respectivamente, con maximos del 1,90% en el primer caso y 0,69% en el segundo.

En cuanto a los niveles minimos de "*C detectados, los valores de 0,41 y 0,29% para el 18:0
y el ¢9-18:1, respectivamente, confirmarian, en primer lugar, la idoneidad de la GC-C-IRMS
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cuando la dosis del AG marcado es baja. Asi pues, esta metodologia seria la de eleccién por
su elevada sensibilidad, comparada p. ej. con la de GC-MS (Mosley & McGuire, 2007), lo
que resultaria especialmente ventajoso al disminuir la dosis de isétopo necesaria,
reduciendo a la vez su coste y las posibles interferencias con el metabolismo del AG in vivo.
En la Tabla 1 se presentan las ecuaciones necesarias para poder realizar todos los calculos.
Como puede observarse, aprox. el 52% del ¢9-18:1 secretado en la leche procederia de la
sintesis enddgena, lo que representa una cifra muy parecida a la estimada de forma
indirecta, mediante el uso de cobalto para inhibir la SCD, en ovejas que recibian una dieta
similar (51%; Frutos et al., 2014). Sin embargo, este valor fue menor cuando la dieta de los
animales incluia aceite de lino (29%; Toral et al., 2015) y mayor cuando se estimé con acido
esterculico en ovejas en pastoreo (62%; Bichi et al., 2012). Sin descartar la influencia de la
metodologia utilizada en cada caso, estas diferencias apuntarian mas bien a un papel clave
de la composicién de la dieta, por su impacto sobre el perfil de los AG que pueden ser
captados por la glandula mamaria (Shingfield et al., 2003; Glasser et al., 2008). De hecho, se
ha sugerido que la cantidad de ¢9-18:1 sintetizado endégenamente seria proporcional a la
de 18:0 disponible para la SCD (Glasser et al., 2008) y practicamente independiente de su
capacidad de desaturacion. Esto se veria apoyado por la similitud del porcentaje de 18:0
desaturado a ¢9-18:1 en nuestro estudio (=49%) y en algunas estimaciones previas (48-
57%; Bichi et al. 2012; Frutos et al., 2014). Como el ensayo estandar para determinar la
desaturacion A° se basa en la conversion del 18:0 marcado en c9-18:1 (Bickerstaffe &
Annison, 1970; Bernard et al., 2013), nuestros resultados también constituyen la primera
cuantificacion directa in vivo de la actividad enzimatica de la SCD en el ovino.

A modo de conclusién, el 52% del ¢9-18:1 que aparece en la leche de las ovejas procede de
la sintesis endégena mediante la accién de la SCD, que desatura el 49% del 18:0 captado
por la glandula mamaria. Seria necesario seguir avanzando en esta linea para estudiar la
relevancia de la regulacion nutricional de este proceso.
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USE OF STABLE ISOTOPOES TO QUANTIFY THE ENDOGENOUS SYNTHESIS OF
MILK OLEIC ACID IN DAIRY EWES

ABSTRACT: Despite the convenience of using stable isotopes to examine fatty acid
metabolism in lactating ruminants, very few studies have applied this technique in cows and
goats, and no reports are available in ewes. Therefore, this assay was conducted to provide
the first direct measurement of in vivo endogenous synthesis of milk oleic acid (c9-18:1) in
dairy sheep, using '*C-labeled stearic acid (18:0) as a tracer. Six lactating Assaf ewes
received an intravenous injection of 2 g of [1-*C]18:0, and ®18:0 and "*¢c9-18:1 secretion in
milk were examined over the following 72 h by compound-specific isotope analysis using a
GC-C-IRMS system. Within this period, approx. 49% of the 18:0 taken up by the mammary
gland was desaturated to ¢9-18:1. The proportion of oleic acid deriving from A°-desaturation
represented on average 52% of the amount secreted in milk. Further research involving
different feeding conditions would be now advisable.

Keywords: A’-desaturation, sheep, stable isotope, stearoyl-CoA desaturase.
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