CAPITULO IV

DISCUSION



SECCION I

CARACTERIZACION DE ALTERACIONES
PRODUCIDAS POR DIETAS RICAS EN CLA EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE RATON



Discusion

La primera parte del presente trabajo de tesis fue llevada a cabo
persiguiendo el objetivo de investigar las potenciales alteraciones producidas por el
consumo de dietas ricas en CLA con un elevado contenido de lipidos. Este tema
podria tener un impacto en la poblacion si se tiene en cuenta la escasa informacién
disponible acerca de los efectos de los CLA a niveles de grasa dietaria comparables a
los observados en una fraccion importante de la poblacion occidental. Los tépicos
abarcados incluyen el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono y las posibles

influencias sobre la reproduccion.

Los efectos de los CLA sobre la composicién corporal, los niveles de lipidos
plasmaticos y tisulares y el metabolismo de los hidratos de carbono son
controversiales. Esto puede deberse en parte a los modelos experimentales y los
isomeros utilizados, como asi también a la dosis, tiempo, edad de los animales al
inicio de la experiencia. En nuestro modelo estudiamos el efecto de los CLA
sustituyendo un 3% de aceite rico en AG poliinsaturados con alto contenido de
acido linoleico, por un 3% de aceite rico en una mezcla de isémeros CLA. A su vez,
estos cambios fueron llevados a cabo en dietas con elevado contenido de grasa
dietaria, quedando asi conformado un modelo experimental sobre el que existen
escasos estudios. Por esta razén, ademas de los grupos dietarios conteniendo o no
CLA con un 20% de grasa dietaria, se incorporé un grupo control con niveles
recomendados en ausencia de CLA para asi diferenciar los efectos que pudiesen

haber sido causados por una elevada ingesta de acido linoleico.
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1.- EFECTO DE LOS CLA SOBRE EL PESO Y LA COMPOSICION CORPORAL

Entre las alteraciones caracteristicas de los CLA a mnivel tisular es
ampliamente reportado el acimulo de TG en higado con hepatomegalia (Belury y
Kempa-Stecko, 1997; West y col, 1998; Clement y col, 2002) y la disminucién del
peso del tejido adiposo (Park y col, 1997; Takahashi y col, 2002) asociados a un
aumento de la masa corporal magra (Chin y col 1994; Cook y col, 1998).

En nuestra experiencia con ratones CF-1, no se observaron cambios en la
ganancia de peso corporal de los animales. Estos resultados coinciden con los
hallados por Tsuboyama-Kasaoka (2003 y 2000), en ratones hembra de la cepa
C57BL/6J, alimentados con niveles normales y elevados de grasa dietaria. Sin
embargo, hay diferencia con los obtenidos por Peters y col (2001) en ratones macho
de la cepa C57TBL/6N utilizando CLA a niveles normales de grasa dietaria, y con los
resultados de DeLany (2000) en ratones macho de la cepa AKR/J alimentados con
mezcla de isémeros a niveles normales y elevados de grasa dietaria, quienes hallaron
un menor peso corporal. La discrepancia con nuestros resultados podria deberse,
entre otros motivos, a la distinta cepa de raton utilizada, o al diferente periodo
etario de inicio del tratamiento. Nuestros animales recibieron las distintas dietas
inmediatamente después del destete, hallandose los mismos en un periodo
exponencial de crecimiento (3 semanas de edad), mientras que en los demas casos,
los animales empezaron las experiencias entre 5 y 8 semanas de edad. En nuestro
estudio, el inicio del tratamiento no implic6 un stress adicional por el cambio de
dieta, mientras que otros autores, luego del destete, mantuvieron a los animales
primeramente con dieta control para, luego de un determinado periodo, incorporar
la presencia de CLA. Nuestro protocolo se justifica aun mas dado que en ciertos
casos (West y col, 1998; Park y col, 2007; Hargrave y col, 2002) la ingesta de

alimento se vio disminuida, lo cual podria explicar la diferente ganancia de peso.

En esta parte del trabajo de tesis no se evalué la composicion corporal

centesimal. Sin embargo, otros autores han reportado que ésta es alterada por la
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ingesta de CLA. Park y col (1997) fueron los primeros en observar cambios en la
composicion corporal de ratones alimentados con CLA, que mostraron una marcada
disminucion del contenido de grasa y aumento de las proteinas, asociados a un
menor peso corporal. Por otro lado, Javadi y col (2007) reportaron que la ingesta de
0,5% de CLA disminuy6 el porcentaje de grasa corporal en ratones alimentados con
elevados niveles de grasa dietaria. Sin embargo, estos efectos no fueron observados

por Patureau Mirand y col (2004) en ratas alimentadas con CLA.

Otra caracteristica fuertemente asociada a la ingesta de CLA es la
hepatomegalia. En nuestro trabajo se observé un incremento del tamaiio del higado
de un 32%. Tsuboyama-Kasaoka y col (2003), utilizando un modelo similar pero
con menores dosis de CLA (1%) y mayores cantidades de grasa dietaria (34%),
encontraron resultados semejantes: aumento del 45% del peso del higado asociado a
esteatosis. Sin embargo, los autores reportaron anteriormente (Tsuboyama-
Kasaoka y col, 2000) que la ingesta de CLA a bajos niveles de grasa dietaria

condujo a un grado aun mayor de esteatosis y hepatomegalia.

El ratén parece ser la especie en la cual los CLA ejercen su mayor efecto, en
varios aspectos evaluados por nosotros y otros autores (Pariza y col, 2001; Evans y
col, 2002) siendo, en general, los resultados consistentes entre diferentes cepas.
Macarulla y col (2005) demostraron en hamsters un aumento del peso del higado,
pero sin la concomitante esteatosis, a diferencia de lo hallado en ratén por otros
autores anteriormente mencionados. No se observaron estas alteraciones en

modelos experimentales con ratas (Azain y col, 2000; Patureau Mirand y col, 2004,

Park y col, 2005a).

En la mayoria de los trabajos publicados, la hepatomegalia es acompanada
por un fuerte descenso del peso de los diferentes tipos de tejidos adiposos. Park y col
(1997) fueron los primeros en demostrar este efecto en ratones en crecimiento
alimentados con un 0,5% de CLA. En nuestro estudio se observé un aumento de
peso del tejido adiposo como consecuencia de la ingesta de una dieta conteniendo

20% de aceite rico en acido linoleico y una disminucién del mismo en un 85%, por
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la sustitucion de 3% del isémero conjugado del acido linoleico. Otros autores
(Tsuboyama-Kasaoka y col, 2003; DeLany y col, 2000) hallaron resultados
similares, pero ademas evaluaron el efecto de los CLA a diferentes niveles de grasa
dietaria. Del mismo modo que fuera discutido anteriormente en el caso del higado,
Tsuboyama-Kasaoka y col (2003) hallaron que el efecto observado en el descenso
del peso del tejido adiposo estuvo inversamente relacionado a los niveles de lipidos
dietarios. Discrepando con este resultado, DeLany y col (2000) encontraron que la
magnitud de la disminucién inducida por los CLA es la misma independientemente

del contenido de grasa dietaria, mientras se mantenga la proporcién de CLA.

Warren y col (2003), comparando el efecto diferencial de los isémeros t10,c12-
y ¢9,t11-CLA, demostraron que el isomero t10,c12-CLA seria el responsable de la
disminucién del peso del tejido adiposo retroperitoneal, asi como del aumento del
tamafio hepatico y la esteatosis. Otros autores (Park y col, 1999) también
demostraron que éste es también responsable de reducir la ganancia de grasa
corporal. Asi, este isémero seria el encargado de los cambios observados no solo a
nivel de los lipidos hepaticos sino de los principales aspectos relacionados a las
alteraciones del metabolismo lipidico inducidas por la ingesta de CLA. Por otro
lado, también se ha propuesto que el isémero ¢9,t11-CLA seria el agente anabélico
activo responsable del crecimiento observado en ciertos modelos (Wahle y col,
2004), y que el aumento relativo en la masa corporal magra observada en ratones

podria preceder la disminucién de la masa grasa (Park y col, 1999).

La diferente susceptibilidad de especie se hace presente también a nivel de los
cambios en el tejido adiposo. En ratas, la inclusién de CLA en la dieta en algunos
trabajos redujo el peso del tejido adiposo, pero esta disminucién no fue tan marcada
como la observada en ratones (Yamasaki y col, 2003). En cerdos, Dugan y col
(1997) demostraron que los depdsitos grasos eran menores, favoreciendo el
incremento de la masa magra, pero sin alcanzar la magnitud observada en ratones.

El hecho que el ratén posea una mayor tasa de recambio de grasa que otras especies
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puede explicar por qué los CLA son mas efectivos en ratones. Por ejemplo, la tasa

metabolica es 7 veces superior a la de los humanos (Terpstra y col, 2001).

2.- EFECTO DE LOS CLA SOBRE EL METABOLISMO DE LiPIDOS

2.A.- EFECTO DE LOS CLA SOBRE LOS LIPIDOS PLASMATICOS

En nuestro modelo con ratones CF-1 alimentados con alto contenido de grasa
dietaria se evaluaron los efectos de la ingesta de CLA sobre los niveles de lipidos
plasmaticos. La concentracién de colesterol no se vio afectada por la adicién de
CLA, como asi tampoco habia sido alterada por el nivel de grasa dietaria. A
diferencia de estos resultados, los niveles de TG plasmaticos tuvieron un transiente
pero no significativo incremento por efecto de la ingesta de altos niveles de grasa
dietaria y fueron significativamente reducidos por la adicion de CLA, alcanzando
niveles aun inferiores a los controles con normal cantidad de grasa dietaria. En
distintas especies animales en condiciones normales, los CLA mostraron un efecto
hipolipémico. En este sentido, Corino y col (2002) reportaron una reducciéon de los
niveles de colesterol, y otros autores, una disminucién del contenido de TG
(Faulconnier y col, 2004; Stangl y col, 2000). Liu y col (2007) y Gavino y col (2000)
también observaron menores niveles de TG plasmaticos administrando CLA a
elevados niveles de grasa dietaria, en ratones y en hamsters respectivamente. Otras
experiencias en ratones alimentados con CLA a niveles normales de grasa dietaria
no encontraron variaciones en los niveles de TG ni de colesterol (Warren y col 2003,
Javadi y col 2004), mientras que Lee y col (2005) hallaron una fuerte disminucién
en ambos parametros. En animales hipercolesterolémicos los efectos de los CLA
también fueron controvertidos. En hamsters (deDeckere y col, 1999), tanto la
mezcla de CLA como el isémero t10,c12-CLA disminuyeron los niveles de LDL-C e

incrementaron los de VLDL-TG, mientras que en un modelo similar, Zabala y col
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(2006a) no encontraron alteraciones en los niveles de TG como consecuencia de la
ingesta de t10,c12-CLA. La diferencia podria deberse a la diferente cepa de hamster
utilizada en ambos estudios. Como hemos visto, se han observado diversos efectos
de los CLA sobre los lipidos plasmaticos en distintas especies, y las discrepancias
observadas podrian deberse en parte al tipo de isémero utilizado, ya que la mayoria
de los estudios han sugerido que el descenso de los niveles de lipidos plasmaticos se
deberia a la accién del isémero t10,c12-CLA. Los efectos de los CLA observados
principalmente en ratones son mas controvertidos como asi también escasos, en
relacién a estudios realizados en humanos. Algunas experiencias hallaron menores
niveles de lipidos plasmaticos (Noone y col, 2002), otras no observaron ningin
efecto benéfico sobre perfil lipidico (Petridou y col, 2003) y otros reportaron incluso
efectos perjudiciales. Particularmente, Smedman y Vessby (2001) observaron que
la ingesta de CLA incrementé los niveles de colesterol total y LDL-C, y Riserus y

col (2002) hallaron que el isémero t10,c12-CLA disminuyé la concentracién de

HDL-C.

2.B.- EFECTO DE LOS CLA SOBRE LOS LIiPIDOS HEPATICOS

La marcada hepatomegalia observada en nuestro modelo se asocia a un
incremento en el contenido de TG hepaticos. Estos resultados coinciden con los de
otros autores: Belury y Kempa-Stecko (1997) demostraron que ratones hembras de
la cepa SENCAR alimentados con una dieta conteniendo 0,5% de una mezcla
equimolecular de los isémeros ¢9,t11-CLA y t10,c12-CLA (similar a la utilizada en
este trabajo de tesis) durante 6 semanas incrementé el contenido de lipidos
hepaticos. Takahashi y col (2003) hallaron un mayor contenido hepatico de TG en
ratones de las cepas ICR y C57BL/6J alimentados con 0,4% del isémero ¢10,c12-
CLA durante 4 semanas. Nuestros resultados demostraron un aumento del
contenido de TG hepaticos en un 168%, también concordando con los resultados de

Liu y col (2007), quienes hallaron un aumento del contenido de TG y acumulacién
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de grasa observada en cortes histoléogicos en un modelo dietario de ratones
C57BL/6J alimentados con niveles de grasa dietaria semejantes al nuestro. DeLany
y col (1999) también reportaron acumulacion de grasa en el higado mediante
andlisis histolégico en ratones de la cepa AKR/J alimentados con un 1% de mezcla

de CLA por 40 dias.

Nakanishi y col (2004) encontraron una relaciéon inversa entre la
acumulacion de TG en el higado inducida por los CLA y la reducciéon de los niveles
de PGE:. Estos resultados son absolutamente compatibles con una alteracién de la
biosintesis de PUFAs de cadena larga y de la produccion de eicosanoides. Los CLA
podrian, por competencia de sustrato con el acido linoleico (Banni y col, 2004) y
posiblemente a través de alteraciones enzimdaticas, afectar la biosintesis de
eicosanoides derivados de la serie n-6, como asi también desequilibrar las

proporciones de eicosanoides derivados de las series n-3 y n-6.
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En el siguiente esquema se pueden observar las alteraciones halladas en la

primera parte de este trabajo de tesis como consecuencia de la ingesta de CLA.

Disminucién de los TG
circulantes.
@ Sin cambios en los Ausencia de cambios en

niveles de colesterol el peso del misculo

gastrocnemius

Disminucién de los TG
musculares
Hepatomegalia

y esteatosis

Ausencia de cambios en

Gran disminucién del el peso corporal

peso del tejido adiposo

Figura 43: efectos de la ingesta de CLA a elevados niveles de grasa dietaria
observados en nuestro modelo experimental.

2.C.- MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LAS ALTERACIONES DEL
METABOLISMO LIPiDICO

Las variaciones de los TG circulantes y tisulares pueden ser explicadas, entre
otros factores, por alteraciones en la sintesis y secrecién hepatica de TG-pre-f3-

lipoproteinas, como también en la remocién periférica de los TG circulantes.

El leve aumento de TG plasmaticos inducido por la ingesta de elevadas
cantidades de grasa dietaria podria estar relacionado a la elevada velocidad de
secrecion de TG (VSTG) observada, la cual fue parcialmente compensada por una
mayor clarificacién de los TG por el misculo. La adicién de CLA a altos niveles de

grasa dietaria redujo abruptamente los niveles circulantes de TG, asociado a un
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moderado descenso de la VSTG. Esto, a su vez, podria promover el acimulo
exacerbado de lipidos hepaticos que caracteriza a estos isdmeros y que hemos

observado en nuestro modelo dietario.

La enzima lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza los TG de las lipoproteinas
plasmaticas (VLDL y quilomicrones) para la incorporacién de AG a los tejidos. En
musculo, la ingesta de CLA disminuy6é la actividad LPL que habia sido
incrementada por el consumo de altos niveles de grasa dietaria. Este hallazgo
concuerda con la normalizacién del contenido de TG musculares, incrementados por
la ingesta de elevadas cantidades de grasa dietaria. Estos resultados coinciden con
los de Zabala y col (2006a), quienes observaron que la ingesta de dietas aterogénicas
con un 1% de 110,c12-CLA, ademas de disminuir el contenido muscular de TG,
disminuye la actividad LPL en un modelo de hamsters. Por otro lado, la actividad
enzimatica no alcanza a decaer hasta valores observados en el grupo control, y el
contenido de TG decrece hasta niveles incluso inferiores. Esta reduccion a valores
tan bajos de TG podria estar relacionada a otros factores, entre ellos, un incremento
en la B-oxidacién mitocondrial. Aunque este pardmetro no fue medido en nuestro
trabajo, Zabala y col (2006a) determinaron la actividad de la enzima Carnitin-
Palmitoil-Transferasa-1 (CPT-1), responsable del transporte de AG a través de la
membrana de la mitocondria para su oxidacién muscular. Esta actividad fue
aproximadamente 70% superior en los animales alimentados con CLA, indicando
que el isomero t10,c12-CLA puede aumentar la eficiencia del musculo para oxidar
los AG libres. Evidencias similares fueron encontradas por Park y col (1997) en
ratones alimentados con CLA. Asi, la disminucién en la captacion de AG y el
aumento en la oxidacion contribuirian al menor contenido de TG musculares

observado en los animales alimentados con CLA.

Otro factor involucrado en la disminucién de los TG circulantes puede estar
relacionado a un cambio en la actividad de la LPL en tejido adiposo. Si bien la
actividad por gramo de tejido adiposo epididimal fue incrementada por la ingesta

de CLA, la disminucién del 85% del peso genera una menor contribucién total del
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tejido a la remociéon de los TG plasmaticos. Estos resultados no explicarian
totalmente la disminucién de los TG circulantes, por lo que otros mecanismos
podrian jugar un rol clave. Nuestros resultados concuerdan con los hallados en
adipocitos 3T3-L1 de cultivo incubados con CLA (Park y col, 1997). Mediante
diferentes metodologias se ha evaluado la actividad LPL y en la mayoria de los
casos se ha encontrado una disminucién en la misma. Xu y col (2003) hallaron una
menor actividad LPL en el tejido adiposo parametrial en ratones hembra
alimentados con CLA durante s6lo 4 dias. Kang y col (2003) demostraron que es el
isémero t10,c12-CLA el que inhibe la expresion de LPL en adipocitos de cultivo, y
corroboraron este hecho con una disminucién de los niveles de mRNA de LPL en
tejido adiposo epididimal. Otros autores (Tsuboyama-Kasaoka y col, 2000),
también han encontrado bajos niveles de mRNA en el tejido adiposo de ratones
alimentados con niveles normales y elevados (Tsuboyama-Kasaoka y col, 2003; Liu

y col, 2007) de grasa dietaria.

Aunque en menor cuantia otras LPL contribuyen a la remocién de los TG
circulantes, en este trabajo focalizamos el estudio en dos tejidos representantes de
la mayor contribucién. No obstante, Degrace y col (2003) encontraron que las
actividades en musculo cardiaco e higado no fueron alteradas. Los resultados de
estos autores son inconsistentes con la mayor VSTG y menor nivel de TG

circulantes presentados en el mismo trabajo.

Como el tejido adiposo es uno de los é6rganos mas importantes en la
clarificacién de TG, numerosos mecanismos podrian estar interrelacionados. Asi, la
elevada actividad LPL expresada por gramo de tejido y el escaso tamano del mismo
podrian estar relacionados a un muy pequeiio tamafo celular. Numerosos factores
podrian contribuir a este hecho, entre ellos la apoptosis del adipocito, las
alteraciones en la proliferacién y diferenciacién de los preadipocitos y los cambios

en la B-oxidacién en este tejido.

La induccién de la apoptosis del adipocito es un proceso importante que

puede estar asociado a la reduccién de la deposicion grasa inducida por los CLA.
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Tsuboyama-Kasaoka y col (2000) sefialaron que una mezcla de CLA al 1% producia
apoptosis en el tejido adiposo de ratones. Otros autores demostraron (Brodie y col,
1999; Hargrave y col, 2002) que el isomero t10,c12-CLA fue el responsable de la
induccién de apoptosis en adipocitos de cultivo. Evidencias in vitro (Evans y col,
2000) e in vivo (Xu y col, 2003) indicarian que los CLA inducen apoptosis en
preadipocitos, y este efecto también se observaria en cultivos de adipocitos
humanos (Brown y col, 2003 y 2004). Asi, la induccién de apoptosis por parte de los
CLA puede depender del isémero en cuestién. Un potencial mecanismo de apoptosis
en el tejido adiposo esta relacionado con el TNF-a (Tsuboyama-Kasaoka y col
2000, Prins y col 1997). La ingesta de CLA incrementé los niveles de mRNA de
TNF-o en adipocitos de ratones, y este hecho coincidié con una elevada tasa de
apoptosis (Tsuboyama-Kasaoka y col, 2000). Se necesitan mayores estudios para
identificar claramente esta relacion causa-efecto, dado que evidencias en ratas
(Yamasaki y col, 2003) y ratones (Akahoshi y col, 2002, Bhattacharya y col, 2005)
mostraron cantidades disminuidas de TNF-o en suero de animales alimentados con
CLA y que mantuvieron una deposicion grasa normal. En contraste a estos
resultados, Azain y col (2000) reportaron que la ingesta de CLA en ratas reduce el
tamaiio de las células pero no el nimero, lo cual hablaria de que en ambas especies

los mecanismos que cobran importancia son diferentes.

La proliferacion de los preadipocitos también podria ser otro de los
mecanismos afectados por los CLA. Cuando la ingesta energética es abundante y
excede los requerimientos inmediatos, los depdsitos grasos se incrementan, con un
aumento en el nimero de adipocitos maduros. Los adipocitos diferenciados no
proliferan, pero los preadipocitos pueden proliferar y tienen el potencial de
diferenciarse en adipocitos maduros, llenando su citoplasma con lipidos. Este
resultado se visualiza como depdsitos grasos expandidos. Diferentes autores han
reportado, sobre todo en estudios in vitro, los efectos antiproliferativos de los CLA

sobre los preadipocitos, lo cual podria impedir la expansién de los depésitos grasos

McNeel y col, 2003; Azain y col, 2004). El isémero #10,¢12-CLA es considerado
y y
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responsable de este efecto (Satory e Smith, 1999) en adipocitos 3T3-L1 de cultivo.
Por el contrario, Ding y col (2002) no hallaron reduccién en la proliferacion celular
en preadipocitos porcinos tratados con CLA, y Poulos y col (2001) no observaron
proliferacién luego de la administracion de CLA dietarios en ratas. No cabe duda de
que para explicar estos resultados discordantes se deben tener en cuenta diferencias

entre las especies estudiadas, y las diferentes condiciones in vivo e in vitro.

Los posibles efectos del isomero t10,c12-CLA sobre la diferenciacion de los
preadipocitos todavia no estan completamente aclarados. La diferenciacion de los
preadipocitos es mediada por una serie de cambios programados en la expresion
génica de proteinas especificas como la enzima LPL, y es regulada por factores de
transcripcién, de los cuales el receptor activado por proliferadores peroxisomales-y

(PPAR-y) es uno de los principales. Los CLA son ligandos naturales de los PPAR-

¥ (Brown y col, 2003). Varios autores han demostrado que el isémero t10,c12-CLA
inhibe la diferenciacién de los preadipocitos a través de un mecanismo que
involucra la disminucion del mRNA de PPAR-y (Granlund y col, 2005; Evans y
col, 2001; Kang y col, 2003; Zabala y col, 2006b). Ademas, se ha reportado una
menor lipogénesis in vivo e in vitro (Evans y col, 2002; Brown y col, 2003), por
efecto del isomero t10,c12-CLA, reflejada por una reduccién en la actividad Acetil-
CoA Carboxilasa (ACC) (Tsuboyama-Kasaoka y col, 2000). Sin embargo, Zabala y
col (2006b) evaluaron los efectos de este isémero en tejido adiposo de hamsters y
hallaron un incremento en la actividad de enzimas involucradas en la lipogénesis:
ACC vy sintetasa de AG (FAS), contrastante con una disminucién de sus niveles de
mRNA, acompafniada de una menor expresién de los factores de transcripcion como
la proteina ligadora de elementos reguladores de esteroles-1 (SREBP-1) y el PPAR-
Y. De esta manera, la diferenciacién de preadipocitos en adipocitos maduros es un
paso esencial para comprender el comportamiento de las células maduras. Los
preadipocitos pueden ser objeto de una inhibicién de la diferenciacién, en la cual los
CLA causen una disminucién en el nimero de células potencialmente capacitadas

para convertirse en adipocitos maduros, y asi disminuir la masa grasa de un

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. UNL. 127



Discusion

organismo. En particular el isémero 110,c12-CLA seria capaz de impartir su efecto
delipidatorio tanto a través del metabolismo como del control del ciclo celular. Se

necesitan mayores estudios para dilucidar completamente estos aspectos.

También hay ciertas evidencias que indican que los CLA podria aumentar la
lipolisis. Park y col (1999 y 2004) y Perez-Matute y col (2007) encontraron
aumentada la tasa de lipdlisis en células 3T3-L1 casi al doble que en las células

controles.

Ademas, la oxidacion de AG por parte del tejido adiposo puede verse afectada
por la accién de los CLA. La actividad de la enzima CPT-1 se encontré aumentada
en tejido adiposo blanco y marrén de ratas (Rahman y col, 2001) y ratones (Park y
col, 1997) alimentados con CLA. Ademds de la PB-oxidacién mitocondrial, otro
mecanismo importante es la oxidacién de AG producida en los peroxisomas, los
cuales son afectados por los CLA, pero existen muy pocas evidencias acerca de la [3-
oxidacion en el tejido adiposo, por lo que mayores estudios deberian ser llevados a

cabo para dilucidar este mecanismo.

También cabe destacar la posibilidad de que no todos los adipocitos
respondan de la misma manera a las sefales moleculares. Los adipocitos no estan
confinados a un tejido especifico, y cada vez hay mayor evidencia de que la
localizacién del tejido adiposo en el organismo es un determinante importante de
las funciones del adipocito, Asi es posible que los efectos de los CLA varien segin la

localizacién, microambiente y funcién fisiolégica de cada adipocito (Pariza y col,

2001).

El higado es un 6rgano blanco de la accién de los CLA, los que conducen a un
acumulo muy significativo de TG acompanado de hepatomegalia. Dentro de los
mecanismos que podrian estar involucrados en la inducciéon de la acumulacion de
lipidos, ademas de los discutidos previamente, podemos mencionar: alteraciones en

la sintesis y oxidacién de AG, en el ensamble de pre-B-lipoproteinas, regulacién de

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. UNL. 128



Discusion

la expresion de factores de transcripcion, captacion de lipidos, etc. Varios autores
han reportado que la ingesta de mezcla de CLA en ratones incrementa la actividad
y expresion de las enzimas involucradas tanto en la sintesis de AG como en la B-
oxidacion mitocondrial y peroxisomal (Takahashi y col, 2002; Ide y col, 2005).
Ademas, Degrace y col (2004) reportaron que la incrementada B-oxidaciéon hepatica
hallada en ratones podria ser inhibida in vive por las elevadas cantidades de
malonil-CoA encontradas en higado. Javadi y col (2004), en una experiencia
similar, reportaron que la actividad de las enzimas hepaticas relacionadas a la
sintesis de AG (ACC, FAS) se encontraba mas incrementada que la actividad de las
enzimas encargadas de la oxidacién, contribuyendo asi a la esteatosis hepatica el
proceso de sintesis mucho mas que la oxidacién. Martin y col (2000) evaluaron el
efecto de los CLA como mezcla y como isémeros individuales sobre diferentes
sistemas enzimaticos en rata. Sus resultados no fueron tan marcados como los
observados en ratén, ya que no se apreciaron cambios en las enzimas ACO y CPT-1,
lo que sugeriria una menor susceptibilidad de esta especie. La expresion génica de
casi todas las enzimas involucradas en la oxidacion de los lipidos hepaticos y en la
captacion hepatica de AG son reguladas por los PPAR-a (Jump y col, 1997; Kota y
col, 2005). Moya Camarena y col (1999) demostraron que los CLA son potentes
ligandos y activadores de estos receptores nucleares, siendo el isémero ¢9,t11-CLA
ligeramente mas potente que el 110,c12-CLA. Asi, a través de la unién y activacion
a los PPAR-q, la ingesta de CLA resulta en un aumento del mRNA de enzimas
como ACO y la proteina ligadora de AG (FABP), entre otras. Sin embargo, Peters y
col (2001) demostraron que la ingesta de CLA incrementa los niveles de mRNA no
s6lo de ACO, CPT-1, sino también de FAS, Estearoil-CoA Desaturasa-1 (SCD-1) y
FABP en el higado de ratones wild type pero no PPAR-a null, lo cual indicaria que
los CLA aumentan la expresién génica de enzimas relacionadas al metabolismo
hepatico de AG a través no solo de mecanismos dependientes de PPAR-a sino
también independientes. Aunque en el higado se expresa mayoritariamente la

variedad o de los PPAR, bajo determinados estimulos puede incrementarse la
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expresion de la variedad y, que en condiciones normales es casi exclusiva del tejido
adiposo y esta fuertemente involucrada en la diferenciaciéon del adipocito y la
sintesis de sus lipidos. Varios autores (Liu y col, 2007; Poirier y col, 2005)
encontraron un aumento en la expresion de PPAR-y en higado de animales
alimentados con CLA a normales y elevados niveles de grasa dietaria. Asi podria
plantearse que en el higado los CLA aumentan la expresion de PPAR-y,
estimulando la sintesis de lipidos, mientras que a través de la inducciéon de la
expresion de PPAR-a estimularian su oxidacién. También hay que tener en cuenta
la accién de los SREBPs, factores de transcripcion también involucrados en la
regulacion de las enzimas que participan en la sintesis de lipidos hepaticos, cuya

expresion es aumentada por la ingesta de CLA (Clement y col, 2002).

Por otro lado, el ensamble de las VLDL previo a su secrecion es otro posible
punto de accién de los CLA. Pal y col (2005) reportaron que en hepatocitos de
cultivo, la secrecion de apoproteina B 100 (apoB100) se vio significativamente
disminuida en presencia de CLA. Esto estaria relacionado con reducidas cantidades
de colesterol en las células, necesario para la produccién de apoB100. Asi, los bajos

niveles plasmaticos de VLDL se podrian correlacionar con la menor produccion de

apoB100.

También la acumulacién de lipidos hepaticos se relaciona con la expresién de
diversos receptores como el receptor de LDL (LDL-R) y el transportador de AG
FAT/CD 36, entre otros. Degrace y col (2004) observaron que los CLA inducen la
expresion del LDL-R, aumentando la capacidad hepatica de remover lipidos
plasmaticos. Por otro lado, Liu y col (2007) observaron que la ingesta de CLA en
animales alimentados con elevados niveles de grasa dietaria aumenté los niveles de

expresion de FAT/CD 36, aumentando asi la captacién de AG por el higado.
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3.- CLA Y SINDROME LIPODISTROFICO

Las alteraciones metabdlicas descriptas a nivel de higado y tejido adiposo
generadas por la ingesta de CLA pueden ser enmarcadas dentro del sindrome
lipodistrofico. Generalmente, la drastica disminucién en el peso del tejido adiposo y
la esteatosis hepatica son acompanadas por resistencia insulinica e hiperinsulinemia
(Clement y col, 2002; Tsuboyama-Kasaoka y col, 2000). Poirier y col (2005)
hallaron un gran incremento en la secrecion de insulina estimulada por glucosa en
islotes pancreaticos aislados de ratones alimentados con un 1% de CLA. Ademas, el
analisis morfométrico del tejido pancreatico demostré que los CLA incrementan el
nimero y tamaiio de las células § pancreaticas, indicando que la elevada secreciéon
de insulina se debe a una hiperplasia de las células B. Un posible origen de estas
alteraciones podria ser una disminucién en la expresion de PPAR-y en pancreas
(Rosen y col, 2003). Este sindrome lipodistréfico mediado por los CLA esta
relacionado al isémero t10,c12-CLA (Clement y col, 2002), y los mecanismos que lo
caracterizan se desarrollan en un orden cronolégico. El tejido adiposo parece ser el
primer blanco de los CLA. Segin Xu y col (2003), dos dias de tratamiento con CLA
son suficientes para alterar el perfil génico de este tejido, y 4 dias para disminuir la
actividad LPL, sin detectarse cambios a esta altura en el higado. Asi, surge la
pregunta acerca de la relacién entre la disminucion del tejido adiposo, las
alteraciones en la insulina y la esteatosis hepatica. Es interesante comentar que en
ratones A-ZIP/F-1, en los que se observa lipodistrofia, el cuadro es revertido
mediante el transplante de tejido adiposo (Gavrilova y col, 2003). Este efecto puede
ser, al menos en parte, mediado por el restablecimiento de la produccién de
adipocitoquinas por el tejido transplantado. Tsuboyama-Kasaoka y col (2000)
reportaron que tanto la hiperinsulinemia como la esteatosis hepatica son
parcialmente revertidas cuando la hipoleptinemia generada por la falta de tejido
adiposo, es normalizada mediante la infusiéon de leptina en los ratones

lipodistréficos. Asi, estos datos sugieren que la deficiencia de leptina y adiponectina

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. UNL. 131



Discusion

(Warren y col, 2003) contribuyen a la hiperinsulinemia, resistencia insulinica e
higado graso observados en ratones alimentados con CLA. De esta manera, los CLA
podrian producir primeramente un marcado incremento de TNF-o que lleva a una
drastica reduccion en la reservas de grasa a través de la apoptosis, regulacién de
genes responsables del destino metabdlico de los AG en el adipocito y otros
mecanismos. A su vez, la disminucién de la masa grasa esta asociada a una
reducciéon en los niveles de adiponectina y leptina (Perez-Matute y col, 2007).
Luego, la resistencia insulinica dispara una hiperplasia de las células B que
contribuye al aumento en los niveles plasmaticos de insulina. Finalmente, la
hiperinsulinemia crénica aumenta la deposicién grasa en el higado a través de una
induccion de la captaciéon de AG y de la lipogénesis. Este ultimo evento constituye
una protecciéon a corto plazo contra una resistencia insulinica aun mas severa al

limitar dafios debidos a deposicién de grasa periférica.

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. UNL. 132



Discusion

En el siguiente esquema se pueden observar los mecanismos asociados a las

alteraciones del metabolismo lipidico generados por los CLA.

f Insulina Hiperplasia de células 8

K | PPAR-y
Disminucion de los

/ (’ TG circulantes Resistencia Insulinica

1 vsTG @

Hepatomegalia y esteatosis -

f Lipogénesis

1 PPAR-~y Disminucion de los
1 B-oxidacién n}itocolndrial y v l I Leptina | 9 TG musculares
peroxisoma T 1 LPL
f PPAR« B-oxidacién
mitocondrial
1

Gran disminucion del
peso del TA
| PPAR-y
T INF-a
| LrL
] Apoptosis
| Proliferacién y diferenciacién de adipocitos
f Lipolisis

f B-oxidacién mitocondrial y peroxisomal

Figura 44: mecanismos asociados a las alteraciones del metabolismo lipidico
y modelo cronolégico (indicado por los nimeros correspondientes) de la lipodistrofia
generada por los CLA (basado en Poirier y col, Biochimie 2005 y en nuestros
resultados).
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En el caso de nuestro modelo dietario, no se observé un cuadro de
lipodistrofia tan marcado como el descripto por otros autores. Esto puede deberse a
diferencias en la cepa, sexo, tipo de isémero, contenido de grasa dietaria y duracién
del tratamiento. El cuadro mas marcado de lipodistrofia fue observado por
Tsuboyama-Kasaoka y col (2000), cuyo modelo dietario diferia del nuestro: se
trataba de ratones hembra de 7 semanas de edad al principio del tratamiento, de la
cepa C57BL/6J, alimentados con una mezcla de CLA muy similar a la nuestra

durante 14 semanas.

4.- CLA'Y METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO

Las mencionadas lipodistrofia e hiperinsulinemia podrian estar asociadas a
alteraciones en el metabolismo de la glucosa. En este sentido, muy pocos datos hay
referidos a los efectos de los CLA sobre los niveles de glucosa y su regulacion. La
glucemia no mostré variaciones consecuentes a la ingesta de elevadas cantidades de
grasa dietaria ni a la adicion de CLA. Varios autores han reportado ausencia de
cambios en los niveles de glucemia acompanados de altos valores de insulina
plasmatica y un abrupto descenso de los niveles de leptina y adiponectina en
modelos de ratéon alimentados con CLA (Ide 2005; Tsuboyama-Kasaoka y col,

2000; Clement y col, 2002; Liu y col, 2007).

El metabolismo de la glucosa, evaluado a través del contenido de distintos
intermediarios relacionados a la utilizacién y metabolizacion de la misma en higado
y musculo gastrocnemius, mostré importantes alteraciones inducidas por elevados
niveles de grasa dietaria y por la inclusion de CLA. Al menos a nuestro
conocimiento, no hay datos bibliograficos sobre este tema con los que podamos

contrastar nuestros resultados.

A nivel hepatico, las principales alteraciones observadas en el metabolismo

de la glucosa estuvieron asociadas a una marcada disminucién en el flujo de
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sustratos a través de la enzima FosfoFructo-Kinasa-loo (PFK-la) como lo
demuestra la reduccién en la relacion F-1,6-P2/F-6-P, tanto por la ingesta de
elevada cantidad de grasa dietaria como por el consumo de CLA. Esta posible
inhibicién de la PFK-la podria estar asociada al contenido de citrato, que fuera
mas de tres veces incrementado por la ingesta de altas cantidades de grasa dietaria.
Si bien los CLA redujeron parcialmente los niveles de citrato hepatico, pareciera
que los mismos permanecieron lo suficientemente altos para mantener la inhibicién
de la PFK-1a.. No obstante, esta ligera alteraciéon de los niveles de citrato podria
estar asociada a un incremento en la expresién del transportador mitocondrial de
citrato (CIC) por efecto de los CLA, como fuera reportado por Ferramosca y col
(2006). El CIC exporta el citrato formado en la matriz mitocondrial hacia el citosol,
suministrando asi las unidades de carbono necesarias para la lipogénesis. Asi, estos
aumentos de los niveles de citrato podrian estar relacionados a la mayor
disponibilidad de lipidos hepaticos. El citrato es también un modulador alostérico
de la enzima ACC, cuya expresion génica se encuentra incrementada por efecto de
los CLA (Javadi y col, 2004), lo que conduciria a una mayor sintesis de AG
hepaticos. Estos mecanismos explicarian parcialmente el mayor incremento de la
lipogénesis hepatica producida por la adicién de CLA, conduciendo a la esteatosis
hepatica. A diferencia de las alteraciones observadas en la via glucolitica a nivel
hepatico en este trabajo, Choi y col (2004) no hallaron alteraciones en la actividad
de enzimas hepaticas relacionadas tanto a la glucélisis como a la gluconeogénesis en
un modelo de ratas alimentadas con CLA a elevados niveles de grasa dietaria.
Especificamente, estos autores no encontraron diferencias como consecuencia de la
ingesta de CLA en las actividades Glucokinasa, G-6-Fosfatasa y Fosfoenolpiruvato-
Carboxi-Kinasa (PEPCK). Asimismo, Giudetti y col (2005) no encontraron
alteraciones en la actividad de la enzima PFK-la en higado de ratas alimentadas
con CLA. Es de destacar que estos trabajos fueron realizados en modelos
experimentales diferentes al nuestro, los cuales son menos susceptibles a

alteraciones en el metabolismo lipidico e hidrocarbonado.
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Otro hallazgo notable fue el incremento del contenido hepatico de lactato. Si
bien no existen datos en este sentido, una posible hipétesis consideraria que la
ingesta de CLA afecte la funcién mitocondrial (Kramer y col, 1998); asi la oxidacién
de piruvato se podria ver comprometida, y éste seria convertido en lactato, ya que
esta seria la inica reaccion posible fuera de la mitocondria (derHofstede y col, 2004;
Brinkman y col, 1998). De esta manera, el aumento del lactato en el higado estaria
relacionado a un desbalance del estado energético, que conduciria a una alteraciéon
del estado rédox citoplasmatico. Ademas, aumentos del lactato a nivel hepatico
podrian conducir a un incremento del lactato en suero, el cual es considerado un

marcador relacionado a la lipodistrofia (Haugaard y col, 2006).

Ademas de las alteraciones denotadas en la via glucolitica, encontramos que
la ingesta de elevadas cantidades de grasa dietaria, como también la adicién de
CLA, incrementaron el contenido de glucégeno hepatico. Nuestros hallazgos,
aunque son compatibles con una derivaciéon del metabolismo de la glucosa hacia la
sintesis de glucégeno, no fueron sustentados por otros autores. Javadi y col (2004)
no hallaron diferencias en el contenido hepatico de glucégeno en ratones
alimentados con CLA a elevados niveles de grasa dietaria durante 3 ni 12 semanas,
y Ohnuki y col (2001) tampoco, en un estudio similar. Cabe aclarar que estos

autores no evaluaron la via glucolitica.

En forma semejante a los hallados en el higado, el misculo gastrocnemius
mostr6 alteraciones en el metabolismo de la glucosa. No obstante, este tejido
pareciera ser menos afectado y los mecanismos involucrados podrian ser diferentes.
La ingesta de elevados niveles de grasa dietaria disminuy6 el flujo a través de la
enzima PFK-la, y la adicion de CLA acentué esta inhibicién. Si bien
inesperadamente los niveles de citrato muscular no difirieron entre los grupos
experimentales, es posible interpretar la inhibicion de la PFK-la a través de la
elevada disponibilidad de lipidos musculares observada como consecuencia del
consumo de elevados niveles de grasa dietaria y a través de un incremento en la f3-

oxidacion muscular reportada por otros autores (Zabala y col, 2006a; Park y col,
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1997) por la adicion de CLA. Metabolitos reguladores no evaluados por nosotros,

como los niveles de F-2,6-P2, entre otros, podrian también estar involucrados.

En forma semejante a lo ocurrido en el higado, la inhibicion de la via
glucolitica podria derivar hacia una mayor sintesis de glucégeno muscular, pero la
misma no es acentuada por la inclusion de CLA en la dieta. Estos resultados son
coincidentes con los de Zabala y col (2006a), quienes no encontraron diferencias
inducida por la ingesta de CLA en un modelo animal de hamsters alimentados con
niveles normales de grasa dietaria. En congruencia con los resultados mencionados,
Ryder y col (2001) tampoco hallaron diferencias en el contenido de glucégeno
muscular en ratas diabéticas alimentadas con CLA, aunque la actividad glucégeno
sintasa estuvo aumentada. Cabe destacar que en nuestro trabajo, aunque se evalué
la via glucolitica y los depédsitos de glucogeno en higado y misculo gastrocnemius,
no se estudiaron diversos mecanismos que podrian afectar a la misma a distinto
plazo, como ser cambios hormonales y de sensibilidad a diversas hormonas,
alteraciones en sistemas de feedback negativo del sistema enddcrino, composicion

lipidica de los tejidos, estado rédox citoplasmatico y mitocondrial, etc.

Por otro lado, hay evidencias de alteraciones en el metabolismo de la glucosa
en otros tejidos como consecuencia de la ingesta de CLA. En adipocitos, Xu y col
(2003) reportaron una disminuciéon en la incorporacién de los atomos de carbono
provenientes de la glucosa, tanto en el glicerol como en los AG, y Perez-Matute y
col (2007) encontraron un incremento en el porcentaje de atomos de carbono
provenientes de la glucosa metabolizados a lactato relacionado a una baja
produccién de leptina, lo que indicaria la interrelacion entre la via glucolitica y las
alteraciones en la produccién de adipocitoquinas. A su vez, Tsuboyama-Kasaoka y
col (2000), Takahashi y col (2002) y Kang y col (2003) han hallado una disminucién
de la expresion de GLUT-4 ligado a un incremento en la produccién de TNF-a en
tejido adiposo, y un incremento en el mRNA de GLUT-4 en misculo, factores
relacionados con la resistencia periférica a la insulina. Al incrementar la cantidad de

grasa dietaria manteniendo la ingesta de CLA, Tsuboyama-Kasaoka y col (2003)
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hallaron que tanto estos parametros como los niveles plasmaticos de insulina y
leptina eran parcial o totalmente normalizados. Estas observaciones nos llevan a
deducir que el elevado contenido de grasa de nuestras dietas podria parcialmente
evitar el desarrollo de un marcado cuadro de lipodistrofia asociado a grandes
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono. Por otro lado, Choi y col
(2004) reportaron que la ingesta de ambos isémeros CLA, juntos o por separado, en
un modelo de ratas alimentadas con elevados niveles de grasa dietaria, disminuye la
resistencia insulinica, posiblemente debido a un incremento en la oxidacién grasa y
en el gasto energético reflejado por un incremento en la actividad de la enzima ACO
en higado y musculo esquelético. Estas diferencias podrian ser parcialmente

explicadas por la distinta susceptibilidad de las especies.

También se cuantificaron los niveles de metabolitos energéticos en higado y
musculo gastrocnemius. Aunque no se observaron alteraciones en los niveles de
ATP hepatico ni muscular, la ingesta de altas cantidades de grasa dietaria
incremento los niveles de creatina-P y disminuyé los de creatina, incrementando asi
la relacion creatina-P/creatina en un 90%. Si bien estos resultados no son acordes a
otros encontrados previamente en ratas alimentadas con dieta rica en grasa (Bernal
y col, 20006), es posible hipotetizar que en los ratones la mayor disponibilidad de
lipidos musculares encontrada en los animales alimentados con elevados niveles de
grasa, o la mayor B-oxidacién observada por otros autores en animales alimentados

con CLA podrian inducir una mayor interconversion de creatina a creatina-P.

5.- CLA'Y STRESS OXIDATIVO

La marcada esteatosis hepatica observada en nuestro modelo experimental,
potencialmente incrementa la cantidad de sustrato disponible para la peroxidacion
lipidica. Los PUFAs son muy susceptibles a la peroxidacién espontanea,

formandose asi hidroperéxidos y aldehidos reactivos. Al mismo tiempo, el
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contenido de AG en los hepatocitos incrementa los niveles de PPARa, lo cual
aumenta la B-oxidacién mitocondrial y peroxisomal, resultando en la generacion de

especies reactivas al oxigeno.

Los resultados observados en higado indicarian que una dieta rica en grasas
insaturadas induce stress oxidativo, reflejado por elevados valores de
lipoperoxidaciéon (LPO). Si bien muchos factores podrian estar involucrados en esta
alteracion, nuestros resultados son compatibles con una inhibicién de la enzima
catalasa. La adiciéon de CLA a la dieta rica en grasa previno la apariciéon de stress
oxidativo. Un mecanismo compensador implicado podria ser mediado por el
incremento del contenido de glutation reducido (GSH), dado que las actividades de
las enzimas protectoras catalasa y glutation peroxidasa (GSH-Px) son aun mas
bajas que aquellas observadas con dieta grasa rica en acido linoleico. La esteatosis
hepatica se asocia frecuentemente al stress oxidativo dentro de sus causas
etiol6gicas. Varios autores han encontrado resultados semejantes a los nuestros al
administrar dietas con alto contenido de grasa. Sailaja y col (2004) hallaron
incrementados niveles de LPO asociados a un fuerte descenso en varios sistemas
enzimaticos a nivel hepatico, mientras que Lin y col (2008) y Yang y col (2006)
reportaron resultados similares, acompanados por un descenso de los niveles de
GSH, no observado por nosotros. La suma de esteatosis hepatica causada por el
consumo de elevadas cantidades de grasa y stress oxidativo debido a la aparicién de
especies reactivas al oxigeno puede llevar a la progresion de una simple esteatosis

en esteatohepatitis no alcohdlica, fibrosis o cirrosis (Mehta y col, 2002).

La capacidad de los CLA de prevenir el incremento de los niveles hepaticos
de LPO fue hallada también por Livisay y col (2000), quienes reportaron que la
habilidad de los CLA de disminuir la formacién de los mismos sin afectar otros
marcadores de oxidacién sugiere que la menor generacién de stress oxidativo seria
el resultado de una disminucién en el contenido de PUFAs de las membranas.
Aunque los CLA no actien en forma directa como antioxidantes, su habilidad de

alterar la composicion de AG de membrana podria disminuir la formaciéon de
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productos citotoxicos. Este resultado puede relacionarse al potencial efecto
antioxidante de los CLA que Yu y col (2001) evaluaron in vitro, sugiriendo que
podrian ejercer un efecto de quenching sobre los radicales libres, protegiendo asi
contra los efectos deletéreos de los peréxidos. Otro posible mecanismo relacionado a
la ingesta de CLA podria ser un incremento de los niveles de GSH, hallazgo
reportado también por Arab y col (2006), quienes demostraron que los CLA son los
unicos PUFAs capaces de generar este efecto. En este estudio en células de cultivo
que involucra solamente al isémero ¢9,i111-CLA, el incremento en los niveles de
GSH fue independiente de la aparicién de stress oxidativo. El contenido hepatico
de GSH es mantenido mediante la reduccién del glutation oxidado por medio la
enzima glutation reductasa y la sintesis de novo por accién de la enzima y-glutamil-
cisteina ligasa (y-GCL). Los principales inductores de esta enzima son los niveles de
LPO y la acciéon de los PPAR-y. Ya que, como se vio anteriormente, los CLA
inducen la expresiéon de PPAR-y en el higado (Liu y col, 2007, Poirier y col, 2005),
el incremento de los niveles de GSH podria ser una de las tantas acciones de los
CLA mediada por estos receptores. En el mismo estudio se sugiere que la
conformacion espacial que presentan los CLA, de tipo hairpin, es la que permite
interacciones hidrofébicas especificas con las proteinas, y puede explicar su
interacciéon con los PPAR. Kim y col (2005) también evaluaron el potencial poder
antioxidante de los CLA, pero en este estudio en un modelo de ratas se
administraron dietas carentes de vitamina E. En este caso, los CLA alteraron la
composicion lipidica de la membrana celular, disminuyendo los niveles de AG
susceptibles a la oxidacién tales como acido linoleico, linolénico y araquidénico, lo
que se relacioné con una disminucién en los niveles de LPO con respecto al grupo
alimentado sin vitamina E. Otros autores (Santos Zago y col, 2007), trabajando con
ratas alimentadas con mezcla de CLA a niveles normales de grasa dietaria,
observaron una leve disminuciéon de los niveles de LPO acompaiada de menores
valores de actividad catalasa en suero, pero la comparacién de los resultados con los

nuestros fue muy dificultosa por las diferencias entre los modelos utilizados.
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Por otro lado, Bergamo y col (2004) demostraron que los CLA ejercen un
efecto proapoptético al generar radicales libres en células de cultivo. Estas
evidencias se corresponden con los hallazgos de Devery y col (2001), que explican
que un aumento en la LPO generado por la presencia de CLA puede contribuir a los
efectos citotoxicos en células tumorales, mecanismo que explicaria, al menos en
parte, la accién anticancerigena de este compuesto. Por otro lado, Riserus y col
(2002) evaluaron marcadores de stress oxidativo como prostaglandina PGF: y sus
metabolitos en humanos que consumen de CLA, encontrando niveles elevados.

Tantos resultados discordantes entre si merecen mayores estudios.

6.- CLA Y REPRODUCCION

En esta parte del estudio evaluamos el efecto de los CLA a elevados niveles
de grasa dietaria sobre parametros reproductivos de ratones machos y hembras en
la primera y segunda generacién. Los resultados mostraron que en ratones hembra,
tanto el nivel de grasa dietaria como la presencia de CLA, asi como el momento en
que estos parametros fueron evaluados (primera o segunda generacion)
influenciaron la tasa de resorcién y la expresion de diferentes citoquinas que
podrian jugar un rol importante en los mecanismos inmunolégicos involucrados en
la viabilidad fetal. En ratones macho, la cantidad de grasa dietaria y la presencia de

CLA afectaron algunos de los parametros analizados.

Los efectos de la ingesta de elevados niveles de grasa dietaria no han sido
bien descriptos anteriormente. Se ha reportado que dietas grasas reducen la tasa de
concepcion y la sobrevivencia de la cria en el periodo perinatal (Shaw y col, 1997).
Concordando con estos resultados, observamos que las hembras que ingirieron altos
niveles de grasa dietaria presentaron resorciones en ambas generaciones evaluadas
y que los machos mostraron menor tasa de reacciéon acrosomal en la primera

generacion. La ingesta de CLA no modific6 la tasa de resorciones ni el recuento y
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motilidad de los espermatozoides, sin embargo, se observé una menor tasa de

reaccién acrosomal en la segunda generacion.

Es muy conocido que las citoquinas juegan un rol importante en la prefiez.
El paradigma Th1/Th2/Th3 propone que un balance entre las citoquinas del tipo
Thl y las del tipo Th2/Th3 es critico para una prefiez exitosa. En los mamiferos se
ha demostrado que la produccién de citoquinas Th2 y Th3 (IL-4, IL-10 y TGF-B)
en la interface feto-materna favorece el mantenimiento y la inmunoregulacién de la
prefiez (Simon y col, 1995, Wegmann y col, 1993), asi como la implantacién del
embrion y el desarrollo de la placenta. En contraste, un patrén predominante Thl
(IL-2, IFN-y y TNF-a) se asocia a muerte fetal. Sin embargo, en la actualidad
ciertos autores cuestionan este paradigma, ya que las interacciones de las
citoquinas que gobiernan la regulacion inmune son mucho mas complejas (Chaouat
y col, 2002). En este trabajo analizamos el efecto de elevados niveles de grasa
dietaria y de la presencia de CLA en la expresién placentaria de IL-4, TNF-a y
TGF-B. Los resultados nos muestran que altos niveles de grasa disminuyeron la
expresion de 1L-4 sélo en la primera generacién, mientras que la presencia de CLA
la redujo en ambas experiencias. Con respecto a la expresion de TNF-a, en la
segunda generacion la ingesta de elevados niveles de grasa dietaria incrementé su
expresion, mientras que la de CLA la normalizé. Esto indicaria que la presencia de
CLA podria ejercer un efecto atemperador en la expresion de esta citoquina
proinflamatoria. Estos resultados coinciden con los de Song y col (2005) y
Changhua y col (2005). Estos autores observaron que los CLA disminuyen los
niveles de mRNA de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y TNF-a) inducidos por la
inyeccion de lipopolisacarido (LPS), e incrementa la expresiéon de IL-10. Con
respecto a la expresion de TGF-f3, ésta fue disminuida por la presencia de CLA en
ambas generaciones estudiadas. Estos resultados nos muestran que los fetos
resorbidos hallados en la primera generaciéon en los animales alimentados con
elevados niveles de grasa dietaria se correlacionan con una disminucién en la

expresion de IL-4, mientras que los observados como consecuencia de la ingesta de
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CLA coinciden con la menor expresiéon de IL-4 y de TGF-B. Los resultados de la
segunda generaciéon concuerdan con el paradigma Th1/Th2 ya que las resorciones
observadas en los animales que recibieron altos niveles de grasa se correlacionaron
con un incremento en la expresiéon de una citoquina proinflamatoria como es el
TNF-o, mientras que las hallados en los animales que ingirieron CLA concuerdan
con una baja expresion de citoquinas protectoras (IL-4 y TGF-B), ya que los niveles
de TNF-o fueron normales. Resumiendo, nuestros resultados sugieren que tanto los
altos niveles de grasa dietaria como la presencia de CLA en la dieta podrian afectar
la performance reproductiva en ratones. En los machos, una hipétesis seria que
podria estar afectada la funcionalidad de la membrana de los espermatozoides,
mientras que en las hembras, posibles alteraciones en la producciéon de citoquinas
en la interface feto-materna podria disminuir la viabilidad fetal, llevando a un

mayor nimero de fetos resorbidos.
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