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AA: acido araquidonico

ACO: acil Co-A oxidasa

AG: 4cido graso

AGI: 4cido graso insaturado

AGMLI: 4cido graso monoinsaturado

AGPI: acido graso poliinsaturado

AGPI-CL: 4cido graso poliinsaturado de cadena larga

AGS: 4cido graso saturado

AL: acido linoleico

ALAT: alanina amino transferasa

ALN: 4cido a-linolénico

ANOVA: analisis de la varianza, acronimo del inglés “analysis of variance”
apo B-100: apolipoproteina B-100

AR: aceite enriquecido en acido ruménico

ASAT: aspartato amino transferasa

c: cis

c9,t11-CLA: cis9,trans11-CLA

CAT: catalasa

*CLA: conjugados del acido linoleico, acronimo del inglés “conjugated linoleic acid”
Col: colesterol total

COX: ciclooxigenasa

CPT-Ia: carnitina palmitoiltransferasa-la

CPT-Ib: carnitina palmitoiltransferasa-Ib

ECNT: enfermedades cronicas no transmisibles

EE: eficiencia energética

EM: enzima malica

FA: fosfatasa alcalina

FAS: sintasa de acidos grasos, acronimo del inglés “fatty acid synthase”
FL: fosfolipidos

*DGLA: acido dihomo-y-linolénico, acronimo del inglés “dihomo-y-linolenic acid”
*DHA: acido docosahexaenoico, acronimo del inglés “docosahexaenoic acid”

*EPA: acido eicosapentaenoico, acronimo del inglés “eicosapentaenoic acid”
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G: grasa dietaria

*GLA: 4cido y-linolénico, acronimo del inglés ““y-linolenic acid”

G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

GSH: glutatiéon reducido

GSH-Px: glutation peroxidasa

HDL: lipoproteina de alta densidad, acronimo del inglés “high density lipoprotein”
HMG-CoA: hidroxi-3-metil-glutaril-CoA

hsp 70: acronimo del inglés “70-kD heat shock protein”

I: isdmero

Ig: inmunoglobulinas

KIJ: kilo joule

LDL: lipoproteina de baja densidad, acronimo del inglés “low-density lipoprotein”
LFABP: proteina de unién de 4cidos grasos hepética, acronimo del inglés “liver-type fatty
acid binding proteina”

LOX: lipooxigenasa

LPL: lipoproteina lipasa

LPO: lipoperoxidacion

MDA: malondialdehido

Mix: aceite mixCLA

mixCLA: mezclas con cantidades equimoleculares de ¢9,/11-CLA y ¢10,c12-CLA
NAFLD: enfermedad del higado graso no alcohoélico, acronimo del inglés “non-alcoholic
fatty liver disease”

NI: no identificado

NS: no significativo

PGE: prostaglandina E

PPAR: receptor que activa la proliferacion de peroxisomas, acronimo del inglés
“peroxisome proliferator-activated receptors”

REGC: retencion energética de grasa corporal

REPC: retencion energética proteica corporal

RETC: retencidn energética total corporal

S: significativo

SCD: estearoil-CoA desaturasa, acronimo del inglés “stearoyl-CoA desaturase”

SEM: error estandar de la media, acrénimo del inglés “standard errors of mean”
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SREBP: proteina de unién al elemento de respuesta a esteroles, acronimo del inglés “sterol
regulatory element-binding protein”

L trans

t10,c12-CLA: trans10,cis12-CLA

TAE: tejido adiposo epididimal

TBARSs: sustancias reactivas al 4cido tiobarbitarico, acrénimo del inglés “thiobarbituric
acid reactive substances”

TG: triglicéridos

TNF-a.: factor de necrosis tumoral-o., acronimo del inglés “tumor necrosis factor alpha”

U: unidad de actividad enzimatica

UCP: proteina desacoplante, acronimo del inglés “uncoupling protein”

VLDL: lipoproteina de muy baja densidad, acréonimo del inglés “very low-density
lipoproteina”

VSTG: velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos

(*) En inglés, debido a su reconocido empleo como acronimo.
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Resumen

RESUMEN

Los conjugados del acido linoleico (CLA) son un grupo de isdbmeros posicionales y
geométricos del 4cido linoleico con dobles enlaces conjugados. Los principales origenes de
los CLA en la dieta habitual humana son los alimentos derivados de rumiantes, tales como
lacteos y carnes, y en ellos predomina el isdémero ¢9,/11-CLA (4cido ruménico) (> 80%),
seguido de #10,c12-CLA (aproximadamente 10%) y otros en menor cantidad. Sin embargo,
comercialmente hay disponibles suplementos dietarios y ayudas ergogénicas derivados de
procesos de sintesis quimica, conteniendo cantidades equimoleculares de ¢9,/11-CLA y
t10,c12-CLA  (aproximadamente 35-45% de cada wuno). Estudios nutricionales,
principalmente desarrollados en modelos animales, han demostrado una variedad de
efectos funcionales de los CLA sobre la salud, incluyendo efectos anticarcinogénicos,
antiaterogénicos, antiobesogénicos, antidiabéticos, modulador de la respuesta inmune y, en
general, del metabolismo intermedio. No obstante, en ratones ciertos efectos negativos
también han sido observados, como hepatomegalia y esteatosis. Ambos tipos de isdémeros
poseen efectos especificos y diferenciales relacionados a numerosos factores, entre ellos:
especie, condicion fisiologica, tiempo y dosis administrada, como también del entorno
metabolico-nutricional existente. Dentro de este ultimo factor, las diferentes proporciones
relativas de acidos grasos insaturados (AGI) de las series n-9, n-6 y n-3 podrian ser
fundamental para modular el efecto benéfico y/o deletéreo de los distintos isomeros CLA.
En este sentido, diferentes mecanismos podrian sustentar estd hipotesis a nivel de los
efectos sobre la adipocidad y metabolismo lipidico, dado que es factible postular, entre
ellos, modificaciones a nivel de membranas celulares, en la sintesis y oxidacion de lipidos,
en la biosintesis de las distintas familias de 4cidos grasos poliinsaturados (AGPI) y de sus
derivados eicosanoides y, en factores de modulacién bioquimica como citoquinas y
hormonas.

Existen algunos estudios de interaccion de los diferentes CLA con ciertos tipos de
AGI, pero solo investigando los potenciales efectos preventivos sobre la esteatosis
hepéatica. No obstante, al menos a nuestro conocimiento, no existen estudios sistematicos
nutricionales relacionados con los efectos de la suplementacion con diferentes tipos de
CLA a dietas conteniendo distintas proporciones de AGI n-9, n-6 y n-3 sobre aspectos
nutricionales y del metabolismo lipidico. Por lo tanto, el objetivo general de la tesis fue
investigar algunos efectos metabolico-nutricionales potencialmente benéficos y/o adversos

de las interacciones del ¢9,/11-CLA y de la mezcla equimolecular de ¢9,/11-CLA +
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Resumen

t10,c12-CLA con aceites ricos en diferentes tipos de AGI en un modelo experimental con
ratones.

Para tal fin, ratones macho, jovenes, de la cepa CF1 fueron alimentados con dietas
conteniendo aceite de oliva (O), aceite de maiz (M) o aceite de canola (C), suplementadas
con aceite rico en ¢9,t11-CLA (AR) o con una mezcla equimolecular de CLA (Mix)
durante 30 dias. Los distintos aceites contienen distintas relaciones de AGI n-9, n-6 y n-3
(acido oleico/ 4cido linoleico/ 4cido a-linolénico en O: 55,2/17,2/0,7, M: 32,0/51,3/0,9 y
C: 61,1/18,4/8,6), y representan patrones de dietas habituales. El trabajo se focalizé en
aspectos nutricionales como ganancia de peso, eficiencias dietarias, cambios en la
adiposidad y composicion corporal, asi como potencial desarrollo de hepatomegalia.
Mientras que, en el metabolismo lipidico, se bas6 en la incorporacion tisular de diferentes
acidos grasos (AG), en el contenido y retencion de isomeros CLA, en los perfiles de
lipidos plasmaticos y tisulares, en potenciales cambios histologicos y lipoperoxidativos a
nivel hepatico, y en diferentes mecanismos de regulacion de AG vy triglicéridos (TG) en
tejidos metabdlicamente claves para la homeostasis lipidica corporal.

Los resultados mostraron que, ratones alimentados con Mix presentaron una
profunda disminucion de la adiposidad visceral y de los depdsitos grasos en musculo
esquelético, asociado a hepatomegalia y esteatosis hepatica. La reducida masa grasa estuvo
asociada en el tejido adiposo, a una baja captacion de AG, a bajos niveles de AG
adipogénicos y a una reduccién en la capacidad lipogénica expresada por el flujo a través
de la enzima SCD-1. En cambio, la reduccion en los TG musculares fue debida a una
mayor oxidacion mitocondrial de AG. Este cuadro lipoatréfico, fue acompafiado de
hipertrigliceridemia y modificaciones en el metabolismo de lipidos tisulares, los cuales
fueron modulados por el origen de grasa dietaria. Los mecanismos involucrados en la
hipertrigliceridemia estuvieron asociados a una reducida remocion de TG por el tejido
adiposo, que en el caso de los animales alimentados C+Mix fue ademas relacionado con
una mayor secrecion de TG hepatica que previno la esteatosis. Una elevada lipogénesis
hepatica en todos los animales suplementados con Mix, en conjuncion a desequilibrios en
la biosintesis de AGPI de cadena larga de las familias n-6 y n-3 condujeron a un marcado
cuadro inflamatorio hepatico que se mostré mas acentuado en los animales alimentados
con aceite de maiz y atenuado en aquellos con aceite de canola.

Un cuadro metabolico muy diferente estuvo presente en los animales
suplementados con AR, los cuales manifestaron efectos antiobesogénicos mas atenuados,

pero sin la esteatosis y hepatomegalia caracteristica del sindrome lipoatrofico observada
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Resumen

por la suplementacion con Mix. Estos efectos estuvieron presentes a pesar de una mayor
lipogénesis en higado y tejido adiposo epididimal, como de ciertas alteraciones
histoldgicas en higado. La mayor lipogénesis hepatica fue compensada por una elevada
secrecion de TG que evitd la acumulacion de lipidos en dicho tejido. En funcion de la
composicion de la grasa dietaria, diferentes mecanismos participaron en la modulacion
metabolica observada por la suplementacion con AR. La mayor secrecion de TG hepatica
inducida por el AR fue contrarrestada en el grupo C+AR, pero no en el M+AR, por una
mayor remocion de TG a nivel muscular. Asi en los animales alimentados con aceite de
maiz se observaron los menores efectos benéficos por la suplementacion con AR, dado que
ademads, un significativo estado inflamatorio hepatico con alteraciones histoldgicas estuvo
presente. Si bien en el grupo C+AR se observo el mayor efecto antiobesogénico del AR,
los animales alimentados con O+AR mostraron que la accion preventiva de la acumulacion
de grasa fue asociada a niveles normales de TG en suero, higado y musculo esquelético.
Asi, en el modelo experimental de ratones se puede concluir: 1) los efectos
antiobesogénicos y lipoatroficos del Mix, pueden ser modulados por la composicion de la
grasa dietaria; 2) si bien el AR posee menos accidén funcional antiobesogénica que el Mix,
los efectos negativos son escasos; y 3) los mejores efectos funcionales de los CLA, con
menor grado de disturbios metabolicos han sido encontrados en los animales alimentados
con aceite de oliva suplementados con AR.

A pesar que los resultados experimentales en modelos animales no pueden
extrapolarse directamente a los seres humanos, el conocimiento de los mecanismos
implicados en los efectos benéficos y/o deletéreos de la suplementacion con una mezcla de
CLA comerciales o enriquecida en acido ruménico a aceites comestibles conteniendo
diferentes proporciones de AGI, podria ser de gran utilidad para el desarrollo de alimentos
funcionales y estrategias nutricionales eficaces para el tratamiento o prevencion de

patologias como la obesidad y otras enfermedades cronicas no transmisibles.
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Abstract

ABSTRACT

Conjugated linoleic acid (CLA) is a collective term used to describe the mixture of
positional and geometric isomers of linoleic acid with conjugated double bonds. The major
sources of CLA in the natural human diet are foods derived from ruminants, such as dairy
products and beef, and in these products the predominant CLA isomer is ¢9,t11-CLA
(rumenic acid) (> 80%), followed by t10,c12-CLA (10%) and other minor isomers.
However, CLA are commercially available as dietary supplements and ergogenic aids
derived from chemical synthesis processes, containing equimolecular proportions of
c9,t11-CLA and t10,c12-CLA (approximately 35 - 45% of each). Nutritional studies,
mostly developed in animal models have demonstrated a variety of beneficial health effects
of CLA consumption, including anticarcinogenic, antiatherogenic, antiobesogenic, and
antidiabetic effects. CLA consumption can also act as modulator of the immune response
and the intermediary metabolism. However, certain negative effects have been observed in
mice, namely hepatomegaly and steatosis. Both isomers have specific and differential
effects related to numerous factors including species, physiological condition, time and
doses of CLA administered as well as prevailing metabolic and nutritional environment.
As regards the latter factor, the different proportions of unsaturated fatty acids (UFA) from
series n-9, n-6 and n-3 may be very important for the modulation of the beneficial and/or
deleterious effects of different CLA isomers. In this regard, different mechanisms might
support this hypothesis about the effects on adiposity and lipid metabolism because it is
possible to consider that certain modifications might take place at cell membrane level, in
the synthesis and oxidation of lipids, in the biosynthesis of families of polyunsaturated
fatty acids (PUFA) and their eicosanoid derivatives, and in biomodulator factors such as
cytokines and hormones.

There are several studies about the interaction between different CLA with certain
types of UFA, but them investigated only the potential preventive effects of different UFA
on hepatic steatosis. However, at least to the best of our knowledge, there are no systematic
nutritional studies relating the effects of supplementation with different types of CLA to
diets containing variable proportions of UFA n-9, n-6 and n-3 on nutritional parameters
and on lipid metabolism. Therefore, the aim of this doctoral thesis was to investigate some
potential beneficial and/or adverse effects of the interactions of c9,t11-CLA and the
equimolecular mixture of ¢9,t11-CLA+t10,c12-CLA with edible oils rich in different types

of UFA in an experimental mouse model.
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For this purpose, male CF1 mice were fed diets containing olive oil (O), corn oil
(M) and canola oil (C), supplemented with ¢9,t11-CLA (RA) rich oil or with an
equimolecular mixture of CLA (mix) for 30 days. The oils contain different relations of
UFA from n-9, n-6 and n-3 series (oleic acid/ linoleic acid/ a-linolenic acid in O:
55.2/17.2/0.7, M: 32.0/51.3/0.9 and C: 61.1/18.4/8.6), and represent patterns of habitual
diets. The research focused on nutritional parameters such as weight gain, dietary
efficiencies, changes in adiposity and body composition, as well as potential hepatomegaly
development. And, in the lipid metabolism, the study was based on the fatty acid (FA)
incorporation into tissues, on the content and retention of CLA in tissues, on the lipid
profiles of plasma and tissues, on the potential histological changes and lipoperoxidative
status in the liver, and on the mechanisms involved on FA and triglycerides (TQ)
regulation in key tissues related to lipid homeostasis.

The results showed that mice fed the Mix formula decreased the visceral adiposity
and fat depots in the skeletal muscle, associated with hepatomegaly and hepatic steatosis.
The reduced fat mass was linked to low uptake of FA in adipose tissue, low levels of
adipogenic FA and reduced lipogenic capacity, expressed by the flow through the SCD-1
enzyme. In contrast, the reduction of muscle TG was due to an increased mitochondrial
oxidation of FA. This lipoatrophic status was accompanied by hypertriglyceridemia and
changes in lipid metabolism, which were modulated by the source of dietary fat. The
mechanisms involved in hypertriglyceridemia were associated with a reduced TG removal
by adipose tissue, which in the case of C+Mix fed animals was also associated with an
increased TG secretion that prevented the hepatic steatosis. An elevated hepatic lipogenesis
in all Mix-supplemented animals, and the imbalance of the n-6 and n-3 long chained PUFA
biosynthesis led to a marked hepatic inflammatory state that was more pronounced in
animals fed maize oil and attenuated in those animals fed canola oil.

A very different metabolic state was present in RA-supplemented animals, which
showed attenuated antiobesogenic effects, but without the steatosis and the hepatomegaly
observed by Mix supplementation. This metabolic state was present despite the increased
lipogenesis in liver and epididymal adipose tissue, and certain changes in liver histology.
The raised hepatic lipogenesis was balanced by an increased TG secretion that prevented
lipid accumulation in this tissue. Depending on the composition of the dietary fat, different
mechanisms induced by RA supplementation were involved in the metabolic modulation.

The higher liver TG secretion induced by RA was balanced in the C+RA, but not in the
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M+RA group, by an increased TG removal in muscle. Thus, in animals fed corn oil diets
the lower beneficial effects by supplementation with RA were observed, since in addition,
a significant hepatic inflammatory status with histological alterations was present as well.
Even though the highest antiobesogenic effect of RA was observed in the C+RA group, the
animals fed with O+RA showed that the preventive action on the fat accumulation was
associated with normal levels of TG in serum, liver and skeletal muscle. Thus, in the
experimental mouse model it can be concluded that: 1) the antiobesogenic and lipoatrophic
effects of the Mix can be modulated by the composition of the dietary fat, 2) although the
RA has a smaller antiobesogenic effect than the Mix, the negative effects of RA are scarce,
and 3) the best functional effects of CLA, with a lesser degree of metabolic disorders, have
been found in animals fed olive oil supplemented with RA.

Even though experimental results in animal models cannot be directly extrapolated
to humans, knowledge of the mechanisms involved in the beneficial and/or deleterious
effects of the supplementation with a commercial CLA mixture or rumenic acid to edible
oils containing different proportions of UFA could be useful for the development of
functional foods, as well as for effective nutritional strategies employed for the treatment

or prevention of diseases such as obesity and other chronic non-communicable diseases.
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1.-GRASA DIETARIA Y SALUD

En las tltimas décadas, se ha producido un considerable incremento a nivel mundial en la
prevalencia de enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), incluyendo obesidad,
enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus, y cancer, entre otras. Muchos factores, entre
ellos los antecedentes genéticos y medio-ambientales, pueden influir en el desarrollo de
estas enfermedades, pero sin lugar a dudas, los cambios en el estilo de vida de la sociedad
actual, reflejados en cambios en los hébitos alimentarios y de patrones de conducta
habituales han sido de los mas influyentes durante la “Transicion Nutricional” (Satia,
2010). Asi, desequilibrios nutricionales acompafiados de un estilo de vida sedentario, han
llevado a un incremento en la probabilidad de desarrollar desérdenes metabolicos que
caracterizan las ECNT anteriormente citadas, como asi también, a un aumento de la
morbilidad y mortalidad asociada a las mismas en distintas etapas de la vida. Dentro de los
desequilibrios nutricionales, un elevado consumo de dietas con alta densidad energética,
con elevada carga glucémica o con desequilibrios en su perfil de acidos grasos (AG) son
las principales causas etioldgicas dietarias (Eckel, 2005; Kant, 2010). En contraposicion, la
modificacion no sélo del contenido de grasa total en la dieta, sino también de su perfil de
AG constitutivos, puede conducir a cambios metabolicos beneficiosos para la prevencion y
tratamiento de dichas patologias.

Durante los ultimos afios, algunas recomendaciones de grasas dietarias han sido
modificadas (Smit y col., 2009), y otras se encuentran en revision (Lawrence, 2013). En
este sentido, el contenido de grasa dietaria total, que afios atrds se encontraba en un
maximo de 30% del total de las calorias, ha sido extendido a 35% de la energia,
dependiendo del balance energético (Diekman y col., 2009). Esta nueva recomendacion se
fundamenta en que las evidencias a través de estudios prospectivos observacionales no han
encontrado, o han encontrado muy poca, relaciéon entre la ingesta de grasa total y la
obesidad, ganancia de peso, enfermedad cardiovascular y riesgo de cancer (Beresford y
col., 2006; Field y col., 2007; Howard y col., 2006) Asimismo, no se han encontrado
beneficios de ingestas muy bajas en grasas en estudios controlados, dado que las mismas
normalmente son acompafadas de altos niveles de carbohidratos (Appel y col., 2005;
Gardner y col., 2007). No obstante, no se puede ignorar todas las evidencias preexistentes,

en las cuales excesos de grasas dietarias tienen una directa correlacion con la obesidad
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(Bray y col., 2004), diabetes tipo 2 (Riccardi y col., 2003) y con otras alteraciones
frecuentes en diferentes ECNT (Marshall y Bessesen, 2002; Cafete y col., 2007). Es
interesante como Ceriello y Motz (2004) ilustran la intima relacién existente entre la
constelacion de alteraciones que caracterizan la ECNT; asi por ejemplo, los autores
describen que tanto la sobrecarga de glucosa, como de grasas en general en las células,
pueden conducir a estrés oxidativo, el cual induce disfuncion endotelial, alteraciones en la
secrecion de insulina e incremento del riesgo cardiovascular. Las alteraciones en la
secrecion de insulina pueden elevar mas los niveles de glucemia post prandial exacerbando
el estrés oxidativo y el “cluster” de factores de riesgo que contribuyen a producir las
enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus, el sindrome metabodlico, entre otras.
Actualmente, los mayores inconvenientes en relacion al consumo de grasa y la
salud publica estan centrados en el tipo de grasa ingerida (Zevenbergen y col., 2009).
Respecto a las grasas saturadas, desde hace mucho tiempo es conocido que incrementan el
colesterol total (Col) y el colesterol-LDL, teniendo un efecto diferencial los distintos AG
individuales. Especificamente, una correlacion positiva ha sido largamente reconocida
(Katan y col., 1995; Mensink y col., 2003) entre el consumo de grasas ricas en acido
laurico, miristico y palmitico y los niveles de colesterol-LDL conduciendo a un incremento
en el riesgo de enfermedad coronaria. En cambio, una ausencia de efecto se ha encontrado
entre el consumo de acido estedrico y los niveles de colesterol, siendo mas desconocido el
efecto en general de este AG sobre el riesgo cardiovascular (Sanders y col., 2003; Sanders
y Berry, 2005). Otros autores han reportado que en general todas las grasas saturadas
pueden incrementar el riesgo de obesidad (Hariri y col., 2010), y asi a través de la misma
conducir a un incremento en la liberacion de distintas citoquinas proinflamatorias,
incrementando el riesgo de otras patologias asociadas como la diabetes y ECNT, en
general. También, han sido observadas otras asociaciones relacionadas a enfermedades del
adulto, por ejemplo una correlacién positiva entre el consumo de grasas saturadas y la
declinacion de la capacidad cognitiva en mujeres diabéticas tipo 2 (Devore y col., 2009),
como también con el desarrollo de cancer de mama (Binukumar y Mathew, 2005). No
obstante, revisiones muy actuales como la de Lawrence (2013) ponen en discusion el
efecto de las grasas saturadas, promoviendo que dichos estudios deben ser reevaluados. El
citado autor fundamenta que las grasas saturadas, por ser menos susceptibles a la
peroxidacion que las insaturadas, no estarian directamente involucrados en el desarrollo de
cuadros proinflamatorios, los cuales serian los que en la actualidad estarian mas asociados

a las ECNT.
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Los écidos grasos monoinsaturados (AGMI), componentes que caracterizan la dieta
mediterranea, han mostrado efectos benéficos sobre el perfil de lipidos sanguineos y
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares (Mensink y col., 2003; Appel y col.,
2005). Estos efectos han conducido a que en las recomendaciones de grasas dietarias
(Diekman y col., 2009), los niveles energéticos de dichas grasas sean el remanente del
resultado de las recomendaciones de grasas totales (30-35% calorias), menos las saturadas
(hasta 10% calorias) y poliinsaturadas (6-10% de energia); no existiendo niveles
recomendados especificos de ingesta de grasas monoinsaturadas. Ademas de la regulacion del perfil de
lipidos sanguineos, se ha descripto (Gillingham y col., 2011) que los AGMI modulan la
presion sanguinea, mejoran la sensibilidad a la insulina y regulan los niveles de glucosa.
Debido a su preferencial metabolismo y oxidacion, los AGMI dietarios influyen en la
composicion corporal, reduciendo el riesgo de obesidad (Gillingham y col., 2011), asi
como también disminuyen el riesgo de ciertos tipos de céncer (Binukumar y Mathew,
2005; Comba y col., 2010) y protegen contra el deterioro cognitivo relacionado con la edad
y la enfermedad de Alzheimer (Lopez-Miranda y col., 2010). Sin embargo, otros estudios
epidemioldgicos y de intervencién sugirieron que, aunque la substitucion de la grasa
saturada dietaria por alimentos ricos en AGMI puede potencialmente disminuir ciertos
factores de riesgo cardiovascular, esta substitucion no disminuye la extension de la
aterosclerosis (Degirolamo y Rudel, 2010).

Respecto a los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), el acido linoleico (AL, n-6) y
el acido a-linolénico (ALN, n-3) son dos AG esenciales, por lo que, su consumo, es
nutricionalmente necesario para la supervivencia. En este sentido, estos dos AG esenciales
junto con el acido araquidonico (AA) y el 4acido docosahexaenoico (DHA) juegan un rol
muy importante en el crecimiento, en el desarrollo del cerebro y de la retina durante el
desarrollo fetal y los primeros dos afos de vida (Decsi y Koletzko, 2005). Este
requerimiento va disminuyendo a lo largo de las distintas etapas de la vida, alcanzando
niveles minimos de ingesta de 2,5% de energia para el AL y 0,5% de energia para el ALN
para prevenir sintomas de deficiencias en el adulto (Aranceta y Perez-Rodrigo, 2012).
Mayores ingestas dentro del rango recomendado [6-10 % de Energia como AGPI
(Diekman y col., 2009)], promueven efectos favorables sobre el perfil de lipidos
sanguineos y su asociaciéon con un menor riesgo de eventos cardiovasculares y reducido
riesgo de diabetes tipo 2 (Skeaff y Miller, 2009; Mozaffarian, 2005). Estos requerimientos

dietarios estan dados por la carencia de enzimas capaces de sintetizar los AG esenciales a
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partir de distintos precursores, y debido a su demanda para las funciones normales del
organismo.

Los AG de las familias n-3 y n-6 tienen reconocidos efectos favorables sobre el
perfil de lipidos circulantes y sobre la presion arterial (Benatti y col., 2003; Mozaffarian,
2005). No obstante, excesos de AG n-6 o bajas relaciones AG n-3/n-6, contribuyen a la
formacion de trombos y ateromas, al desarrollo de desérdenes alérgicos e inflamatorios, y
a la proliferacion celular (El-Badry y col., 2007). Debido a su potencial accion
proinflamatoria, ha sido observado, que dietas ricas en AGPI n-6 incrementan la
susceptibilidad de las particulas de LDL a la oxidacion, que a su vez conduce a
aterosclerosis y enfermedad cardiovascular (Reaven y col. 1993). Ademads, a través de
diferentes mecanismos, los AGPI n-6 pueden incrementar el riesgo de ciertos tipos de
cancer y metastasis. Estos efectos negativos pueden ser contrarrestados por un equilibrio
con los AGPI n-3, cuyos efectos derivan, en gran parte, de su accién antiinflamatoria
(Benatti y col., 2003). Ademas, la mayoria de los efectos benéficos de los AGPI n-3 sobre
la prevencion y/o tratamiento de ECNT son atribuidos a los derivados de cadena larga:
EPA y DHA, presentes principalmente en alimentos de origen marino. Entre los numerosos
efectos benéficos del consumo de estos dos AGPI-CL n-3 se han demostrado acciones
fisioldgicas favorables sobre: presion sanguinea, perfil de lipidos plasmaticos, sensibilidad
a la insulina y regulacion de la glucosa, funcion cardiaca, funcion endotelial, procesos
inflamatorios y obesidad. Todos estos procesos estan involucrados en un efecto preventivo
del riesgo y desarrollo de enfermedad cardiovascular, diabetes, cancer y ECNT (Benatti y
col., 2003; Mozaffarian y Rimm, 2006). En humanos, la conversion del ALN a EPA y
DHA es relativamente baja (Burdge y col.,, 2003), y si bien, nuevos estudios
experimentales y observacionales respaldan la opinidén de que el consumo de ALN reduce
la incidencia de enfermedad cardiovascular (Mozaffarian, 2005), en general la evidencia
sigue siendo muy controvertida.

En términos generales, los mecanismos de accion (Schmitz y Ecker, 2008; Benatti y
col., 2003) de los AGPI estan relacionados, entre otros, a: 1) la formacién de derivados
eicosanoides con diferentes actividades bioldgicas; 2) alteracion en la formacion y
funciones de otros mediadores como las citoquinas; 3) modificaciones en la composicion y
fluidez de las membranas celulares, influyendo en las propiedades fisicas de las mismas,
alterando de este modo la funcion y el trafico de proteinas y vesiculas, asi como las
interacciones hormona-receptor; 4) cambios en el perfil de lipidos y lipoproteinas

circulantes; 5) la accién agonista o antagonista como ligando/moduladores de un numero
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de factores de transcripcion, los cuales controlan varios genes de respuesta inflamatoria y
del metabolismo lipidico y glucidico; y 6) la diferencial velocidad de oxidacion de los
acidos grasos insaturados (AGI). Estos mecanismos de accion estdn asociados a las
proporciones relativas de las distintas familias de AGI, cumpliendo la biosintesis de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) un rol muy importante. Asi los AG,
tanto el AL como el ALN pueden ser elongados y desaturados para formar AGPI-CL, y
posteriormente dar lugar a la formacion de distintos eicosanoides. Esta via metabolica es
parcialmente compartida por el acido oleico, formando AGI de cadena larga de la familia
n-9, la cual se encuentra exacerbada en situaciones de deficiencia de AG esenciales. El
AA, principal producto de la familia n-6, se sintetiza a partir del AL mediante una
secuencia alterna de desaturaciones y elongaciones (Figura 1). La misma via metabolica es

compartida por el ALN para producir acido eicosapentaenoico (EPA) y DHA.

Figura 1. Representacion esquematica de la via metabolica de elongacion y

desaturacion de los acidos grasos insaturados n-9, n-6 y n-3*

18:1n-9 (AO)
18:2n-6 (AL)
18:3n-3 (ALN)
A6-DESATURASA
24:4n-6
24:5n-3
24:5n-6 22:5n-6
' 24:6n-3 22:6n-3 (DHA) l
20:2n-9 \\» B-OXIDACION / T
20:3n-6 22:4n-6
20:4n-3 22:5n-3
\ 20:3n-9
‘—? 20:4n-6 (AA)
20:5n-3 (EPA)

AO, acido oleico; AL, acido linoleico; ALN, acido a-linolénico; AA, 4cido araquidonico; EPA,

acido eicosapentaenoico; DHA, acido docosahexahenoico.* Adaptado de Gibson y col. (2013).
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La primera desaturacion es efectuada por la enzima A6-desaturasa, y es el paso limitante en
la sintesis de los AGPI-CL, y su actividad sobre una determinada serie de AGI no soélo
depende de la competicién entre sustratos de distintas familias, sino también de una
regulacion “feed-back” mediada tanto, por los productos intermediarios, como finales de la
misma, y de las otras series de AGI (Gibson y col., 2013).

Los AGPI-CL son incorporados en las membranas celulares, principalmente en la
posicion sn-2 de los fosfolipidos (FL), y por accion de la enzima fosfolipasa A2 son
liberados de la misma. Estos AG sirven de sustratos para la biosintesis de eicosanoides
(Figura 2), dependiendo de la actividad de las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2),
lipooxigenasas (5-LOX, 12-LOX, ¢ 15-LOX), o citocromo P450 monooxigenasa.
Especificamente, la actividad de las enzimas COX sobre el AA, conduce a la sintesis de
prostanoides de la serie 2 [prostaglandinas E, (PGE,), prostaciclina I, y tromboxano A;],
mientras que la actividad de 5-LOX genera los leucotrienos de la serie 4. Las enzimas
COX y LOX pueden también utilizar el acido dihomo-y-linolénico (DGLA) como sustrato,
conduciendo a la sintesis de prostaglandinas de la serie 1 (PGE,). El EPA es convertido por
las mismas enzimas, COX y LOX, a prostanoides de la serie 3 (prostaglandinas Es,
prostaciclina I3 y tromboxano Aj), y leucotrienos de la serie 5, respectivamente. EI AA es
un sustrato preferencial frente al EPA para la accion de las enzimas COX y LOX,
sugiriendo que la actividad biologica de los eicosanoides derivados del EPA, dependera
estrictamente de su disponibilidad intracelular, en comparaciéon con los compuestos
derivados del AA presentes en mayores concentraciones (Jump, 2002). Las lipooxinas y
resolvinas, derivados de los AGPI n-6 y n-3 respectivamente, son otros mediadores
lipidicos antiinflamatorios formados a partir de los mismos y que modulan la respuesta
fisioldgica en una variedad desérdenes inflamatorios (Russo, 2009). Asi, los eicosanoides
formados a partir de las distintas familias de AGI, pueden ejercer una accidon autdcrina o
paracrina diferencial influyendo en numerosas actividades fisioldgicas. Especificamente
los derivados de AGPI n-6 generan un estado fisiologico proinflamatorio y protrombotico
con incremento en la viscosidad sanguinea, vasoespasmo y vasoconstriccion; mientras que
los derivados de los AGPI n-3 conducen a un estado antiinflamatorio, antitrombdtico,
vasodilatador e hipolipidémico (El-badry y col., 2007). Por lo tanto, los niveles y la
relacion de AGPI n-3 y n-6 pueden tener un significativo impacto en el desarrollo o

prevencion de alteraciones comunes a las ECNT.
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Figura 2. Sintesis de eicosanoides a partir del acido dihomo-y-linoleico, acido

araquidonico y acido eicosapentaenoico*

S 4

DGLA\ | AA\ EPA\/

DGLA, acido dihomo-y-linoleico; AA, acido araquidénico; EPA, acido eicosapentaenoico; COX,
ciclooxigenasas; LOX, lipooxigenasas; PG, prostaglandina; LT, leucotrienos; TX, tromboxano.

*Adaptado de El-Badry y col. 2007; Massaro y col. (2008).

2.- PRINCIPALES FUENTES DE GRASAS DIETARIAS

El patron de ingesta de los diferentes tipos de grasas dietarias, que en entre otros
factores modula la tasa de morbi-mortalidad debida a ECNT, caracteriza distintas
sociedades con diferentes problemadticas en el drea de la Nutricion y Salud Publica. Asi,
por ejemplo, dos décadas atrds Keys (1995) mostré los beneficios sobre el riesgo de
enfermedades cardiovasculares de la dieta mediterranea en comparacion a la de los paises
de Europa septentrional y Norteamérica (dieta occidental), enfatizando la importancia del
tipo de AG que caracterizaba las mismas. En referencia a la grasa dietaria, Keys (1995)
mostré6 que mientras que en Estados Unidos y otros paises occidentales consumian,
principalmente grasas saturadas, la poblacion mediterranea ingeria una alta proporcion de
grasas monoinsaturadas (como aceite de oliva). En la actualidad, la sociedad occidental
aumento6 notoriamente el consumo de AGPI n-6 y disminuy¢ la cantidad de ALN, EPA y

DHA, llevando a un desbalance en la relacion de AGPI n-6/n-3, con relaciones que
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alcanzan valores de hasta 50/1 (Simopoulos, 2003). Este patron de alimentacidon es,
asimismo muy diferente al observado en poblaciones orientales (como la dieta japonesa),
que se caracteriza por el alto consumo de pescado y mariscos, presentando un mayor
consumo de AGPI-CL n-3 y una mejor relacion n-6/n-3.

Si bien en la dieta mediterranea se ha asociado como fuente tradicional de AGMI n-
9 al aceite de oliva (Degirolamo y Rudel, 2010), por el desarrollo de la ingenieria genética
y nuevas tecnologias en la industria de los alimentos, otras fuentes de acido oleico estan
disponibles (Figura 3). Entre ellas encontramos el aceite de colza bajo en acido ertcico, y
numerosas variantes alto oleico (ej: girasol alto oleico y cartamo alto oleico). Estas fuentes
muy ricas en AGMI n-9 poseen una diferencia sustancial en el contenido y composicion de
otros AG presentes, como asi también en la cantidad y tipo de compuestos fenolicos que, a
su vez, han mostrado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiarritmicas,
antitromboticas y vasodilatadoras, moduladoras del perfil de lipidos, y de la funcién
endotelial, entre otras (Bogani y col., 2007; Peronay col., 2007). Los aceites vegetales
liquidos como: aceite de soja, maiz, girasol y cartamo constituyen las principales fuentes
dietarias de AGPI n-6, siendo el AL cuantitativamente el mas importante. No obstante,
algunos alimentos de origen animal como la yema de huevo, la carne y el higado resultan
fuentes alimenticias de ciertas cantidades, aunque minoritarias, de AA (Rodriguez-Cruz y
col., 2005). Dentro de las principales fuentes de AGPI n-3 se dispone de algunos aceites
vegetales, y los peces y animales marinos. Los aceites vegetales ricos en AGPI n-3, como
el de lino, chia y canola, poseen principalmente AG de 18 atomos de carbono, siendo el
ALN el mayoritario; en cambio en los peces de agua fria (salmon, trucha, arenque, etc.) y
mariscos, abundan AGPI n-3 de 20 6 mas atomos de carbono y con mayor niumero de

insaturaciones (principalmente EPA y DHA) (Russo, 2009; Benatti y col., 2003).
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Figura 3. Porcentaje de los tipos de acidos grasos presentes en diferentes

aceites de origen vegetal y animal*

Aceite de Oliva | ”

Aceite de Canola | | |

Aceite de Maiz ”

B AGS
Aceite de Cartamo | | O AGMI
Aceite de Cartamo alto oleico | | O AGPI n-6
O AGPI n-3
Aceite de Girasol | || O AGPI-CLn-3

Aceite de Girasol alto oleico | |

Aceite de Soja | | |

Aceite de Pescado | || |

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; AGPI n-6, acidos grasos
poliinsaturados de la familia n-6; AGPI n-3, 4cidos grasos poliinsaturados de la familia n-3; AGPI-
CL n-3, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga de la familia n-3. *Adaptado de Guillén y col.

(2009).

Otro grupo de grasas que ha llamado la atencion durante las ultimas décadas y
puede tener una alta repercusion sobre el riesgo de ECNT son las grasas con isomerias
geométricas y/o posicionales. Las mismas pueden tener un efecto per se o interactuar con

los AG de otras fuentes de grasas dietarias interfiriendo el normal metabolismo.

3.- ISOMEROS DE ACIDOS GRASOS

Los AGI pueden tener isomeria geométrica y/o posicional. La gran mayoria de los
AGI que se encuentran en la naturaleza poseen isomeria cis, sin embargo en nuestra dieta
habitual se consume una pequefia, pero no despreciable porcion (2,9 + 2,0 g/dia) de AG
con isomeria trans (Rothlisberger y col., 2011). Estos AG-trans provienen esencialmente
de la manipulacion tecnoldgica a la que son sometidas las grasas y aceites para
modificarles sus propiedades fisicoquimicas y asi sus aplicaciones, estabilidad y

propiedades tecnologicas. En la configuracion cis, los &tomos de hidrogeno que posee cada
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uno de los dos carbonos implicados en la insaturacion estan situados en el mismo plano
referencial (Figura 4). En cambio, en la configuracion trans los atomos de hidrégeno
unidos a los carbonos involucrados en el doble enlace estan situados en diferentes planos.
Este cambio configuracional en el doble enlace, modifica no sélo las propiedades
fisicoquimicas, sino que también tiene un impacto muy negativo sobre la salud y el riesgo

de ECNT del consumidor (Mozaffarian y col., 2009).

Figura 4. Representacion esquematica de la isomeria geométrica de los acidos

grasos

© 0 o
o-a (C RS C
Q

Configuracidn cis Configuracién trans

Otra isomeria que pueden presentar los AGI es la posicional, donde las
insaturaciones estan localizadas en diferentes posiciones a lo largo de la cadena acilica. La
posicion de los dobles enlaces de los AG naturales obedece a un patrén muy caracteristico
y conservado, y que en el caso de los AG di- o poli-enoicos, estdn siempre separados por
un carbono metilénico intermedio que no participa de la estructura de insaturacion “no
conjugada” (Figura 5). Este es el caso de la estructura de la mayoria de los AGPI en su
forma natural. Sin embargo, como consecuencia de la manipulacion tecnologica de las
grasas y aceites ya comentada, o en casos de la biohidrogenacion que realizan los animales
poligastricos en el rumen, es posible que un doble enlace cambie de posicion, con la
consiguiente desaparicion del carbono metilénico intermedio y formacion de una estructura
"conjugada". La conjugacion de los dobles enlaces puede, ademas, ocasionar un cambio en
la isomeria configuracional del AG. Esto determina que, por ejemplo en un AG dienoico,
cuyos dos dobles enlaces tienen isomeria cis (c), uno de estos dobles enlaces, o ambos,
pueden adoptar la isomeria trans (¢). Por lo cual podran existir AG conjugados dienoicos
con isomeria c,c (poco probable); ¢,t, t,c 6 t,t con distinto posicionamiento a lo largo de la

cadena acilica (Sanhueza y col. 2002).
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Figura 5. Representacion esquematica de la isomeria posicional de los acidos

grasos
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Los AG conjugados de mayor relevancia nutricional en la actualidad son los
conjugados del acido linoleico (CLA). Existen potencialmente numerosos isdémeros CLA,
pero los dos mas importante por su abundancia, importancia fisiologica y efectos
metabolicos, tanto en animales de experimentacion, como en humanos son: el isdmero
cis9,trans11-CLA (¢9,t11-CLA), también conocido como “Acido Ruménico”, y el isdbmero

trans10,cis12-CLA (¢10,c12-CLA) (Figura 6).

Figura 6. Estructura del acido linoleico (inferior) y de de sus dos isémeros mas

importantes: ¢9,/11-CLA (medio) y 710,c12-CLA (superior)
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4.- FUENTES Y ORIGEN DE CLA

Los CLA de origen natural, estan presentes en mayor concentracion en los lipidos
de la leche, productos lacteos y carne de rumiantes. El contenido de CLA en los productos
lacteos varia aproximadamente entre 2,9 a 8,9 mg/g de grasa y en las carnes entre 1,2 a 6,2
mg/g de grasa, consistiendo aproximadamente 80% de ¢9,/11-CLA, 10% de ¢10,c12-CLA
y otros AG conjugados minoritarios (Parodi, 1997). Los aceites vegetales y las grasas de
los animales no rumiantes s6lo contienen trazas de CLA.

En el rumen de los animales poligastricos (Figura 7), son producidos, durante la
biohidrogenaciéon de los AGPI, distintos isomeros CLA y AGMI como compuestos
intermediarios (Kramer y col.,, 2004). Especificamente, en condiciones normales el
Butyrivibrio fibrisolvens isomeriza el enlace c12 a ¢11; mientras que el Megasphaera
elsdenii en estados de disfuncion isomeriza el enlace ¢9 a ¢10. Normalmente los principales
compuestos generados en este proceso son los isomeros ¢11-18:1 (frans-vaccénico) y
9,t11-CLA y muy bajas cantidades de ¢10,c12-CLA. Sin embargo, existen diferentes
factores que, afectando la poblacion de las bacterias del rumen, pueden influir en la
cantidad y proporcion de los isomeros que se producen. Los AG formados, posteriormente
pasan a circulacion general, y se incorporan en los lipidos tisulares y en la grasa lactea. El
acido trams-vaccénico por accion de la enzima A9-desaturasa en diferentes tejidos,
incluyendo la glandula mamaria, puede convertirse en dcido ruménico, mientras que el ¢10-
18:1 no puede hacerlo en ¢10,c12-CLA, por carencia de la enzima correspondiente. El
equilibrio en la formacion de diferentes isomeros puede modularse por la pastura y
alimentacion complementaria de los animales, como asi también por el estado fisiologico
del rumen de los mismos. Ademads, esta via alternativa para la formacién de ¢9,/11-CLA,
puede ocurrir en el higado y otros tejidos de no rumiantes, donde el acido trans-vaccénico

puede ser desaturado por la enzima A9-desaturasa.
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Figura 7. Biosintesis de CLA en rumen y tejidos*

Rumen normal Rumen disfuncional
Ej Butyrivibrio fibrisolvens
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$11-18:1 £10-18:1 felico

Desaturacidn ﬁ X

CLA, conjugado del acido linoleico; ALN, acido a-linolénico; AL, acido linoleico; A9, A9-
desaturasa. *Adaptado de Kramer y col. (2004).

Dado las propiedades benéficas de los CLA, los mismos se comenzaron a preparar
industrialmente para su comercializacion, y el objetivo de la sintesis industrial es producir
CLA de una composicion caracteristica y con maxima actividad bioldgica. Para ello, se
han desarrollado métodos que permiten convertir el AL en una mezcla de CLA,
conteniendo principalmente los isomeros c¢9,¢/11-CLA y ¢10,c12-CLA. Asi, por
1somerizacion alcalina (Figura 8) de aceites ricos en AL, como aceite de cartamo, girasol o
maiz, se obtienen mezclas con cantidades equimoleculares de ¢9,111-CLA y ¢10,c12-CLA
(mixCLA) (aproximadamente 40% de cada isdmero), y otros isomeros minoritarios (Pariza
y col., 2001). Otro método para la obtencién de CLA, incluye la isomerizacion del AL
mediante la utilizacién de bacterias especificas (Kishino y col., 2003). Este método puede
contribuir a la preparacién de isdbmeros con mayor grado de pureza y maxima actividad

bioldgica.
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Figura 8. Esquema de la reaccion de isomerizacion e hidrogenacion del acido

linoleico para la sintesis quimica de CLA*

Acido Esteérico
18:0

+H,
Acido Oleico

c9-18:1

+H,

Acido Linoleico
c9,c12-18:2

¢9,t11-CLA

t10,c12-CLA t9,t11-CLA

CLA, conjugado del acido linoleico. *Adaptado de Bernas y col. (2003)

Es dable destacar que los niveles de CLA contenidos en los alimentos lacteos y
carnicos son muy inferiores (Tabla 1) que aquellos que se pueden obtener por
suplementacion con los CLA obtenidos de sintesis, y ademas es distinta la proporcion
relativa de sus constituyentes, por lo que los efectos biologicos que pueden ejercer son
diferentes entre si. En la actualidad, se han desarrollado alimentos suplementados con
diferentes cantidades de CLA de sintesis, dentro del concepto de “alimentos funcionales”,
como asi también “suplementos dietarios” y “ayudas ergogénicas” para bajar de peso e
incrementar la masa magra. También, se han desarrollado leches y derivados funcionales
enriquecidos en acido ruménico (Gagliostro, 2005; Gagliostro y Schroeder, 2007) los

cuales podrian tener efectos benéficos para la prevencion de ECNT.
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Tabla 1. Contenido de total de CLA y ¢9,/11-CLA en diferentes alimentos*

Alimento CLA Total % c9,t11-CLA
(mg CLA/g grasa) (mg ¢9,¢/11-CLA/100g CLA)

Grasa lactea 2,0-30,0 90
Manteca 9,4-11,9 91
Yogur 5,1-9,0 82
Helado 3,6 86
Queso procesado 3,2-89 17— 90
Queso natural 0,6-7,1 17 - 90
Eia(l)réliz 2(lfl)e vaca sin deshuesar 47-9.9 65
(Ce?lrrl;iu i(e))vaca sin deshuesar 44-6.6 59
Carne de cerdo 0,6 82

Pollo 0,9 84
Salmon 0,3 nd
Aceites vegetales 0,2-0,7 38-47
Yema de huevo 0,6 82

CLA, conjugado del acido linoleico; nd. No detectado. *Adaptado de Lawson y col. (2001), y Chin
y col. (1992)

5.- EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS CLA

El interés por los CLA comenz6 a partir de que Pariza y su grupo descubrieran que
dicho compuesto era el componente antimutagénico presente en la carne grillada (Pariza y
Hargrave, 1985; Ha y col., 1987). Estudios posteriores por numerosos investigadores, han
corroborado el potencial anticancerigeno de los CLA y han extendido sus efectos benéficos
a otros estados fisiopatologicos relacionados con la obesidad, diabetes mellitus y ECNT, en
general.

La mayoria de los efectos atribuidos a los CLA son causados principalmente por
dos isémeros: el ¢10,c12-CLA y el ¢9,/11-CLA. Muchos de sus efectos bioldgicos son
atribuidos a la accion directa de los mismos o al resultado de multiples interacciones entre

ellos 6 con otras variables nutricionales. Las acciones diferenciales del ¢9,/11-CLA y
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t10,c¢12-CLA pueden ser consecuencia de la diferente estructura de dieno conjugado que
presentan dichos isdmeros y sus metabolitos, asi como de su diferencial incorporacioén en
las fracciones de lipidos tisulares y metabolizacion. En este sentido, los isémeros CLA
pueden ser desaturados y elongados utilizando el mismo sistema enzimatico que los AGI

de las series n-3, n-6 y n-9, produciendo una variedad distinta de metabolitos (Figura 9).

Figura 9. Biosintesis de acidos grasos insaturados de cadena larga*

c9,t11-18:2 t10,c12-18:2
A6-DESATURASA
v v 2 y
¢6,c9,t11-18:3 c6,t10,c12-18:3
ELONGASA
! ; } J |
c8,c11,t13-20:3 c8,t12,c14-20:3
A5-DESATURASA ]
! I ! !
¢5,¢8,c11,t13-20:4 || ¢5,¢c8,t12,c14-20:4
2-ELONGASA
¥ 2
A6-DESATURASA
\/ w
B-OXIDACION
v ¥

CLA, conjugado del acido linoleico. *Adaptado de Banni y col. (2004a).

No obstante, a pesar de que en la Figura 9 se muestra la secuencia de desaturacion y
elongacion completa para ambos isomeros, el 110,c12-CLA parece ser mas resistente a la
formacion de dieno conjugado de cadena larga como: los dienos conjugados del 20:3 y del
20:4, que el ¢9,111-CLA (Sébédio y col., 2001). Una posible explicacion de esta diferencia
podria radicar en que el dieno conjugado 18:3 formado a partir del ¢10,c12-CLA seria mas
resistente a la elongacion que aquel formado a partir del ¢9,/11-CLA. Otra diferencia
importante, es la incorporacion diferencial de los isémeros y sus metabolitos en las
distintas clases de lipidos tisulares. Especificamente el #10,c12-CLA, el ¢9,11-CLA, y sus
dienos conjugados del 18:3 y 20:3 son incorporados principalmente en lipidos neutros,

mientras que el dieno conjugado 20:4 se incorpora primariamente en FL (Banni, y col.
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2001). Ademas, el contenido de ambos isémeros, y de sus metabolitos de cadena larga en
los lipidos tisulares, puede depender de la especificidad isomérica de los mismos sobre
diferentes vias metabolicas, asi, por ejemplo, ha sido observado que el isomero 10z,12¢-
CLA presenta una mayor capacidad de oxidacion que el ¢9,/11-CLA (Martin y col., 2000;
Banni y col., 2004a).

Otra particularidad con respecto a los efectos biologicos de los CLA, es que se ha
observado una fuerte diferencia en la susceptibilidad a estos isomeros por parte de distintas
especies. Asi, los ratones son los que presentan mayor respuesta metabolica, seguida por
los hamsters y luego por las ratas (Kim y col., 2002). Por otra parte, el sexo y la edad de
los animales utilizados en los modelos experimentales puede ser otro factor importante en
la respuesta a los CLA (Fernandez-Quintela y col., 2004).

Los estudios de los efectos de los CLA sobre la salud humana son controversiales
debido a los distintos tipos de CLA utilizados, las diferentes dosis, duraciéon del
tratamiento y caracteristicas de los sujetos estudiados. Se han realizado estudios de corto y
largo plazo, en adultos sanos y obesos, sedentarios o no. Algunos han mostrado efectos
benéficos de los CLA sobre la grasa corporal, el perfil de lipidos plasmaticos, y la
respuesta inmunologica; mientras que otros no han encontrado ninglin efecto sobre estos
parametros, o incluso han hallado efectos adversos por la suplementacion con CLA, como
disminucion de la sensibilidad a la insulina o aumento de marcadores de inflamacion y
estrés oxidativo (Bhattacharya y col., 2006; Miranda y col., 2013; Mele y col., 2013). A

continuacion se mencionan algunos de los principales efectos de los CLA.

5.1- Efectos sobre la carcinogénesis

Generalmente se ha asociado al ¢9,/11-CLA como el principal isémero con
acciones benéficas frente a distintos tipos de cancer (Ha y col., 1990). Otros autores (Ip y
col., 2002; Masso-Welch y col., 2004), extendieron la efectividad a ambos isdémeros y
sobre la mayoria de las actividades anticancerigenas. En diferentes modelos animales y en
humanos, las respuestas dependieron de la dosis de CLA utilizada, proporcion de isdmeros
en la mezcla, forma de presentacion, momento y duracion del tratamiento, y tipo de tumor
considerado (Bhattacharya y col., 2006; Oleszczuk y col., 2012). Especificamente, estudios
en modelos animales reportaron que los CLA inhiben los tumores inducidos quimicamente

de gldndula mamaria, piel, prostata y colon; asi como la metéstasis de los mismos
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(Stachowska, 2008; Bialek y col., 2010; Eynard y Lopez, 2003). En contraposicion a los
efectos benéficos mencionados, Ip y col. (2007), observaron en ratones, que la
suplementacion con #10,c12-CLA estimul6 el crecimiento y desarrollo del tumor mamario;
y otros estudios con ratas, mostraron que los CLA no inhibieron el crecimiento y desarrollo
de células tumorales de prostata, y mas ain incrementaron el volumen del tumor (Cohen y
col., 2003).

Existen pocos estudios que evaluaron la asociacion entre la ingesta de CLA y el
riesgo de cancer en humanos. Un estudio prospectivo con mujeres entre 40 y 76 afios de
edad sugirié que una elevada ingesta de productos lacteos altos en grasa y CLA puede
reducir el riesgo de cancer colorrectal (Larsson y col., 2005). El estudio de Knekt y col.
(1996) en mujeres sanas, mostro una relacion inversa entre el consumo de leche y el riesgo
de cancer de mama, sugiriendo un efecto anticarcinogénico del CLA. En linea con este
trabajo Aro y col. (2000), en mujeres postmenopausicas con cancer de mama hallaron una
menor ingesta y concentracion sérica de CLA comparado con aquellas mujeres sin el
desarrollo de dicho tumor. Sin embargo, Larsson y col. (2009), en un estudio de cohorte en
mujeres suecas, concluyeron que no existen claras evidencias de un efecto protectivo de los
CLA contra el cancer de mama.

Pese a que, por el momento, el mecanismo exacto mediante el cual los CLA
ejercerian su efecto antitumoral permanece incierto, diferentes autores (Bhattacharya y
col., 2006; Stachowska, 2008) proponen como potenciales mecanismos involucrados, una
inhibicion de la angiogénesis, interferencia con componentes del ciclo celular, alteracion
de la peroxidacion de lipidos, alteracion en el metabolismo de eicosanoides, cambios en la
expresion génica, reduccion de la proliferacion celular, induccion de la apoptosis, entre

otros.

5.2- Efectos sobre el peso y composicion corporal

Park y col. (1997) fueron los primeros en reportar que los CLA dietarios podrian
alterar la composicion corporal en ratones. Los efectos de los CLA sobre la reduccion del
peso corporal fueron extendidos a distintos modelos animales (West y col., 1998; Park y
col., 1999; Ostrowska y col., 1999; Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Sisk y col., 2001;
Terpstra y col., 2002). A partir de ese momento, el efecto de los CLA sobre el peso y

composicion corporal ha sido una de las areas tematicas mas documentadas en la
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investigacion con CLA, llegando ademds, en muchos paises, incluyendo la Argentina, a
tener una alta repercusion como compuesto comercializado para bajar de peso. Esto es
probablemente debido a que la obesidad es uno de los problemas mas acuciantes en la
salud publica. El efecto de los CLA sobre la reduccion del peso y grasa corporal en
roedores ha sido atribuida principalmente al isomero #10,c12-CLA (Clément y col., 2002;
Poirier y col., 2005a). Mientras que, muy pocos trabajos han reportado una disminucion de
los depdsitos de grasa por la suplementacion con ¢9,/11-CLA (Roos y col., 2005; Akahoshi
y col., 2003).

La respuesta a los CLA sobre la grasa corporal mostré ciertas diferencias
dependiendo de la especie, estado fisiologico y depositos de grasa considerado. Los efectos
del #10,c12-CLA sobre los cambios del tejido adiposo en distintas especies mostré una
maxima reduccion en ratones (60% - 80%), mientras que, modestos efectos fueron vistos
en ratas, hamsters y cerdos (6% - 25%) (Andreoli y col., 2009; Purushotam y col., 2007;
Miranda y col., 2009; Ostrowska y col., 1999). En ensayos clinicos en humanos, han sido
reportadas inconsistentes respuestas al mixCLA y al #10,c12-CLA. Algunos autores han
mostrado significativos efectos sobre la composicion corporal, mientras que otros no
observaron efecto alguno (Bhattacharya y col., 2006). La discrepancia entre los estudios
humanos y animales no s6lo parece estar centrada en la especie, sino que también en la
dosis de CLA administrada. La dosis usada en estudios animales pudo ser hasta 20 veces
mayor que la dosis usada en humanos (Nazare y col., 2007; Purushotham y col., 2007).

El efecto de los CLA y mas especificamente del #110,c12-CLA de reducir la grasa
corporal, ocurre como resultado de multiples mecanismos. Ha sido sugerido que los CLA
en animales de experimentacion incrementan el gasto energético a través de un aumento en
la tasa metabolica basal, en la termogénesis por aumento de la transcripcion de proteinas
desacoplantes, asi como también en la oxidacion de lipidos asociado a un incremento de la
expresion de la enzima CPT-I, la cual esta involucrada en la captacion de AG por la
mitocondria y cataliza el paso limitante de la oxidacion de los mismos (LaRosa y col.,
2006). Otro mecanismo involucrado en la reduccion de la masa de tejido adiposo fue la
inhibicion de la lipogénesis (Brown y col., 2003, LaRosa y col., 2006). Especificamente,
estos autores observaron una reduccion de la actividad y/o expresion de las enzimas acetil-
CoA carboxilasa (ACC), acido graso sintasa (FAS), y estearoil-CoA desaturasa (SCD).
Una disminucién de la actividad de la enzima LPL, clave en la captacion de AG,
contribuyd también a la reduccion del tejido adiposo en roedores (Andreoli y col., 2009;

Xu y col., 2003). Muchos de los mecanismos que subyacen a las modificaciones
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enzimaticas indicadas en el tejido adiposo, y conducen al efecto antilipogénico en animales
de experimentacion, estan relacionados a la capacidad de los CLA de inhibir factores de
transcripcion activadores de genes lipogénicos, como el receptor que activa la proliferacion
de peroxisomas-y (PPAR-y) y la proteina de unidn al elemento de respuesta a esteroles-1
(SREBP-1).

Por otro lado, efectos controversiales de los CLA han sido observados sobre la
lipdlisis en tejido adiposo. El tratamiento agudo con mixCLA o ¢10,c¢12-CLA, incrementd
la lipolisis en adipocitos (Moon y col., 2006; Chung y col., 2005) y en tejido adiposo de
ratones (Ippagunta y col., 2011, Ippagunta y col., 2013). En cambio, estudios en tejido
adiposo de roedores alimentados a largo plazo con una mezcla comercial de CLA, no
tuvieron efecto sobre dicho pardmetro (Simoén y col., 2005). La falta de un efecto cronico
sobre la lipdlisis puede ser debido a la deplecion de los depodsitos de TG en el tejido
adiposo blanco, lo cual puede conducir a la acumulacién ectdpica de lipidos observado en
el sindrome lipodistréfico.

Las alteraciones observadas en los mecanismos energéticos, oxidativos, lipogénicos
y lipoliticos del tejido adiposo inducidas por la suplementacion con CLA, ponen de
manifiesto que estos isomeros de AG pueden reducir la acumulacion de TG dentro del
adipocito y, como consecuencia, disminuir su tamafio. Sin embargo, numerosos trabajos
han demostrado que los CLA tienen también la capacidad de disminuir el numero de
células adiposas por supresion de la diferenciacion y proliferacion de los adipocitos, asi
como por una mayor apoptosis de los mismos. Estos efectos pueden ser mediados tanto por
la accidon antagonista de los CLA sobre el PPAR-y, el cual cumple un rol clave en la
conversion de preadipocitos a adipocitos, como por una mayor expresion del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), potente inductor de la apoptosis en tejido adiposo blanco
(Kennedy y col., 2008, Poirier y col., 2006; Tsubuyama-Kasaoka y col., 2000).

Los cambios inducidos por los CLA en el tejido adiposo no solamente tienen un
alto impacto en el almacenamiento de la energia, sino también pueden ser claves en
diferentes mecanismos homeostaticos metabolicos. Asi, modificaciones en el tejido
adiposo, pueden conducir a alteraciones en la liberacion de adipoquinas proinflamatorias
afectando muchos procesos fisiologicos vinculados principalmente al metabolismo lipidico
y glucidico. Por lo tanto, cambios en la grasa visceral se correlacionan con modificaciones
en la respuesta inflamatoria, sensibilidad a la insulina, respuesta inmune y enfermedades

cardiovasculares.
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La reduccién de la adiposidad, ha sido en algunos trabajos acompainada de un
incremento de la masa muscular de animales de experimentacion (Park y col., 1997;
DeLany y col., 2000), humanos saludables (Thom y col., 2001) o con sobrepeso u obesos
(Blankson y col., 2000). Pariza y col. (2000) propusieron que los CLA podrian prevenir el
catabolismo proteico e incluso aumentar el tamafio muscular como consecuencias de
cambios inducidos sobre la regulacion y/o accion del TNF-a e interleuquina-1, citoquinas
que afectan profundamente el catabolismo muscular y la respuesta inmune. Ademas, Butz
y col (2006) demostraron que los CLA, afectando la produccion de eicosanoides y
citoquinas, también podrian prevenir la pérdida de peso y el catabolismo muscular que
acompana a la administracion de endotoxinas y otras enfermedades. Asi, estas evidencias
indicarian una posible conexidn entre cambios en la masa corporal magra y la respuesta

inflamatoria.

5.3- Efectos sobre la diabetes y el metabolismo glucidico

El conocimiento de los efectos de los CLA sobre el metabolismo glucidico y la
sensibilidad a la insulina es controversial y, en términos generales, la variabilidad en los
resultados dependi6 de factores como: duracion del estudio, estado metabdlico (normal vs.
diabético) y especie utilizada. En modelos de ratas obesas y diabéticas, se ha observado un
efecto benéfico por la suplementacién con mezcla equimolecular de CLA sobre la
resistencia insulinica y los niveles de glucosa plasmatica (Henriksen y col., 2003), y dicho
efecto parece deberse a la accion del isémero ¢10,c12-CLA. En forma diferente, en ratones
el #10,c12-CLA parece inducir insulino-resistencia con hiperinsulinemia y normo o
hiperglucemia (Delany y col., 1999; Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000). La respuesta
diferencial observada en el raton, puede estar asociada con la marcada pérdida de grasa
corporal, y la consecuente alteracion de la concentracion de adipoquinas plasmaticas.

Estudios en humanos bajo situaciones fisioldgicas diferentes han aportado disimiles
evidencias. Los CLA en sujetos sedentarios jovenes en buen estado de salud mejoraron la
sensibilidad insulinica (Eyjolfson y col., 2004). En estudios a corto (4 semanas) (Riserus y
col., 2001) y largo plazo (1-2 afos) (Gaullier y col., 2004; Gaullier y col., 2005) realizados
en sujetos obesos o con sobrepeso, la suplementacion con CLA no causé cambios en los
niveles de insulina y glucosa plasmatica. En cambio, en pacientes con alto riesgo de

contraer enfermedades cardiovasculares, la suplementacion con ¢10,c12-CLA o con ¢9,¢11-
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CLA durante 12 meses disminuy6 la sensibilidad a la insulina (Riserus y col., 2002;
Riserus y col., 2004), y la misma estuvo relacionada con el estrés oxidativo generado por

los CLA.

5.4- Efectos sobre la salud cardiovascular y el metabolismo lipidico

No ha sido observada una respuesta univoca de los CLA sobre la salud
cardiovascular. Un efecto muy favorable ha sido reportado, tanto con la mezcla
equimolecular de CLA, como con los isémeros individuales, sobre las lesiones
ateroscleroticas en conejos y hamsters (Kritchevsky y col., 2000; Valeille y col., 2005). No
obstante, el efecto de los CLA sobre el desarrollo y progresion de la lesion aterosclerdtica
en otros modelos, como por ejemplo en ratones, es controversial (Munday y col., 1999;
Toomey y col.,, 2006). Asimismo, una variada respuesta sobre factores de riesgo
aterogénico ha sido documentada en diferentes tipos de estudios. En este sentido, los CLA
redujeron los niveles de Colesterol, TG y LDL-colesterol, y aumentaron o mantuvieron
normales los de colesterol-HDL en un niimero de modelos animales (Baddini Feitoza y
col., 2009; Bhattacharya y col., 2006). En hamsters, que son modelos experimentales muy
apropiados para el estudios de aterosclerosis, la suplementacion con ¢9,¢/11-CLA tuvo un
efecto benéfico sobre los niveles de colesterol-HDL y sobre la relacién colesterol-
HDL/colesterol no HDL (Valeille y col., 2005). En cambio el mixCLA, y el ¢10,c12-CLA
tuvieron una respuesta disimil. Gavino y col. (2000) encontraron, que el mixCLA
disminuy6 los niveles de TG, Colesterol total y colesterol no HDL; mientras que de
Deckere y col. (1999) observaron que tanto el mixCLA como el #10,c12-CLA aumentaron
las concentraciones séricas de TG, TG-VLDL vy colesterol-VLDL. Es probable que los
CLA ejerzan su funcion sobre las lipoproteinas plasmaticas mediante la modulacion del
metabolismo de los AG en el higado, a través de la participacion de reguladores, como:
PPAR, SREBP y/o la SCD (Bhattacharya y col, 2006; Choi y col., 2001), y también
mediante la regulacion de la remocion de lipoproteinas ricas en TG (Andreoli y col., 2009).

Los resultados de estudios en humanos no han reflejado en forma directa los efectos
benéficos vistos por la ingesta de CLA en algunos modelos animales. Los datos reportados
en humanos son principalmente sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas aterogénicas, y
existe una considerable variacion entre los diferentes estudios. Mientras algunos autores no

encontraron cambios en los niveles de lipidos y lipoproteinas plasmaticas por la
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suplementacion con CLA (especialmente con mixCLA y aceite enriquecido en ¢9,t11-
CLA), tanto en voluntarios saludables (Smedman y Vessby, 2001; Mele y col., 2013),
como con sobrepeso/obesidad (Riserus y col., 2004), otros investigadores reportaron que
los CLA mejoraron el perfil lipidico en ambos tipos de pacientes (Gaullier y col., 2005).
En contraste, Tricon y col. (2004) en su estudio con hombres sanos, hallaron que la
suplementacion con ¢10,c12-CLA incrementd los niveles plasmaticos de TG y las
relaciones colesterol-LDL/colesterol-HDL y colesterol total/ colesterol-HDL.

Los mecanismos de accion que conducen a diferentes efectos sobre los lipidos
circulantes, son el resultado de acciones multifactoriales en diferentes tejidos. En este
sentido, el higado y el tejido adiposo, pueden ser los dos tejidos mds importantes en el
desarrollo de los efectos benéficos o deletéreos de los diferentes CLA. Los efectos en el
metabolismo lipidico a nivel hepatico en humanos, al menos a nuestro conocimiento, es
desconocido; mientras que muy bien descriptos son los efectos en modelos experimentales,
fundamentalmente con #10,c12-CLA en ratones. En este sentido, existen suficientes
evidencias que ratones alimentados con ¢10,c12-CLA desarrollan hepatomegalia y
esteatosis hepatica por redistribucion de los depositos de grasa (Tsuboyama-Kasaoka y
col., 2000; Clément y col., 2002). Entre los mecanismos que conducen a la acumulacién
hepatica de lipidos podemos considerar, incremento de la afluencia de AG, aumento de la
lipogénesis, y una alterada oxidacion de AG y secrecion insuficiente de TG para impedir la
acumulacion de lipidos (Vyas y col., 2012). Probablemente, estos mecanismos no son
mutuamente excluyentes, y pueden actuar de manera coordinada para acelerar el desarrollo
y la progresion al higado graso. Muchos de los efectos del ¢10,c12-CLA sobre la
acumulacion de TG hepaticos, pueden ser mediados por la accidon sobre diferentes factores
de transcripcion que regulan genes claves del metabolismo lipidico. Asi, ha sido observado
que el tratamiento con 710,c12-CLA produce un aumento en la expresion de SREBP-1c y
del PPAR-y a nivel hepatico (Rasooly y col., 2007; Clément y col., 2002). En incremento
en los factores de transcripcion ha sido atribuido a la hiperinsulinemia generada por el
t10,c12-CLA en ratones. Estas alteraciones son la resultante del cuadro lipoatréfico
descripto por Poirier y col. (2005a), el cual pareciera tener su origen primario a nivel del
tejido adiposo. Asi, estos autores sostienen que la deplecion de los depositos de grasa
inducidos por el #10,c12-CLA en los ratones, conducen a una reduccion en la produccion
de adipoquinas (leptina y adiponectina), lo cual reduce la sensibilidad insulinica periférica.
Esta alteracion, conduce, a su vez, a hiperplasia de las células P-pancreaticas e

hiperinsulinemia que incrementa la acumulacion de lipidos en el higado, a través de la
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induccion de diferentes vias metabdlicas. Ademas, la hiperinsulinemia es la responsable
del incremento de la sintesis proteica e incremento del tamafio hepatico (Figura 10). Estos
mecanismos de accion responsables de las alteraciones lipidicas hepaticas, y en general del
sindrome lipoatréfico, no son observados cuando los ratones fueron alimentados con dietas
suplementadas solo con el isomero ¢9,/11-CLA (Clément y col., 2002). De igual forma, no
se evidencid sindrome lipoatrofico en otras especies alimentadas con ¢10,c12-CLA

(Purushotham y col., 2007; Faulconnier y col., 2004; Zabala y col., 2004).

Figura 10. Representacion esquematica del sindrome lipoatro6fico inducido por

el 110,c12-CLA en ratones
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* Adaptado de Poirier y col. (2005)

5.5- Efectos sobre la respuesta inflamatoria y el sistema inmune
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Los cambios inducidos por los CLA en el metabolismo lipidico a nivel hepatico y
en tejido adiposo pueden estar asociados a modificaciones en la biosintesis de
eicosanoides, como también en la produccion de citoquinas. Por otro lado pueden actuar
modulando la respuesta inmune a través de la modificacion en la produccion de
inmunoglobulinas (Ig) y proliferacion celular. De esta forma pueden actuar mejorando
procesos inflamatorios, como fuese descripto por Changua y col. (2005), modulando la
respuesta con positivas implicancias para la salud.

Dada las similitudes estructurales entre los isdémeros CLA y el AL, parece probable
que, al menos algunas de las actividades de los CLA puedan ser mediadas via una
modificaciéon del metabolismo del AA, con el consecuente cambio en la sintesis de
eicosanoides y otros mediadores lipidicos derivados del mismo (O’Shea y col., 2004). En
este sentido, ha sido reportado que los CLA, pueden reducir la produccion de
prostaglandinas, particularmente PGE,, en una variedad de condiciones metabdlicas y en
diferentes tejidos (Ogborn y col., 2003; Nakanishi y col., 2003). Alternativamente, los
1someros CLA podrian ser desaturados y elongados, y luego metabolizados para producir
diferentes eicosanoides derivados de los CLA y otros mediadores que exhibirian
actividades biologicas por si mismos (Sébédio y col., 1997). Ademas, ha sido reportado
que los CLA tienen la capacidad de modular la funciéon de macrofagos, los cuales son
responsables de la produccion de la mayoria de las citoquinas inflamatorias.

Ha sido reportado que ambos isomeros CLA modulan positivamente la funcion
inmune especifica por incremento de la produccion de IgG, IgM e IgA, y reduccion de IgE
(Yamasaki y col., 2003; Ramirez-Santana y col. 2011). Ademas, se ha observado un
incremento en la proliferacion de células TCD-8+ por los CLA (Yamasaki y col., 2003).

Estudios en humanos han demostrado que el efecto sobre la respuesta inmune por la
suplementacion con CLA, es semejante, en algunos casos, a la observada en modelos
animales. Especificamente, el estudio de Albers y col. (2003) mostré que hombres sanos
que consumieron mixCLA como suplemento dietario durante 12 semanas, alcanzaron
niveles significativos de anticuerpos contra la hepatitis B comparado con el grupo control.
Song y col. (2005) observaron que hombres y mujeres saludables suplementadas con
mixCLA, incrementaron los niveles plasmaticos de IgA e IgM y disminuyeron los de IgE.
Ademas, en los mismos pacientes, la suplementacion con CLA también disminuyd los
niveles de citoquinas proinflamatorias, TNF-o e IL-1P, e incrementd los niveles de la

citoquina antiinflamatoria IL-10.
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6.- INTERACCION DE LOS CLA CON DISTINTAS GRASAS DIETARIAS

Los isomeros CLA pueden ser considerados como una "nueva" familia de AGPI.
Los mismos pueden ser incorporados a los lipidos tisulares, tienen diferente velocidad de
oxidacion, pueden producir una variedad distinta de metabolitos, pueden alterar la
biosintesis de AGPI y eicosanoides, entre otros, y de esta manera producir diferentes
cambios metabdlico-nutricionales en humanos y animales de experimentacion. No
obstante, como se menciono anteriormente, si bien los CLA tienen efectos biologicos
especificos dependiendo del isomero que estemos considerando, las interacciéon con AGI
de diferentes familias podrian potenciar, atenuar e incluso cambiar el efecto especifico que
per se cada uno de ellos posee.

En este contexto, algunos estudios han investigado el efecto de la suplementacion
simultanea de isomeros CLA con AGI n-3, n-6 y n-9, y la mayoria de ellos estuvo
orientado a evaluar el potencial efecto benéfico que distintos AGI individuales pueden
tener sobre las alteraciones presentes en el sindrome lipoatrofico generado por la
suplementacion con #10,c12-CLA o con mixCLA, en ratones. Especificamente, ratones
alimentados con #10,c12-CLA y aceite de lino, mostraron que, una cantidad relativamente
pequefia de ALN (0,3 g/100 g de dieta) previno completamente la insulino resistencia vy,
parcialmente, el higado graso inducidos por el ¢10,c12-CLA, preservando el efecto
antiobesogénico del mismo (Kelley y col., 2009). La suplementacion con DHA a la dieta
CLA atenu¢ el higado graso inducido por el mixCLA en ratones, a través de la reduccion
de la sintesis hepatica de AG (Yanagita y col, 2005). Fedor y col. (2012) mostraron que, el
DHA evit6 los cambios ocasionados por el 710,c12-CLA sobre la expresion de genes
hepaticos involucrados en la sintesis y oxidacion de AG, previniendo de esta manera la
enfermedad del higado graso (NAFLD) inducida por dicho isémero en ratones. Sin
embargo, la magnitud del efecto protector del DHA fue dependiente de la dosis del mismo
en la dieta (0,5% vs 1,5%). En concordancia con los trabajos anteriores, Ide (2005) observo
también en ratones que la adicion de distintas dosis de aceite de pescado (1,5%; 3% y 6%)
a dietas conteniendo mixCLA, redujo en una manera dosis-dependiente parametros
lipogénicos, lo cual fue acompafiado por una disminucion de los niveles de TG en higado.
Estos cambios, a diferencia de los observados en trabajos anteriores, se produjo en paralelo

con un aumento en la masa de tejido adiposo.
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También se observaron efectos béneficos por la administracion simultanea de CLA
con AGI de la familia n-6 y n-9. En ratones, la suplementacion con acido y-linolénico
(GLA) 6 AA a una dieta conteniendo mezcla equimolecular de ¢9,/11-CLA y ¢10,c12-
CLA, evit6 el higado graso y mantuvo la reduccion del tejido adiposo inducidos por el
CLA. La prevencion de la esteatosis por el GLA y el AA dependi6, al menos en parte, del
aumento en los niveles hepaticos de PGE, (Nakanishi y col., 2004; Oikawa y col., 2009).
Respecto a los AG de la familia n-9, muy pocos trabajos han reportado sus efectos por la
administracion simultdnea con CLA. No obstante, Reardon y col. (2012) mostraron que
cuando adipocitos humanos tratados con ¢10,c12-CLA fueron suplementados con acido
oleico, este ultimo disminuy6 la expresion de genes inflamatorios en una manera dosis-

dependiente, y restaur6 el contenido de lipidos en dichas células.

En virtud del empleo de CLA comerciales como ayudas ergogénicas y
antiobesogénicos en humanos, y a pesar de que existen trabajos que muestran el efecto de
la suplementacion simultdnea de la mezcla comercial de CLA con distintos AGI
individuales en modelos animales, al menos a nuestro conocimiento, no existen estudios
sistematicos nutricionales sobre efectos benéficos y/o deletéreos de la suplementacion con
CLA natural 6 comercial a aceites comestibles de uso habitual conteniendo diferentes

proporciones de AG n-9, n-6 y n-3.
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OBJETIVOS

En funcidon de todo lo anteriormente expuesto, se plantean los objetivos del trabajo

de Tesis:

OBJETIVO GENERAL

Investigar algunos efectos metabdlico-nutricionales potencialmente benéficos y/o adversos

de las interacciones del ¢9,/11-CLA y de la mezcla ¢9,t11-CLA + #10,c12-CLA con aceites

ricos en diferentes tipos de AGI en animales de experimentacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A-
B-

C-

H-

Determinar la eficiencia energética y nitrogenada de las dietas.

Explorar las probables alteraciones en la composicion corporal y retencion nitrogenada
corporal.

Investigar las potenciales alteraciones en parametros del metabolismo intermedio
lipidico y glucidico en plasma, higado y musculo.

Analizar la composicion de AG de los lipidos circulantes y tisulares, y correlacionarla
con las potenciales alteraciones observadas.

Estudiar los mecanismos regulatorios de los niveles de TG plasmaticos mediante: 1)
secrecion hepatica de TG “in vivo”, y 2) remocion plasmatica de TG pre-
B-lipoproteinas.

Cuantificar la actividad de enzimas lipogénicas (sintasa de &cidos grasos, enzima
malica y glucosa-6-P-deshidrogenasa) en higado y tejido adiposo epididimal, y de la
enzima clave de la B-oxidacion, la carnitin palmitoil transferasa (CPT-I) en higado y
musculo gastrocnemio.

Determinar el dafio hepatico a través del estudio de las enzimas marcadoras de dafo
hepético a nivel plasmatico y andlisis histolégico.

Evaluar el posible dafio peroxidativo y defensas hepaticas antioxidantes.
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MATERIALES Y METODOS

1.- ANIMALES

Para profundizar la caracterizacion de los posibles efectos metabdlico-nutricionales
potencialmente benéficos y/o adversos de las interacciones del ¢9,/11-CLA y de la mezcla
c9,t11-CLA + ¢10,c12-CLA con aceites ricos en diferentes tipos de AGI, se emplearon
ratones macho de dos semanas post-destete de la cepa CF-1 provistos por el Bioterio
Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires,
o propios reproducidos en las instalaciones de nuestro bioterio. Durante el periodo
experimental fueron mantenidos en condiciones controladas (23 + 2 °C y ciclo luz-
oscuridad de 12 horas). Todos los estudios fueron programados segin normas
internacionales para el uso de animales de laboratorio (Guide to the Care and Use of

Experimental Animals of Laboratory).

2.- DIETAS

Las dietas fueron elaboradas en base a las recomendaciones emanadas del comité
ad hoc del “American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento — (AIN-93G,

Reeves, 1993), conteniendo un 7% de grasa dietaria.

= Oliva (0): 7 % de aceite de oliva.

* Maiz (M): 7 % de aceite de maiz.

= Canola (C): 7 % de aceite de canola.

* O-+AR: sustituye 1% del aceite de oliva de la dieta “Oliva” por 1% de aceite rico en
Acido Ruménico- ¢9,711-CLA- (AR).

» M+AR: sustituye 1% del aceite de maiz de la dieta “Maiz” por 1% de AR.

» C+AR: sustituye 1% del aceite canola de la dieta “Canola” por 1% de AR.

* O-+Mix: sustituye 1% del aceite de oliva de la dieta “Oliva” por 1% de aceite mixCLA-
mezcla equimolecular de ¢9,/11-CLA y ¢t10,c12-CLA- (Mix).

* M+Mix: sustituye 1% del aceite de maiz de la dieta “Maiz” por 1% de Mix.

» C+Mix: sustituye 1% del aceite canola de la dieta “Canola” por 1% de Mix.

Tabla 2. Composicion de las dietas utilizadas (g/Kg dieta)
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O O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix
Almidon 529,5 529,5 529,5 5295 529,5 529,5 529,5 5295 529,5
Caseina 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Sacarosa 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Aceite de Oliva 70 60 60 - - - - - -
Aceite de Maiz - - - 70 60 60 - - -
Aceite de Canola - - - - - - 70 60 60
Aceite rico en AR - 10 - - 10 - - 10 -
Aceite mixCLA - - 10 - - 10 - - 10
Fibra 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Minerales 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Vitaminas 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Eﬁ;ﬁf&ﬁ?ﬂ: 30 30 30 30 30 30 30 30 3,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia (KJ/Kg) 16569 16569 16569 16569 16569 16569 16569 16569 16569

Se emplearon aceites de oliva, maiz y canola como fuentes representativas de
aceites enriquecidos en AG n-9, n-6 y n-3, respectivamente. Especificamente la relacion
acido oleico/AL/ALN en aceite oliva fue: 55,2/17,2/0,7, en el aceite de maiz: 32,0/51,3/0,9
y en el aceite de canola: 61,1/18,4/8,6. Los AG isoméricos fueron aportados por un aceite
enriquecido en 4cido ruménico, constituido principalmente por ¢9,111-CLA (60,5%),
t10,c12-CLA (17,8%); y una mezcla comercial de los isomeros ¢9,t11-CLA y ¢10,c12-
CLA (39,0% y 38,8% respectivamente) gentilmente provistas por Lipid Nutrition B.V. Si
bien los niveles de los isdmeros individuales de CLA en productos lacteos son variables, el
aceite rico en acido ruménico empleado, contiene una relacion de isomeros: ¢9,¢11-CLA y
t10,c12-CLA que tiende a mimetizar la relacion o porcentaje de los mismos presentes en
leches enriquecidas naturalmente con CLA (Mele y col., 2013; Choi y col., 2007; Anadén
y col., 2010).

Maria Victoria Scalerandi — FBCB — UNL 36



Materiales y Métodos

Todas las dietas cumplieron las recomendaciones de AG esenciales, para asi evitar
cualquier posible alteracion como consecuencia de un déficit dietario de los mismos. La
composicion de AG de los aceites utilizados, como metil ésteres, fue determinada por
cromatografia gaseosa (CG) con un cromatografo Shimadzu 2014 equipado con detector
de ionizacion de llama. Los metil ésteres de AG fueron identificados por comparacion de
sus tiempos de retencion con los de los estandares comerciales. La composicion de AG de
los aceites utilizados se muestra en la Tabla 3. Cada dieta fue ofrecida diariamente durante

todo el periodo experimental.

Tabla 3. Composicion de acidos grasos de los aceites utilizados (%)

Aceite de Aceite de Aceite de

Oliva Maiz Canola AR Mix
14:0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
16:0 17,1 12,2 4,0 3,9 5,9
c9-16:1 2,0 0,1 0,2 0,0 0,0
17:0 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
18:0 1,6 1,9 2,2 1,0 1,2
c9-18:1 55,2 32,0 61,1 13,4 9,1
cl1-18:1 4,8 0,5 3,5 0,5 0,4
9,c12-18:2 17,2 51,3 18,4 1,5 1,1
c9,t11-18:2 0,0 0,0 0,0 60,5 39,0
t10,c12-18:2 0,0 0,0 0,0 17,8 38,8
20:0 0,3 0,5 0,5 0,0 0,0
c11-20:1 0,2 0,3 0,9 0,0 0,0
9,c12,c15-18:3 0,7 0,9 8,6 0,0 0,0
22:0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,0
24:0 0,0 0,2 0,0 0,0 0,0
Otros 0,7 0,0 0,2 1,2 4,7
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3.- GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROTOCOLO DE TRABAJO

Ratones CF-1 macho aclimatados durante dos semanas luego del destete en un
ambiente con luz-oscuridad de 12 hs, a temperatura controlada (23 + 2°C), con libre acceso
al agua y a una dieta estandar de laboratorio, fueron distribuidos aleatoriamente en 9
grupos experimentales y alimentados durante 30 dias con alguna de las dietas
anteriormente mencionadas. Asi, los grupos dietarios utilizados a lo largo del trabajo de
tesis fueron identificados como: O, O+AR, O+Mix, M, M+AR, M+Mix, C, C+AR,
C+Mix. Durante todo el tratamiento dietario se realizd el seguimiento de peso de los
ratones. Al finalizar, los mismos fueron sacrificados (9.00 — 11.00 AM) bajo anestesia (1
mg acepromicina + 100 mg ketamina/Kg peso). Se extrajeron muestras de sangre por
puncidén cardiaca con y/o sin anticoagulante segun corresponda, y las mismas se
centrifugaron a 4 °C. Alicuotas de plasma y/o suero obtenidos fueron congeladas a -20°C
hasta el momento de su valoracion. Higado, tejido adiposo epididimal (TAE) y musculo
gastrocnemio fueron extraidos en forma completa, y muestras de cada uno de ellos fueron
congeladas con una pinza enfriada en nieve carbOnica, pesadas, morterizadas y

conservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta su procesamiento.

4.- DETERMINACIONES REALIZADAS

En las experiencias destinadas a evaluar la absorcion aparente de proteina y grasa
dietaria, la composicidon corporal y la eficiencia energética se procedié de la siguiente
manera: diariamente se pesaron los animales, registrandose la ingesta de alimento y
recolectando en forma separada la materia fecal y los restos de alimento. La totalidad de la
materia fecal se recogid en recipientes metalicos que se colocaron en estufa a 60°C hasta
peso constante. Alicuotas de esta materia fecal deshidratada se conservaron a -20°C para la
posterior cuantificacion de nitrégeno (N) y grasa. Para determinar el contenido de
humedad, grasa y N del alimento, muestras de las distintas dietas se secaron hasta peso

constante.
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4.A.- ABSORCION APARENTE DE PROTEINA DIETARIA

El contenido de proteina presente en el alimento y materia fecal de los animales se
determiné mediante el método de Kjeldahl (Windham, 1999). Bésicamente para ello, la
muestra se digirio con HSO4 concentrado con el fin de destruir oxidativamente la materia
organica. De esta manera el N fue transformado en H3N, el cual queda retenido como
(H4N)2SO4. El proceso fue acelerado mediante catalizadores como CuSO4 y Se, y por
elevacion de la temperatura de ebullicion del H,SO4 por el agregado de Na,SO4 0 K;SO4
anhidro. Toda la materia organica fue transformada en CO, y H,O, que se elimin6 por
calentamiento. E1 HyN" se transform¢ en H;N por adicion de una solucién alcalina (NaOH
concentrado). Este H3;N fue arrastrado por vapor de agua y recibido en un frasco colector
conteniendo HCI 0,1N. El exceso de HCI que no reacciond con el H;3N se titul6 con NaOH
0,IN. Los miliequivalentes de N cuantificados corresponden a la diferencia entre los
miliequivalentes de HCI totales presentes en el frasco colector y los miliequivalentes en
exceso. El contenido total de N de la comida ingerida seca y de la materia fecal seca se
multiplico por 6,25 con el fin de estimar la cantidad de proteinas presentes (Rafecas y col,
1994). A partir del conocimiento de los mg proteina ingerido/24 hs y mg proteina
excretados en materia fecal/24 hs, se calculd la absorcion aparente de proteina dietaria,

como el porcentaje de la proteina ingerida que no fue excretada en materia fecal;

Proteina ingerida (mg/dia) — Proteina fecal (mg/dia)
Absorcion aparente de proteina (%) = x 100
Proteina ingerida (mg/dia)

4.B.- ABSORCION APARENTE DE LiPIDOS DIETARIOS

Ingestas y excretas diarias fueron llevadas a sequedad y posteriormente se realizo
una extraccion con éter de petrdleo utilizando el extractor de Twysselman. La grasa
extraida fue evaporada en estufa de vacio y la grasa total fue gravimétricamente medida
(Windham, 1999).

La absorcion aparente de grasa dietaria, como indice de biodisponibilidad, fue

calculada como porcentaje de grasa ingerida que no fue excretada en materia fecal:
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Grasa ingerida (mg/dia) — Grasa fecal (mg/dia)

Absorcion aparente de grasa (%) = x 100

Grasa ingerida (mg/dia)

4.C.- COMPOSICION CORPORAL

Animales de todos los grupos dietarios fueron anestesiados y eviscerados. Las
carcasas se pesaron y colocaron en estufa a 60°C hasta peso constante, determinandose asi
el contenido de agua de las mismas. Cada una de las carcasa secas fueron trituradas hasta
obtener una muestra homogénea, a partir de la cual, distintas alicuotas se utilizaron para la

determinacion del contenido de proteinas y grasa.

4.C.1.- Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua se determind por secado térmico (Windham, 1999). Para ello,
las carcasas fueron pesadas y colocadas en estufa a 60°C hasta peso constante. Los

resultados se expresaron como g de agua/100 g de carcasa.

4.C.2.- Determinacion del contenido de proteinas

La cuantificacion de N en alicuotas de carcasas secas y trituradas se realizd
mediante el método de Kjeldahl descripto anteriormente en el item 4.A. El contenido total
de N de las carcasas secas se multiplicé por 6,25 con el fin de estimar la cantidad de
proteinas presentes (Rafecas y col, 1994). Los resultados se expresaron como g de

proteinas/100 g de carcasa.
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4.C.3.- Determinacion del contenido de grasa

La cuantificacion del contenido de grasa total se realizd en alicuotas de carcasas
secas mediante el método extractivo con solvente descripto en el item 4.B. Los resultados

se expresaron como g de grasa/100 g de carcasa.

4.D.- RETENCION ENERGETICA CORPORAL Y EFICIENCIA ENERGETICA

4.D.1.- Retencion energética corporal

La retencion de proteinas y grasa en carcasa se calculdo como la diferencia entre la
cantidad de proteinas ¢ de grasa, respectivamente, en carcasa de animales posterior al
tratamiento dietario y previo al mismo en un grupo control de caracteristicas semejantes al
grupo de inicio experimental. Se emplearon los factores de conversion de Canolty (Canolty
y col., 1976): 18,62 KJ/g de proteinas y 39,12 KJ/g de lipidos para transformar en energia
(KJ) el contenido de proteinas y grasas. La retencion energética total corporal diaria
(RETC) en la carcasa se calculd en funcion de la ganancia diaria de peso como proteinas y

como grasa de cada animal.

RETC (KJ/dia) = REPC (KJ/dia) + REGC (KJ/dia)

Donde:
Retencion Energética Proteica Corporal Diaria (REPC) = g proteina/dia x 18,62 Kl/g
proteinas

Retencion Energética de Grasa Corporal Diaria (REGC) = g grasa/dia x 39,12 KJ/g grasas

4.D.2.- Eficiencia energética

La eficiencia energética (EE) durante el periodo experimental se calculé6 mediante

el cociente entre la RETC y la ingesta energética (IE) (Dulloo y Girardier, 1992; Bell y col,
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1995; Specter y col, 1995). La IE se calculé multiplicando la cantidad de alimento

consumido por el nimero de KJ aportados por gramo de dieta.

RETC (KJ/dia)
EE = x 100
IE (KJ/dia)

4.E.- CUANTIFICACIONES EN SUERO/PLASMA

4.E.1.- Concentracion de triglicéridos sérico

La concentracion de TG en suero se determind mediante un método enzimatico
empleando un kit comercial (SB, Santa Fe, Argentina). El método se fundamenta en la
hidrdlisis enzimatica de los TG en glicerol y AG libres, por medio de una combinacion
especial de lipasas. El glicerol es fosforilado a glicerol-fosfato en presencia de glicerol
quinasa y ATP, luego este derivado fosforilado, es oxidado con produccion de peroxido de
hidrégeno por accion de la glicerol fosfato oxidasa. El indicador final de color es una
quinoneimina roja formada a partir del peroxido de hidrogeno, 4-aminofenazona y 4-
clorofenol, con la accidn catalitica de una peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de
absorcion a 510 nm. La intensidad de color es directamente proporcional a Ia

concentracion de TG presentes en la muestra. Los resultados se expresaron en mmol/L.

4.E.2.- Concentracion de colesterol total sérico

La concentracion de Col en suero se determind mediante un método enzimatico
empleando un kit comercial (SB, Santa Fe, Argentina). El método se fundamenta en la
hidrolisis enzimatica de los ésteres de Col por una colesterol esterasa liberando colesterol y
AG. El Col producido en esta reaccion, mas el colesterol libre, es oxidado por accion de
una colesterol oxidasa, con formacion de perdxido de hidrogeno. Este tltimo, en presencia
de peroxidasa, oxida el cromogeno 4-Aminofenazona/Fenol a un compuesto de color rojo.

La quinoneimina roja formada posee un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad de
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color es directamente proporcional a la concentracion de Col presente en la muestra. Los

resultados se expresaron en mmol/L.

4.E.3.- Concentracion de fosfolipidos séricos

El nivel de FL séricos se evalu6 mediante el contenido de fosforo presente en un
extracto de lipidos séricos obtenido mediante el método de Folch y col. (1957).
La extraccion y purificacion de los lipidos del suero se llevo a cabo mediante la
homogenizacion de una alicuota de suero con la mezcla de solventes Cloroformo:Metanol
2:1 (v/v), en una proporcion 1/20, y posterior lavado del extracto obtenido, por adicion de
un quinto de su volumen de agua o de una solucién apropiada de sales. De la mezcla
resultante se obtuvo un sistema bifasico. La fase superior que contiene todas las sustancias
no lipidicas y solo cantidades insignificantes de otros lipidos, fue desechada. La fase
inferior contiene esencialmente el total de los lipidos del suero. Una alicuota de la fase
inferior fue transferida a un tubo de vidrio largo (20 mL) tapa a rosca y secada a 40 °C bajo
corriente de N, gas para su posterior procesamiento.

La cuantificacion del contenido de fosforo en el extracto lipidico obtenido, se llevd
a cabo mediante el método estandar de reduccion del complejo fosfomolibdato con acido
ascorbico (Chen y col. 1956). Especificamente, el acido perclorico oxida el fésforo
organico hasta fosfato inorgédnico. Los iones fosfatos reaccionan con el molibdato de
amonio en medio acido para producir acido fosfomolibdico, el cual es reducido a azul de
molibdeno, de color intenso por accion del acido ascorbico. La intensidad del color a 800

nm es proporcional a la concentracion de fosforo de la muestra.

4.E.4.- Concentracion de glucosa plasmatica

La concentracion de glucosa en plasma se determind mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (SB, Santa Fe, Argentina). La glucosa es oxidada
por la glucosa oxidasa a acido glucénico y peroxido de hidrogeno. Este ltimo en presencia
de peroxidasa oxida al cromégeno 4-Aminofenazona /Fenol a una quinona de color rojo
cuya intensidad se mide espectrofotométricamente a 505 nm y es proporcional a la

concentracion de glucosa presente en la muestra. Los resultados se expresaron en g/L.
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4.E.5.- Cuantificacion de la actividad de enzimas marcadoras de dafio hepatico

En muestras de suero, se determinaron las actividades de enzimas marcadoras de
dafio hepatico, aspartato amino transferasa (ASAT), alanina amino transferasa (ALAT) y

fosfatasa alcalina (FA), utilizando kits comerciales.

4.E.5.1.- Actividad de la enzima ASAT

La enzima ASAT cataliza la siguiente reaccion:

ASAT
L-aspartato + a-cetoglutarato " glutamato + oxalacetato

El oxalacetato formado es inestable y se transforma en piruvato, el cual reacciona
con la 2,4-dinitrofenilhidracina produciéndose en medio alcalino un compuesto coloreado
que se mide a 505 nm. La intensidad de color obtenida es proporcional a la actividad

ASAT. Los resultados se expresaron en U/L.

4.E.5.2.- Actividad de la enzima ALAT

La enzima ALAT cataliza la siguiente reaccion:

ALAT R
L-alanina + a-cetoglutarato " glutamato + piruvato

El piruvato formado reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina produciéndose en
medio alcalino un compuesto coloreado que se mide a 505 nm. La intensidad de color

obtenida es proporcional a la actividad ALAT. Los resultados se expresaron en U/L.

4.E.5.3.- Actividad de la enzima FA

La enzima FA desdobla al fenilfosfato de sodio en medio alcalino tamponado con

aminometil propanol. El fenol liberado se determina por reaccidon con 4-amino-antipirina y
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ferricianuro como agente oxidante. El color desarrollado es directamente proporcional a la

actividad enzimatica y se mide a 520 nm. Los resultados se expresaron en U/L.

4.E.6.- Perfil de acidos grasos sérico

La composicion de AG de los lipidos circulantes se cuantificO mediante
cromatografia gaseosa (CG), empleando un cromatdgrafo gas-liquido marca Shimadzu
(GC-2014), con detector FID y columna capilar CP-Sil 88 (100 mx 0,25 mm id x 20 mm
de espesor). Los metil ésteres de los AG plasmaticos fueron identificados por comparacion
con los tiempos de retencion relativos a estandares comerciales.

La identificacion y cuantificacion de ésteres metilicos correspondientes a AG
presentes en materias grasas de origen animal por CG, requiere de tres etapas: obtencion

del extracto lipidico, derivatizacion de los AG, y corrida cromatografica.

= La extraccion de la materia grasa del plasma se realizdo mediante el método de Bligh and
Dyer (1959). Este método permite una rapida extraccion de lipidos de tejidos o muestras
que contienen una cantidad significativa de agua. El método se basa en la homogenizacion
de la muestra con cloroformo, metanol y agua en proporciones 1:2:0,8 para que se forme
una sola fase miscible con el agua de la muestra que extrae, tanto la grasa libre, como
estructural. Luego se afiaden alicuotas de cloroformo y agua para lograr la separacion de
fases. El material lipidico se encuentra en la fase organica, mientras que el material no
lipidico se ubica en la fase acuosa. El volumen de plasma a utilizar para la extraccion
lipidica se ajusta a 0,8 mL de ser necesario (agregando la cantidad de agua necesaria), ya
que le contenido de agua de la muestra es critico para conservar la proporcion de
cloroformo, metanol y agua, que permite la formacion del sistema homogéneo. En caso de
tejidos solidos, como higado, tejido adiposo, etc, el método requiere determinar el
contenido de humedad de la muestra para ajustarla posteriormente a 80%. La fase organica
que alberga el material lipidico de la muestra se colocé en manta calefactora a 45°C, bajo

corriente de N, gas, con el fin de evaporar los restos de solvente.

» Para la derivatizacion de los AG es importante considerar que, incluso al estado de
vapor, los mismos se encuentran en forma de un dimero unidos por puente de hidrogeno.

Esta estructura corresponde al doble de su peso molecular y se refleja en sus propiedades
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fisicas como el punto de ebullicion. Asi, los AG tienen sus puntos de ebullicion
anormalmente altos, lo cual impide su analisis directo por CG. Por esta razon los AG de los
triglicéridos y los AG libres presentes en la muestra son convertidos en metil ésteres con
KOH 2N, previa disolucién del extracto lipidico en hexano calidad HPLC (ISO 5509:2000
(E)). Los ésteres metilicos formados tienen un peso molecular algo mayor que el respectivo
acido graso, pero al romperse el puente de hidrogeno, bajan su punto de ebullicion a la
mitad, pudiendo ser analizados perfectamente por CG ya que son volatiles a las

temperaturas en que se manejan las fases liquidas para su andlisis.

* En referencia a la “corrida cromatografica”, resulta pertinente introducir que la
cromatografia gaseosa es una técnica de particion que permite que todo compuesto
quimico que habitualmente es un gas o susceptible de ser transformado en un gas, pueda
ser identificado y cuantificado por esta metodologia. Asi, la muestra en estado gaseoso se
reparte entre dos fases no miscibles: 1- una gaseosa que corresponde al gas de arrastre o
gas portador que es movil, y 2- una fase liquida estacionaria. A medida que va pasando el
gas portador con la muestra formada por “n” componentes, la separacion de cada uno de
ellos se efectia de acuerdo a su propio coeficiente de reparto entre el gas portador y la fase
liquida. Debe sefalarse que todos los ésteres metilicos de los AG, de cualquier muestra de
materia grasa, emergen como sefales agudas denominadas picos, por lo tanto la
identificacion se basa en comparar el tiempo que se demora (tiempo de retencidon) en
emerger un pico determinado y compararlo con el tiempo que demora en hacerlo en iguales
condiciones, el éster metilico correspondiente al patron conocido. El tiempo de retencion
del éster metilico de un AG en particular es caracteristico para ese compuesto, que se ha
analizado en una columna con una fase liquida especifica, en condiciones estandarizadas
de temperatura de la columna, temperatura del detector y del inyector, flujo del gas
portador, iguales condiciones de particion de flujo conocido como “splits”. Este tiempo de
retencion total, se compara con el obtenido para el respectivo éster metilico de referencia,
sometido a las mismas condiciones cromatograficas.

A partir del cromatograma obtenido, los resultados se expresaron como porcentaje

relativo de cada 4rea en funcion al total de areas registradas (area %).
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4.F.- CUANTIFICACION DE LiPIDOS TISULARES

* En muestras de higado se determinaron las concentraciones de TG, FL y Col.

* En muestras de musculo gastrocnemius se determinaron las concentraciones de TG y
FL. Se seleccion6 para las cuantificaciones musculares el musculo gastrocnemio, ya que
por su constitucion en tipos de fibras, es representativo del tejido muscular total, el cual
posee una elevada capacidad oxidativa y utilizacion de AG, como asi también representa
aproximadamente el 45 % del peso corporal.

* En muestras de higado y TAE se analiz¢6 el perfil de AG.

4.F.1- Concentracion de triglicéridos tisulares

Para cuantificar los niveles de TG tisulares (higado y musculo), una cantidad
determinada del tejido conservado a -80°C se homogeniz6 con un volumen apropiado de
solucion fisiologica fria (4 °C).

El contenido de TG se determin6 mediante la técnica propuesta por Laurell (1966).
Los TG se extrajeron utilizando una mezcla éter isopropilico:etanol (95:5; v/v) y luego
fueron saponificados con una solucion de KOH 6N:etanol (0,5:9,5; v/v). El glicerol
liberado fue cuantificado mediante su oxidacion con peryodato generando un mol de acido
formico y dos moles de formaldehido para cada mol de sustrato. El formaldehido reacciona
a 100°C con acido cromotrdpico para dar un compuesto violeta, cuya intensidad de color se
mide a 570 nm y es proporcional a la cantidad de TG presente en la muestra. Los

resultados se expresaron como pmol/g tejido htimedo.

4.F.2- Concentracion de fosfolipidos tisulares

Para cuantificar los niveles de FL tisulares, una cantidad determinada del tejido
conservado a -80 °C se homogeniz6 con un volumen apropiado de solucion fisiologica fria
(4°C) para obtener una dilucion 1:2 en todas las muestras de higado y una dilucién 1:10 en
las muestras de musculo gastrocnemio. Sobre alicuotas de estos homogenados se realizé la
extraccion lipidica siguiendo la técnica de Folch y col. (1957) anteriormente detallada y

posterior cuantificacion del contenido de fosforo presente en el extracto lipidico obtenido
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mediante el método estandar de reduccion del complejo fosfomolibdato con 4acido

ascorbico (Chen y col., 1956). Esta técnica fue descripta en detalle en el apartado 4.F.3.

4.F.3- Concentracion de colesterol total tisular

Para cuantificar el contenido de Col en higado, una cantidad determinada del tejido
conservado a -80°C se homogeniz6 con un volumen apropiado de solucion fisiologica fria
(4°C) para obtener una dilucion 1:2. Sobre alicuotas de estos homogenados se realizo la
extraccion lipidica siguiendo la técnica de Folch y col. (1957). Una porcion del extracto
lipidico obtenido fue transferida a otro tubo de extraccion y secada a 40°C bajo corriente de
N, gas. Sobre este extracto seco se cuantifico el Col segun la técnica de Abell y col.
(1952). Este método comprende: 1) tratamiento del extracto lipidico con KOH para liberar
el colesterol y saponificacion de los ésteres de colesterol; 2) extraccion del colesterol en un
volumen medido de éter de petroleo después de la dilucion de la solucion alcohdlica con
agua; y 3) medicion del Col en una alicuota de la fase etérea por medio de la reaccion de
color de Liebermann-Burchard. Este método quimico de Liebermann-Burchard para la
determinacion de Col en una muestra lipidica se basa en el desarrollo de una coloracién
verde en presencia de anhidrido acético y acido sulfirico concentrado con temperatura,
después de 30 min de reaccion. La intensidad de la coloraciéon es medida en el
espectrofotometro a 620 nm. La intensidad del color tiene una relacion lineal con la

concentracion de Col presente en el extracto lipidico.

4.F.4- Perfil de acidos grasos tisular

La composicion de AG de los lipidos tisulares (higado y TAE) se obtuvo mediante

GC, como fue descripto en el item 4.F.6, previa extraccion de la materia grasa tisular

mediante el método de Bligh y Dyer (1959).
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4.G.- ANALISIS HISTOLOGICO DEL TEJIDO HEPATICO

Porciones de higado recién removidas (n=5 por grupo) fueron sometidas
inmediatamente a un proceso de fijacién mediante la inmersion directa de la muestra en
formaldehido al 4% (fijador) tamponado con buffer fosfato (PBS, pH: 7,5). Finalizado el
tiempo de fijacion se realizaron dos lavados sucesivos, con agua corriente y PBS. Una vez
eliminado el fijador, se deshidrat6 el tejido mediante la realizacion de pasajes sucesivos de
las muestras por soluciones de etanol de concentracion creciente (desde 70% hasta etanol
puro-100%). Luego el etanol fue sustituido por xilol para el aclaramiento de las muestras y
las mismas fueron impregnadas con parafina para la obtencion del “taco”. Una vez
obtenidos los tacos, se realizaron cortes seriados de los mismos de 5 micras de espesor,
utilizando un micrétomo tipo Minot. Finalmente cada corte fue coloreado con
Hematoxilina-Eosina. Esta coloracién permite evidenciar detalles estructurales. La
observacion microscopica se realizo a los aumentos de 4X, 10X y 40X con microscopio

optico equipado con camara fotografica (Garcia del Moral, 1993).

4.H.- PARAMETROS RELACIONADOS AL METABOLISMO LIPIDICO

4.H.1.- Actividad total de la enzima lipoproteina lipasa

4.H.1.1.- Actividad total de LPL en tejido adiposo epididimal

A pesar de que el tejido adiposo de la rata representa solo un 7-10% de su peso
corporal y que recibe menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que es el
principal tejido responsable de la remocion de las lipoproteinas ricas en TG presentes en
circulacion. La actividad total de la LPL en tejido adiposo epididimal (TAE) se determiné
empleando el método fluorimétrico descripto por Del Prado y col. (1994). Para tal fin, una
cantidad de TAE se homogeneiz6 con buffer Tris (hidroximetil) aminometano (Tris-HCI)
0,2 M pH 8,2 a 4°C, en una proporcion 0,2 g de tejido/ml de buffer y se homogeneiz6 en
frio. Una alicuota del homogeneizado fue utilizada para la preparacion de extracto
enzimatico “polvo de acetona” (Lutz y col., 1989). Esta preparacion consiste en una doble
extraccion con acetona fria (dil. 1:4, -20°C) seguida de una doble extraccién con éter

dietilico frio (dil. 1:4, -20°C). El polvo de acetona obtenido se llevd a sequedad bajo
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corriente de N, (1 hora a 4°C) y se resuspendié en 1 ml de Buffer NH4CI 25 mM pH 8,1
con 1 Ul/ml de Heparina. La concentracion de proteinas en el resuspendido se determind
mediante la técnica de Lowry (1979).

El método fluorimétrico para la determinacion de la actividad de la enzima LPL
descripto por Del Prado y col. (1994), utiliza di-butiril fluoresceina (DBF) como sustrato
enzimatico, el cual fue sintetizado a partir de la mezcla de 10 g de fluoresceina con 10 ml
de piridina y 30 ml de anhidrido butirico. La mezcla fue almacenada a temperatura
ambiente por 24 horas antes de la adiciéon de 300 ml de etanol absoluto. Finalmente, la
mezcla se guardd en freezer a -20°C por 18 horas. El DBF fue recristalizado en 95% de
etanol sucesivas veces hasta remover las trazas de fluoresceina libre. La pureza del
producto final se evalu6 realizando un espectro de emision, comprobando que no exista
pico de excitacion de fluoresceina a 490 nm.

La reaccion enzimatica se llevo a cabo a 37°C en un buffer fosfato 0,1 M, pH 8,0,
conteniendo 5% de 2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimatico resuspendido
(teniendo en cuenta de no superar los 15 mg de proteinas en la mezcla de reaccion). La
cuantificacion de la actividad LPL se realizd midiendo por 5 min el aumento de
fluorescencia (Aexcitacion= 490 nm; Aemisiss= 530 nm) producto de la liberacion de
fluoresceina como consecuencia de la hidrolisis enzimatica de DBF. Paralelamente, el
mismo ensayo fue llevado a cabo en presencia de 1M NaCl para inhibir la actividad
enzimatica especifica.

La actividad LPL en tejido adiposo se determin6 sustrayendo la actividad lipolitica
no especifica (determinada en presencia de NaCl 1M) de la actividad lipolitica total
(determinada en ausencia de NaCl 1M). Los resultados se expresaron como nmol de
fluoresceina liberada por minuto por gramo de tejido (nmol de fluoresceina/min/g) y como

nmol de fluoresceina/min/TAE, afectada por el peso del tejido adiposo.

4.H.1.2.- Actividad total de LPL en misculo gastrocnemio

El musculo gastrocnemio conservado a —80°C fue homogeneizado (dil 1:10) en una
solucion buffer NH4CI/NH4OH — Heparina (50 mM, pH 8,6, conteniendo 4 Ul/ml de
heparina). Luego de reposar 15 min a 4°C los homogenados fueron centrifugados a 2600g a
4°C durante 15 min obteniéndose los extractos crudos frescos tisulares. La cuantificacion

de la actividad LPL se realizé midiendo por 5 min el aumento de fluorescencia (Aexcitacion=
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490 nm; Aemisisn= 530 nm) producto de la liberacion de fluoresceina como consecuencia de
la hidrdlisis enzimatica del DBF. La reaccion se llevo a cabo a 37°C en un buffer fosfato
0,1 M, pH 8,0, conteniendo 5% de 2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimatico
(teniendo en cuenta de no superar los 15 mg de proteinas en la mezcla de reaccion). La
actividad medida fue expresada como nmol de fluoresceina liberada por minuto por gramo

de musculo (nmol de fluoresceina/min/g).

4.H.2.- Secrecion hepatica “in vivo” de TG-pre-f lipoproteinas

Se determind la velocidad de secrecion de TG-pre-B lipoproteinas “in vivo”
(VSTG) utilizando para tal fin la metodologia propuesta por Otway y col. (1967)
modificada por Bernal y col. (1989). La misma se fundamenta en la inhibiciéon de la
remocion intravascular de las lipoproteinas de & < 1,006 g/ml por la administracion de
Triton WR 1339, de modo que los TG se acumulan en el tiempo en el sistema vascular en
forma proporcional a la velocidad con la que son secretados por el higado.

En lotes de animales en los cuales se siguieron los mismos tratamientos dietarios,
ayunados 12-18 hs y bajo anestesia, se administré via endovenosa una solucién de Triton
WR 1339 al 10% (v/v) en cloruro de sodio 0,9% (dosis: 600 mg/kg peso). Se tomaron
muestras de sangre para el dosaje de TG a tiempo 0 y 120 minutos (previo y dos horas
posteriores a la administracion de la droga). El volumen plasmatico (Vp) se determin6 en
una experiencia paralela mediante la técnica de dilucion del Azul de Evans (Wang y col.,

1949).

La VSTG fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

([TGi20] = [TGo] ) x Vp
VSTG (nmol/100g/min) =

Pxt
Siendo [TGia] y [TGo] las concentraciones de TG a tiempo 120 y 0 min de la
administracion del Triton WR 1339 y expresadas en umol/ml; P, el peso en gramos del

animal; Vp en ml y t en minutos.
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En trabajos previos (Bernal y col., 1989) ha sido demostrado que en ratas la dosis
elegida es la que provee la maxima inhibicion de la clarificacion de VLDL-TG y que bajo
esas condiciones el acumulo de TG en el plasma es lineal hasta los 150 min, razoén por la
que solo se cuantificaron los niveles de TG a los tiempos 0 y 120 min. Estas condiciones

fueron corroboradas para asegurar que fueran las adecuadas en ratones.

4.H.3.- Actividad de enzimas lipogénicas en higado y tejido adiposo epididimal

Las enzimas relacionadas con la actividad lipogénica en higado y tejido adiposo se
encuentran en la fraccion citosolica celular. Para la determinacion de la actividad de estas
enzimas se homogeneizaron fracciones de higado (0,5 g) y tejido adiposo (0,25 g) frescos
en buffer pH 7,6 (KCl 150 mM, MgCl, 1 mM, N-acetil-cisteina 10 mM vy ditiotreitol 0,5
mM) en proporcion 1:10 para higado y 1:2,5 para tejido adiposo. Luego, se centrifugod el
homogenado a 60.000 g a 4°C durante 90 minutos y se separd el sobrenadante el cual se
almacend a -80°C hasta la posterior determinacion de la actividad de las enzimas. Por otro
lado, una alicuota del sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de la concentracion de

proteinas a través de la técnica de Lowry y col. (1979).

4.H.3.1.- Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, E.C.
1.1.1.49) se determind espectrofotométricamente a través de la formaciéon de NADPH
durante 5 minutos a 37°C, medida por absorbancia a 340 nm, en buffer glicil-glicina 0,1 M,
pH 8,0 en presencia de glucosa 1,2 mM, NADP 0,4 mM y MgSO412 mM. La actividad de
G6PDH fue expresada como nmol de NADPH producidos por minuto por miligramo de

proteina (nmol NADPH/min/mg prot.) (Kuby y Noltmann, 1966).

4.H.3.2.- Actividad de la enzima malica

La actividad de la enzima malica (EM, E.C. 1.1.1.40) se determind

espectrofotométricamente a través de la formacion de NADPH durante 4 minutos a 37°C,
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medida por absorbancia a 340 nm, en buffer trietanolamina 0,4 M, pH 7,4, en presencia de
NADP 0,2 mM, MnCl, 4 mM y L-malato 0,5 mM. La actividad de EM fue expresada
como nmol de NADPH producidos por minuto por miligramo de proteina (nmol

NADPH/min/mg prot.) (Hsu y Lardy, 1969).

4.H.3.3.- Actividad de la enzima acido graso sintasa

La actividad de la enzima acido graso sintasa (FAS, E.C. 2.3.1.85) se determind
espectrofotométricamente a 340 nm, mediante la diferencia en la oxidacion de NADPH en
presencia de malonil-CoA y la oxidacién de NADPH en ausencia de malonil-CoA. Para
esta determinacion, la enzima es incubada previamente a 37°C en buffer KH,PO4 1 M, pH
6,5, en presencia de EDTA 2,5 mM, cisteina 10 mM, alblimina sérica bovina 0,3 mg/ml,
acetil-CoA 0,06 mM y NADPH 0,15 mM. La reaccion es iniciada con 20 pl de malonil-
CoA 7 mM. La actividad de FAS fue expresada como nmol de NADPH consumidos por
minuto por miligramo de proteina (nmol NADPH/min/mg prot.) (Lynen, 1969).

4.H.4.- Actividad de la enzima carnitina palmitoil-transferasa I en higado y musculo

El proceso de B-oxidacion de los AG se realiza en la matriz mitocondrial de las
células, siendo una de las enzimas clave en este proceso la carnitina palmitoil-transferasa I
(CPT-I). Esta enzima es la encargada de transportar los AG, que se encuentran en el
citosol, hacia el interior de las mitocondrias. Para la determinacion de la actividad de la
enzima CPT-I se realiz6 un homogenado (relacion 1:5) a partir de tejido congelado (-
80°C), higado y musculo, en solucion de sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM, fenil-metil-
sulfonil fluoruro 0,2 mM, antipain 1 mg/l, aprotinin 1 mg/l, leupeptin 2 mg/l y pepstatin
0,7 mg/l. El homogenado se centrifugd a 300 g a 4°C durante 10 minutos y luego el
sobrenadante se volvid a centrifugar a 12.000 g a 4°C durante 5 minutos, y este nuevo
sobrenadante, que contenia un aislado de mitocondrias, se utilizdo como fuente de enzima.
La determinacion de la actividad de la enzima mide la cantidad de coenzima A liberada a
partir de palmitoil-CoA en presencia de 5,5’-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB).
Para esto, se incubod la fraccién mitocondrial a 30°C durante 5 minutos en un medio

conteniendo 800 ul de buffer Tris-HCI, pH 8, (Tris-HCI 116 mM, EDTA 2,5 mM, DTNB
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0,11 mM, Triton X-100 0,2%), 75 pl de solucion de homogenado, palmitoil-CoA 0,05 mM
y L(-) carnitina 0,11 mM. La reaccién fue iniciada con 25 pl de muestra y la actividad se
determiné siguiendo la liberacion del CoA (a través de la formacion de CoASH) a 412 nm
durante 3 minutos. Este resultado valora la actividad de un conjunto de enzimas que, al
igual que la CPT-I liberan CoA, por lo que se determind paralelamente la actividad en
ausencia de L(-) carnitina para cuantificar la actividad de todas estas enzimas excepto la
CPT-I. Para expresar el resultado se hizo una diferencia entre la actividad en presencia de
L(-) carnitina y la actividad en ausencia de L(-) carnitina, y la actividad de la CPT-I se
expresd como nmol de CoA liberados por minuto por miligramo de proteina (nmol/min/mg
prot) (Bieber y col, 1972). La concentracion de proteinas se estimd en el sobrenadante

utilizando la técnica de Lowry y col. (1979).

4.1.- PARAMETROS RELACIONADOS AL ESTRES OXIDATIVO HEPATICO

4.1.1.- Determinacion del grado de lipoperoxidacion

El dafo peroxidativo a nivel hepatico fue evaluado a través del grado de
lipoperoxidacion (LPO), analizado mediante las sustancias reactivas al dcido tiobarbitdrico
(TBARs). Para tal fin, los higados fueron rapidamente removidos y lavados con solucion
salina enfriada a 4°C y conservados a -80°C. La determinacion se realizo en homogenados
hepaticos preparados en una proporcion de 1 g de tejido con 9 ml de KCI1 1,15 %, de
acuerdo al método de Ohkawa y col. (1979). El método consiste en la reaccion de acido
tiobarbitarico con un producto secundario de la peroxidacion lipidica, identificado como
malondialdehido (MDA), formado durante la incubacion de homogenados tisulares bajo
condiciones aerobicas, para producir en medio acético y en caliente, un cromogeno rojo
con un pico de absorcion espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se expresaron en

nmol MDA/g de tejido.

4.1.2.- Determinacion del contenido de glutation reducido

La determinaciéon de glutation reducido (GSH) se realizd en homogenados

hepéticos obtenidos en una proporcion 1:4 con acido tricloroacético al 5%. Se obtuvo el

sobrenadante por centrifugacion y se determinaron los niveles de GSH segun la técnica de
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Ellman (1979) utilizando como reactivo DTNB. Los resultados se expresaron en pumol

GSH/g de tejido.

4.1.3.- Medida de la actividad de enzimas antioxidantes hepaticas

Para sus determinaciones se obtuvieron homogenados hepaticos con buffer fosfato
50 mM, pH 7,0 en una relacion de 1g de tejido por 9 ml de buffer, los cuales fueron luego
centrifugados a 4°C y 16000g durante 12 minutos. Las actividades de las enzimas
mencionadas se determinaron en el sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion. Para
ambas enzimas, la concentracion de proteinas fue determinada por el método de Lowry y

col (1951).

4.1.3.1.- Determinacion de la actividad de la enzima catalasa

La determinacion de la actividad de la enzima catalasa (CAT) se fundamenta en la
cantidad de H,O, degradada por la enzima, medida en buffer fosfato 50 mM, pH 7,0, con
Triton X 100 al 1%. La disminucién en el contenido de H,O, fue medida
espectrofotométricamente a 240 nm durante 30 segundos. La actividad enzimatica fue
expresada como U/mg de proteina, siendo una U la cantidad de enzima que cataliza la

conversion de un pumol de sustrato por minuto (Aebi, 1984).

4.1.3.2.- Determinacion de la actividad de la enzima glutation peroxidasa

La actividad de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px) fue determinada
utilizando H,O, como sustrato y la reaccion fue seguida espectrofotométricamente
mediante el consumo de NADPH por accion de la enzima glutation reductasa. La reaccion
fue llevada a cabo en buffer fosfato 50 mM, pH 7,0, con GSH 0,15 M, NADPH 8,4 mM y
0,46 U/ml de glutation reductasa. Los cambios en la absorbancia fueron medidos durante 2
minutos a 340 nm. La actividad de GSH-Px fue expresada como mU/mg proteina (Paglia y

Valentine, 1967).
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5.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + SEM y el nimero de muestras fue
indicado en cada caso, siendo siempre igual o mayor a 5.

Los datos utilizados para comparar los efectos de las diferentes dietas fueron
analizados mediante un 3x3 ANOVA, utilizando la suplementacion o no con las distintas
fuentes de CLA (ausencia de CLA, suplementacion con AR, suplementacion con Mix) y
origen de grasa dietaria (aceite de oliva, aceite de maiz, aceite de canola) como variables
independientes. Las comparaciones post-hoc fueron realizadas utilizando el test de Tukey.

En todos los casos, valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

En funcion de los objetivos planificados, las experiencias realizadas se describen en
forma secuencial, considerando las dos variables independientes fijadas en el protocolo,
especificamente: a) origen de la grasa dietaria (Oliva, Maiz y Canola) y b) presencia y/o
fuente de Conjugados del Acido Linoleico (ausencia de CLA, presencia de aceite
enriquecido con ¢9,/11-CLA (AR), presencia de aceite enriquecido con mezcla comercial

de CLA -Mix: ¢9,11-CLA +¢10,c12-CLA-).

1.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL CONSUMO DE ALIMENTO Y ENERGIA

Las dietas fueron aceptadas perfectamente por todos los grupos, sin manifestar
ningin tipo de rechazo o resistencia a la ingesta de las mismas, lo cual puede ser
constatado a través del equivalente consumo medio diario del alimento, que no mostro
ninguna diferencia significativa tanto, por el origen de grasa dietaria, como por la
presencia de isomeros CLA (Tabla 4). En virtud de este consumo y que las dietas fueron
1socaloricas, la ingesta energética media tampoco ha mostrado diferencias estadisticas.

La absorcion aparente de los macronutrientes energéticos, grasas y proteinas, no
mostr6 ningun efecto por el origen de grasa dietaria o fuente de CLA. La elevada absorcion
aparente de todas las grasas, claramente nos manifiesta que los efectos metabodlico-
nutricionales de las dietas estan relacionados al origen de grasa o la fuente de isémeros
CLA, y no a alteraciones en la absorcion de las mismas, ni de compuestos liposolubles que
pudieran ser transportados por ellas. Estos resultados, junto con la absorcion aparente de
proteinas, nos permitieron excluir cualquier tipo de fendmeno de malabsorcion de

nutrientes que pudieran afectar los parametros evaluados.
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Tabla 4. Consumo de alimento, ingesta energética y absorcion aparente de grasa y proteina dietaria

(0] O+AR O+Mix M M+AR M-+Mix C C+AR C+Mix
Consumo de Alimento
36+0,2 | 3,7+0,3 | 3,7+04 | 3,6+03 | 3,2+0,1 | 34+0,2 | 3,6+0,2 | 3,5+04 | 3,5+0,3
(g/dia)
Ingesta Energética
59,3+4,0|61,6+4,8 |60,8+7,1|589+49 |532+23|560+29 |589+3,6|58,8+6,7|57,3+4,2
(KJ/dia)
Absorcion aparente de
97,1+£0,6 | 97,9+0,1 | 96,8+0,8 | 95,013 | 97,0+0,2 | 96,9+0,7 | 96,5+ 0,4 | 979+ 0,1 | 97,9 +0,1
grasa dietaria (%)
Absorcion aparente de
932+0,4|93,7+0,3 |950+0,3|928+0,3 |93,6+0,5|93,9+0,8|92,8+0,5|93,9+0,7|93,3+0,5

proteina dietaria (%)

Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3 ANOVA, seguido del test de Tukey.

0,05.

Nivel de significancia: p <
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2.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LA GANANCIA DE PESO

Dado que los ratones se encuentran durante el desarrollo de los experimentos en
una etapa de pleno crecimiento, todos los animales pertenecientes a los distintos grupos
dietarios manifestaron un aumento del peso corporal desde el inicio hasta el final del
periodo experimental (Figura 11). La evolucion del peso corporal mostrd, en la mayoria de
los animales experimentales, dos comportamientos diferentes: del dia O al dia 7 los ratones
mantuvieron una exigua ganancia de peso, probablemente, debido a la adaptacion de los
mismos a la agrupacion en la colonia, junto con el cambio de la formulacion y presentacion
de la dieta. A partir del dia 7 de la experiencia, la ganancia de peso fue mayor en todos los
grupos, diferencidndose claramente el efecto por el origen de grasa dietaria, y mas
notablemente el efecto por la fuente de CLA utilizada. Por esta razon, en las Figuras 12 y
13 se muestran separadamente las ganancias de peso entre los dias 0 y 30 (AP3g.) y los
dias 7 y 30 (AP30.7), respectivamente.

El anélisis estadistico ANOVA (3x3) de la ganancia de peso en los 30 dias de
experiencia (AP3o), mostro diferencias significativas por el origen de grasa dietaria (p =
0,002) y la presencia de isémero CLA (p < 0,001), como también interaccion entre las dos
variables independientes (p < 0,001). Asimismo, contemplando la ganancia de peso entre
los dias 7 y 30, el efecto de las dietas es semejante a lo observado en el total de la
experiencia, a excepcion de la interaccion de variables (APs.7; origen de grasa dietaria: p =
0,006; presencia de isoémero CLA: p = 0,002 e interaccion origen de grasa x presencia de
isomero: p = 0,693 —NS-).

La comparacion individual en el incremento de peso entre los dias 0 y 30, como
entre los dias 7 y 30 (AP30.9 y AP30.7), mostrd un efecto similar. Respecto al origen de grasa
dietaria, en ausencia de isémeros CLA, los animales alimentados con dietas C presentaron
una mayor ganancia de peso que los animales alimentados con dietas O y M. El AR solo
mostré descender la ganancia de peso de los animales cuando el origen de grasa dietaria
fue aceite canola, mientras que el Mix mostrdé un descenso de dicha variable

independientemente del origen de grasa dietaria.
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Figura 11. Evolucion de 1a ganancia de peso diario
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Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo.
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Figura 12. Ganancia de peso entre los dias experimentales 0 y 30 (AP3¢.9)
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 13. Ganancia de peso entre los dias experimentales 7 y 30 (AP3¢.7)
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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3.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LA COMPOSICION CORPORAL

Al final de los tratamientos dietarios, los cambios en la ganancia de peso se
relacionaron a diferencias en el contenido graso corporal, mas que a alteraciones en el
crecimiento y desarrollo de los animales (Tabla 5). Es dable observar la magnitud de los
cambios en el % grasa corporal debido tanto, al origen de grasa dietaria (p < 0,001), como
a la fuente de isomero CLA (p <0,001).

Los animales alimentados con dietas C presentaron un mayor contenido de grasa
corporal que los animales alimentados con dietas O 6 M. La suplementaciéon con AR
disminuyo el contenido de grasa corporal en los animales alimentados con C+AR, mientras
que este efecto no fue observado en aquellos animales alimentados con O+AR 6 M+AR.
La mezcla equimolecular de CLA ocasioné un marcado efecto reductor de la grasa
corporal, comparado a los animales que recibieron el mismo origen de grasa dietaria, tanto
en ausencia de CLA, como con la suplementacion con AR.

Si bien los cambios observados en el % de grasa corporal fueron muy
significativos, el contenido porcentual de agua y proteinas que compensa dicho cambio no
mostrd diferencias estadisticas, dado que el orden de magnitud del cambio de estos dos

parametros fueron muy superiores al del % de grasa corporal.
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Tabla 5. Composicion corporal

0] O+AR O+Mix M M+AR M-+Mix C C+AR C+Mix
% Agua 63,0+1,0 | 645+04 | 66,0+£03 | 632+1,0 | 63,7+0,3 | 67,0£03 | 60,1+0,7 | 63,2+1,0 | 66,6+0,3
% Proteina | 249+0,8 | 24,1+0,1 | 253+0,5 | 243+0,4 | 25,1+13 | 27,1+£1,0 | 23,1+0,4 | 22,7+0,6 | 242+0,3
% Grasa 9,7+12* | 80+0,6" | 45+04" | 93+0,8 | 93+0,6" | 3,9+0,3" | 13,6+1,0°| 104+1,1* | 45+0,2"

Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3 ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia:

p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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4.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LA RETENCION ENERGETICA CORPORAL Y
EFICIENCIA ENERGETICA

Los notables cambios en el peso y en la composicion corporal de los animales por
los tratamientos dietarios, adquieren mayor relevancia cuando se consideran los valores
corporales al inicio de las experiencias. Por ello, profundizando el estudio composicional
de los animales y relativizando por la ingesta de energia, podemos observar en la Figura
14,15, 16 y 17 la RETC, REGC, REPC y EE del alimento.

El andlisis estadistico (3x3 ANOVA) mostr6 un efecto diferencial por el origen de
grasa dietaria (p < 0,001), por la fuente de isomero CLA (p < 0,001), como interaccion
entre ambas variables (p < 0,001), tanto en la RETC, como en la REGC y en la EE.

Las comparaciones no paramétricas mediante el test de Tukey, mostraron un
paralelismo entre la RETC, la ganancia de peso y la EE, no obstante, es dable resaltar, que
los cambios en la REGC no s6lo presentaron diferencias muy significativas, sino que los
valores adquirieron cifras negativas cuando las dietas fueron suplementadas con Mix. Este
efecto, que muestra un menor contenido de grasa corporal que al inicio del tratamiento
dietario, pese a que los animales se encuentran en un periodo de crecimiento y desarrollo,
es independiente del origen de grasa dietaria. E1 AR, en menor grado que el Mix, mostro
una reduccion en la REGC en los animales alimentados con O+AR y C+AR. En el caso del
grupo O+AR, se origind un ligero, pero no significativo, aumento en la REPC que mitigo
una posible disminucion en la RETC y en la EE. En cambio, en los animales alimentados
con C+AR, por el descenso en la REPC, se observo una mayor reduccion en la RETC y en

la EE.
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Figura 14. Retencion energética total corporal diaria (RETC)
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 15. Retencion energética de grasa corporal diaria (REGC)
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 16. Retencion energética proteica corporal diaria (REPC)
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 17. Eficiencia energética del alimento (EE)
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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5.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL PESO DE HIGADO, TEJIDO ADIPOSO
EPIDIDIMAL Y MUSCULO GASTROCNEMIO

Debido a la importancia del higado, tejido adiposo y musculo esquelético en la
regulacion metabdlica, y dado que dichos tejidos pueden ser modificados tanto por el
origen de grasa dietaria, como por la fuente de CLA, se presentan los pesos del higado, del
TAE -como caracteristico del tejido adiposo blanco-, y del musculo gastrocnemio -como
representativo del musculo esquelético total-.

El andlisis de variancia mostrd que tanto el peso del higado total, como el relativo
al peso corporal, fueron significativamente afectados por la fuente de CLA (p < 0,001 en
ambas expresiones), y no por el origen de grasa dietaria (p = 0,446 y p = 0,322;
respectivamente).

El anélisis individual de los efectos del tipo de CLA, mostrd, que el peso del higado
en valor absoluto (g/animal), fue incrementado significativamente en los grupos O+Mix y
C+Mix, mostrando solo una tendencia no estadisticamente significativa en el M+Mix
(Figura 18). En cambio, el Mix produjo un aumento significativo del peso relativo del
higado (g/100g peso corporal) independientemente de la grasa dietaria considerada (Figura
19). Ademas, el AR no causé diferencias en el peso hepatico bajo ninguna de las

expresiones antes mencionadas.

Figura 18. Peso absoluto del higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 19. Peso del higado relativo al peso corporal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

El peso del TAE total (g/animal) mostrd un efecto estadisticamente significativo
por el origen de grasa dietaria (p = 0,025), el cual se normaliz6 al relativizarlo por el peso
del animal (p = 0,150). Sin embargo, los efectos de la fuente de CLA sobre los pesos del
TAE mostraron claras diferencias estadisticas independientes de la forma de expresion (p <
0,001).

En el anélisis individual, respecto a la grasa dietaria en ausencia de CLA, los
animales del grupo C mostraron un mayor peso del TAE (Figuras 20 y 21). La influencia
de la fuente de CLA, demostré que ambos isomeros disminuyeron significativamente el
peso del TAE independientemente de su forma de expresion y del origen de la grasa

dietaria, siendo este efecto mas acentuado en los animales alimentados con Mix.
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Figura 20. Peso absoluto del tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 21. Peso del tejido adiposo epididimal relativo al peso corporal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

El andlisis estadistico 3x3 ANOVA demostré que la grasa dietaria no vari6 el peso
muscular absoluto (p = 0,206), ni relativo (p = 0,814); mientras que los isdémeros CLA
aumentaron el peso del musculo, tanto en g/animal, como en g/100g peso corporal (p =

0,002 y p = 0,016 respectivamente). Pese a esto, los andlisis individuales no paramétricos,
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no presentaron ningun tipo de diferencias estadisticamente significativas en ambas

expresiones (Figuras 22 y 23).

Figura 22. Peso absoluto del musculo gastrocnemio
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 23. Peso del musculo gastrocnemio relativo al peso corporal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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6.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LAS CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE
TRIGLICERIDOS, FOSFOLIPIDOS, COLESTEROL Y GLUCOSA

Las concentraciones de TG séricos presentaron un efecto estadisticamente
significativo por el origen de grasa dietaria (p = 0,002), pero mucho mas acentuado ha sido
observado el efecto por la fuente de isomero CLA suplementada a las dietas (p < 0,001).
La significancia de la grasa dietaria, es debida al agrupamiento de los 3 tratamientos con
aceite de maiz, que presentaron diferencias con las respectivas compilaciones de los 3
grupos que recibieron aceite de oliva o aceite de canola. No obstante, en las comparaciones
individuales, el grupo M+AR fue el tnico grupo que manifestd un marcado aumento de
este parametro frente a O+AR y C+AR (Figura 24). Sin embargo, el cambio mas notorio
observado en las concentraciones de TG, ha sido debido al incremento que produjo el Mix,

y este efecto fue independiente del origen de grasa dietaria.

Figura 24. Concentracion de triglicéridos séricos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Las concentraciones de FL séricos mostraron diferencias estadisticas por el origen
de grasa dietaria (p < 0,001) y por la fuente de CLA (p = 0,009). Dichos efectos, fueron
debidos al incremento que produjo la presencia de Mix en los animales alimentados con
aceite de oliva (Figura 25). Entre los demas grupos, no se observaron efectos por el origen

de grasa, ni por la fuente de CLA.

Figura 25. Concentracion de fosfolipidos séricos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Un efecto semejante ha sido observado con las concentraciones de Col sérico,
donde el andlisis de variancia arroj6 diferencias significativas por el origen de grasa
dietaria (p < 0,001),y por la fuente de CLA (p < 0,001). Dichos cambios también fueron

debido al efecto del O+Mix, que incrementd las concentraciones de Col (Figura 26).
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Figura 26. Concentracion de colesterol sérico
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

La concentraciéon de glucosa en plasma fue modificada por el origen de grasa
dietaria (p < 0,001) y por la fuente de CLA (p < 0,001). Los cambios mas notorios en este
parametro fueron observados cuando se suplementd con Mix el aceite de oliva y el aceite
de canola, frente a aquellos animales que recibieron la misma grasa dietaria sin

suplementar con CLA, o con la adicion de AR (Figura 27).

Figura 27. Concentracion plasmatica de glucosa
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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7.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL CONTENIDO HEPATICO DE TRIGLICERIDOS,
FOSFOLIPIDOS Y COLESTEROL

El andlisis de variancia mostréo que los tratamientos dietarios, condujeron a un
efecto diferencial sobre el contenido de TG hepaticos, tanto por el origen de grasa dietaria
(p = 0,001), como por la fuente de CLA (p < 0,001). La suplementacion con Mix a la
dietas conteniendo aceites de oliva o de maiz increment6 el contenido hepatico de TG
frente a aquellos sin suplementacion de CLA o con suplementacion de AR (Figura 28).
Este cambio, fue mas acentuado en el grupo O+Mix. La suplementacion con AR no

modifico el contenido hepatico de TG con ninguna de las grasas dietarias.

Figura 28. Contenido hepatico de triglicéridos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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El contenido hepdatico de FL no fue afectado por el origen de grasa dietaria (p =
0,897), pero si por la fuente de CLA (p < 0,001). Dichos cambios, fueron atribuidos
principalmente al descenso de los niveles hepaticos de FL por la suplementacién con Mix,

que alcanzo6 diferencias estadisticas en el grupo O+Mix (Figura 29).

Figura 29. Contenido hepatico de fosfolipidos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

El andlisis de las dos variables independientes para los niveles de Col hepatico,
mostro diferencias tanto por el origen de grasa dietaria (p < 0,001), como por la fuente de
CLA utilizada (p < 0,001). Es dable destacar un efecto diferente de los CLA en funcion de
la grasa dietaria (Figura 30). En los animales que recibieron aceite de oliva, la
suplementacion tanto con AR, como con Mix, aumentd los niveles de Col. En aquellos
alimentados con aceite de canola, so0lo la suplementacion con AR incrementd
significativamente dicho pardmetro; mientras que en los alimentados con aceite de maiz

ninguna de las dos fuentes de CLA modificaron este pardmetro.

Maria Victoria Scalerandi — FBCB — UNL 75



Resultados

Figura 30. Contenido hepatico de colesterol
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

8.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL CONTENIDO MUSCULAR DE TRIGLICERIDOS Y
FOSFOLIPIDOS

El contenido muscular de TG fue modificado por la fuente de CLA suministrada a
los animales (p < 0,001), pero no asi por el origen de grasa dietaria (p = 0,075). La
suplementacion con Mix en todos los tratamientos redujo significativamente los niveles de
TG, mientras que el AR mostré un efecto diferente. Especificamente, el AR en los grupos
de animales alimentados con aceite de maiz y aceite de canola increment6 los depdsitos de

TG muscular (Figura 31),
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Figura 31. Contenido muscular de triglicéridos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

El anélisis estadistico 3x3 ANOVA no mostréo modificaciones significativas en el
contenido muscular de FL por los tratamientos con diferentes grasas dietarias (p = 0,355),
mientras que presentd cambios por la fuente de CLA (p = 0,002). No obstante, las

comparaciones individuales no paramétricas no presentaron modificaciones entre los

grupos (Figura 32).

Figura 32. Contenido muscular de fosfolipidos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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9.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN LOS
LIPIDOS TOTALES SERICOS, SECRETADOS POR EL HiGADO Y EN LOS
TEJIDOS HEPATICO Y ADIPOSO BLANCO

En las Tablas 6, 7, 8 y 9 observamos que, tanto el origen de grasa dietaria, como la
fuente de CLA, han producido numerosos cambios en el perfil de los AG en el suero post-
prandial, suero post-inhibicion de la remocion de las TG-VLDL, higado y TAE. Dada la
diversidad de AG que podemos identificar y cuantificar, se describen con mayor

profundidad aquellos AG que tienen mayor relevancia cuantitativa y/o metabolica.

9.1.- Composicion de acidos grasos en los lipidos séricos

La composicion de AG presentes en suero de animales en condiciones alimentadas,
reflejan el “pool de AG” correspondiente a los lipidos de la dieta mas aquellos procedentes
de la metabolizacion de lipoproteinas a nivel de diferentes tejidos.

Los AGI, que fueron las variables de comparacion entre los diferentes origenes de
grasa dietaria -reflejado por los AG: 4cido oleico (¢9-18:1), acido linoleico (-AL- ¢9,c12-
18:2), acido a-linolénico (-ALN- ¢9,c12,c15-18:3); como asimismo, los niveles de los
1sémeros ¢9,¢11-CLA y ¢10,c12-CLA, guardaron una proporcion acorde con la ingesta de
los mismos, ha excepcion del grupo C+AR que presentd niveles mayores de ¢9,111-CLA
que los grupos O+AR y M+AR. No obstante, los cambios de dichos AG, indujeron
modificaciones en forma significativa en los niveles de otros AG derivados o substitutos de
los mismos en los lipidos circulantes (Tabla 6).

Los acidos grasos saturados (AGS), acido palmitico (16:0) y acido esteérico (18:0),
mostraron cambios muy ligeros en sus niveles, tanto por el origen de grasa dietaria, como
por la fuente de CLA. Especificamente, se notdé un incremento en el contenido de acido
palmitico en los animales que consumieron aceite de maiz como fuente de grasa dietaria
frente a aquellos que consumieron aceite de canola; y en el caso del 4cido estearico, este
incremento no presentd diferencias significativas, llegando a mostrarse s6lo como una
tendencia. La suplementacion con Mix sélo incremento6 los niveles de acido estearico en

aquellos animales alimentados con aceite de maiz.
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Tabla 6. Composicion porcentual de acidos grasos en los lipidos séricos

(0) O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix GAN;) Véxl
16:0 24,97+1,20™ | 26,23+0,33™ | 23,76+0,80 | 26,94+1,01° | 24,82+0,33"° | 24,27+0,217° | 23,24+0,35° | 25,00+0,20" | 24,51+0,38™ | NS [ NS | S
¢9-16:1 1,0440,07* | 0,99+0,06" | 0,82+0,06® | 0,69+0,09° | 0,55+0,04 | 0,34+0,03¢ | 0,75£0,02° | 0,99+0,07* | 0,51+0,02° | S | S | S
18:0 8,78+0,55" | 9,73+0,26™ | 10,46+0,70"¢ | 9,66+0,31* | 11,414+0,14° | 12,31+0,34* | 9,25+0,47® | 8,87+0,15" | 11,09£0,53**| S | S | NS
¢9-18:1 22,87+0,75" | 19,65+0,22° | 19,80+1,06° | 13,64+1,42° | 10,92+1,01° | 10,75+0,44° | 23,11+0,54* | 23,38+0,53" | 22,11+0,59° | S | S | NS
c11-18:1 2,89+0,14® | 3,03+0,10° | 2,46+0,17° | 1,20+0,04* | 1,33+0,11% | 1,10£0,11¢ | 2,04+0,05" | 2,02+0,04" | 1,62+0,08" | S | S | NS
¢9,c12-18:2 18,35+0,25" | 18,27+0,15* | 18,84+1,19* | 29,84+0,63° | 27,80+0,40° | 28,24+0,71° | 20,32+0,45" | 18,52+0,10° | 18,48+0,45° | S | S | NS
20:0 0,20+0,02” | 0,23+0,00" | 0,23+0,03* | 0,19+0,06* | 0,36+0,03°" | 0,32+0,03* | 0,26+0,01™ | 0,32+0,01™% | 0,36+0,01° | S | S | NS
¢6,¢9,c12-18:3 0,12+0,03* | 0,06£0,00°° | 0,00+0,00° | 0,23+0,04° | 0,11+0,01° | 0,08+0,01 | 0,12+£0,01* | 0,06+0,01° | 0,08+0,01° | S | S | S
c11-20:1 0,62+0,04 | 0,53+0,02*¢ | 0,55+0,06*¢ | 0,44+0,04° | 0,45+0,04°* | 0,38+0,02° | 0,73+0,02° | 0,58+0,02* | 0,62+0,03° | S | S | NS
9,c12,c15-18:3 | 0,12+0,01° | 0,09+0,01* | 0,12+0,02* | 0,16+0,02* | 0,12+0,01° | 0,11+0,01° | 1,25+0,03° | 1,18+0,03° 1,1120,13* | S | NS | NS
¢9,111-18:2 0,00+0,00° | 1,30+0,04° | 0,85+0,12° | 0,00+0,00* | 1,31+0,07° | 0,86+0,05° | 0,00£0,00° | 1,66+0,05° | 0,93+0,11° | S | S | S
110,c12-18:2 0,00+0,00° | 0,28+0,01° | 0,70+0,07° | 0,00+0,00* | 0,31+0,02° | 0,84+0,04° | 0,00£0,00° | 0,32+0,02° | 0,79+0,06° | NS| S | NS
c11,¢14-20:2 0,20£0,02° | 0,34+£0,03™ | 0,40+0,03"" | 0,28+0,03* | 0,39+0,01™ | 0,46+0,03" | 0,23+0,01* | 0,31+0,02* | 0,320,001 | S | S | NS
8,c11,c14-20:3 | 1,87+0,10° [ 2,21+0,04° | 2,06+0,11° | 1,10+0,08° | 1,28+0,07° | 1,36+0,03° | 1,67+£0,07°" | 1,85+0,03° | 1,96+0,14" | s | s | NS
AA 8,77£0,49° | 8,80+0,32* | 8,69+0,40° | 9,85+0,78% | 11,36+0,25" | 11,24+0,56° | 4,53+0,48° | 3,36+0,08° | 4,47+0,30° | S | NS | NS
EPA 0,02+0,02° | 0,00+0,00* | 0,00+0,00° | 0,00+0,00* | 0,00£0,00° | 0,00+£0,00° | 0,61£0,03° | 0,78+0,03° | 0,69+0,03* | S | S | S
DHA 2,60+0,15® | 2,81+0,05° | 2,2240,04® | 1,81£0,16° | 2,14+0,19° | 2,22+0,12%° | 5,53+0,34° | 5,71+0,31° 6,01+0,13° | S [ NS | NS
Otros AGS 0,64+0,03 0,83+0,02 0,85+0,05 0,68+0,09 | 0,78+0,08 0,90+0,03 0,72+0,02 0,89+0,01 0,77+0,05
Otros AGI 0,00+0,00 0,06£0,01 0,00:0,00 0,00+0,00 | 0,06+0,02 0,06+0,01 0,02+0,01 0,07+0,00 0,04+0,00
NI 4,61+1,38 4,58+0,17 5,94+0,64 3,26+0,46 | 4,59+0,22 4,15+0,38 3,22+0,61 3,22+0,12 3,55+0,20
¥ AGS 34,60+1,71 | 37,02+0,18 | 34,78+1,26 | 37,49+0,74 | 37,37+0,42 | 37,79+0,49 | 34,24+1,01 | 35,72+0,51 | 36,72+0,62 | NS | NS | NS
¥ AGMI 27,42+0,82" | 24,20+0,37* | 23,62+1,18" | 15,98+1,47° | 13,25+1,14° | 12,58+0,50° | 26,49+0,64* | 26,85+0,59° | 24.86+0,70° | S | S | NS
¥ AGPI 32,06£0,46" | 32,62+0,25* | 31,44+0,32° | 43,22+1,21° | 41,28+2,76" | 43,77+0,71° | 35,25+0,45" | 31,79+0,39" | 33,15£021° | S | NS | NS
¥ CLA 0,00+0,00° | 1,58+0,03™ | 1,55+0,19° | 0,00+0,00° | 1,62+0,09° | 1,71+0,10™ | 0,00£0,00° | 2,00+0,07° | 1,72+0,16™ | NS| S | NS

AA: ¢5,c8,c11,c14-20:4. EPA: ¢5,c8,c11,c14,c17-20:5. DHA: ¢4,c7,c10,c13,c16,¢19-22:6. “Otros AGS” y “Otros AGI” corresponden a la £ de AGS y AGI, respectivamente cuyos niveles
individuales son inferiores a 0,05%. NI: corresponde a la ¥ de AG no identificados. Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3 ANOVA

(indicado en las 3 ultimas columnas), seguido del test de Tukey. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.



Resultados

Los niveles de 4cido palmitoleico (¢9-16:1) fueron significativamente afectados por
el origen de grasa dietaria, como por la fuente de CLA. En particular, los animales
alimentados con aceite de oliva presentaron mayores niveles que aquellos que recibieron
aceite de canola o de maiz. Ademas, la adicion de Mix redujo los niveles de dicho AG,
logrando significancia estadistica en los grupos M+Mix y C+Mix versus sus respectivos
controles. El contenido sérico de 4cido cis-vaccénico (c11-18:1) fue en el grupo O>C>M
y fueron paralelos a los niveles de los mismos en la grasa dietaria; mientras que los niveles
de ¢11-20:1 fue en el grupo C > O > M a pesar de que el orden comparativo de los mismos
en las grasas dietarias fueron diferentes (C > M = O). Las suplementaciones con ambas
fuentes de CLA, en las comparaciones individuales, no mostraron diferencias estadisticas.

Los niveles del acido y-linolénico (-GLA- ¢6,¢9,c12-18:3) fueron incrementados
significativamente en los animales alimentados con aceite de maiz comparados con los que
recibieron aceite de oliva o de canola y fueron disminuidos por la presencia, tanto de AR
como de Mix. Sorprendentemente, los niveles del acido dihomo-y-linolénico (-DGLA-
c8,c11,¢14-20:3) mostraron un efecto opuesto a los niveles de GLA en los animales
consumiendo aceite de maiz, y los isomeros CLA no tuvieron efecto significativo alguno.
El acido araquidénico (-AA- ¢5,c8,c11,c14-20:4) fue significativamente mayor en los
grupos que consumieron aceite de maiz comparado a los que consumieron aceite de canola,
pero no mostro diferencia frente a los que recibieron aceite de oliva. En concordancia con
los niveles de DGLA, los de AA no fueron modificados por la suplementacion con CLA.
El AG c11,¢14-20:2, como era de esperar, fue ligeramente incrementado por la dieta rica
en AL; no obstante la suplementacion con CLA aument6 significativamente los niveles de
dicho derivado independientemente de la grasa dietaria.

Los AG de la familia n-3 derivados del ALN, mostraron un comportamiento
altamente asociado a las modificaciones previstas por las grasas dietarias. Los animales
alimentados con aceite de canola presentaron los mayores niveles de acido
eicosapentaenoico (EPA- ¢5,¢8,c11,c14,c17-20:5) y é&cido docosahexaenoico (DHA-
c4,c7,c10,c13,¢16,c19-22:6) frente a los respectivos controles alimentados con aceite de
oliva y de maiz. Los CLA no mostraron efectos notorios en los niveles de ninguno de los

dos AG mencionados.
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9.2.- Composicion de acidos grasos en los lipidos secretados por el higado

La composicion de AG evaluada en suero de animales ayunados post-inyeccion de
Triton WR 1339, refleja la composicion de AG secretados por los TG-VLDL (Tabla 7).

Los niveles de los AG: acido oleico, AL y ALN en las lipoproteinas secretadas por
el higado, presentaron perfiles relacionados a la ingesta de los mismos, y también fueron
influenciados por la suplementacion con CLA. Asi, en orden de contenido, el acido oleico
fue: C > O > M, y mostr6 un descenso por la adicién de Mix en los animales que fueron
alimentados con aceite de canola. Los niveles de AL fueron significativamente mayores en
los grupos de animales alimentados con aceite de maiz, y entre dichos grupos, no hubo
diferencias por la adicion de CLA. En cambio, en los animales que recibieron menores
cantidades dietarias de este AG, la suplementacion con Mix redujo los niveles de AL. Los
niveles de ALN, como era de esperar, fueron mayores en los animales alimentados con
aceite de canola; pero notoriamente, los CLA redujeron en forma significativa su contenido
de modo dependiente del isomero considerado. Especificamente, el Mix redujo
porcentualmente mas los niveles de ALN que el AR.

El contenido de ¢9,111-CLA se relacion6 con los niveles ingeridos, pero fueron
afectados por el origen de grasa dietaria en los grupos que recibieron dietas suplementadas
con AR. El grupo C+AR presentd mayores niveles que el grupo M+AR. En cambio, en los
animales que consumieron cantidades equimoleculares de ¢9,111-CLA y ¢10,c12-CLA, los
niveles de ¢9,¢11-CLA no fueron influenciados por el origen de grasa dietaria. El contenido
de ¢10,c12-CLA no mostré diferencias entre los grupos que consumieron cantidades
equiparables de dicho isémero. Es dable notar que la relacion ¢9,111-CLA/ ¢10,c12-CLA
secretados por las TG-VLDL fueron muy diferentes a las existentes en el suero post-
prandial y, como se verd posteriormente, estuvieron en relaciones semejantes a las

presentes en el higado.
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Tabla 7. Composicion porcentual de acidos grasos secretados por el higado en las VLDL

(0) O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix GANIO Vlé}xl
16:0 24,53+0,52% | 24,29+0,34 | 24,57+0,73% | 22,79+0,82% | 22,04+1,12% | 22,15+1,07* | 21,95+0,15% | 22,46+0,04" | 25,55+0,16°| S [ NS| S
9-16:1 2,4240,01* | 2,68+0,05* | 0,95+0,17° | 2,46+0,12* | 1,43+0.23° | 0,72+0,05° | 2,74+0,08" | 2,63+0,09° | 0,99+0,05* [ S | S | S
18:0 8,40+0,16™ | 6,72+0,45" | 7,39+0,54® | 8,67+0,27° | 8,28+0,54™ | 8,75+0,46° | 7,24+0,17" | 7,19+0,25" | 7,94+0,38° | S | NS | NS
9-18:1 24,41+0,39" | 26,37+0,93% | 26,81+1,86™ | 15,52+0,45° | 15,54+1,38° | 13,38+1,55° | 30,28+0,02° | 27,16+0,52*° | 23,55+026°| S | S | S
c11-18:1 2,1740,04° | 2,74+0,05° | 2,96+0,14° | 0,97+£0,09° | 1,05+0,06° | 1,07+0,09° | 1,92+0,13* | 1,65+0,09° | 1,73+0,10 | S | S | S
9,c12-18:2 18,00£0,26" | 16,55+£0,36™ | 14,28+0,07° | 31,11£1,13° | 31,12+1,24° | 28,81+1,16° | 19,29+0,44* | 19,28+0,02° | 16,62+0,76°| S | S | NS
20:0 0,00+0,00 | 0,07+0,03 0,210,03 0,14+0,04 | 0,16£0,01 | 0,20+0,02 | 0,28+0,07 | 0,25+0,14 | 020+0,10 | S [ NS | NS
¢6,09,c12-18:3 | 0,71£0,00*° | 0,55+0,01° | 0,32+0,09° | 1,10+0,05° | 0,69+0,06° | 0,48+0,05" | 0,53+0,06° | 0,39+0,02° | 0,24+0,01° | S | S | S
c11-20:1 0,53+0,05° | 0,42+0,01° | 0,78+0,08° | 0,36+0,07° | 0,49+0,08" | 0,63+0,12% | 0,62+0,02” | 0,53+0,04 | 0,58+0,02®° [NS| S | S
9,c12,c15-18:3 | 0,20£0,04* | 0,08+0,01° | 0,05+£0,00° | 0,23+0,05° | 0,13+0,02® | 0,09+0,01° | 1,5440,05° | 1,14+0,02% | 0,7120,06 | S | S | S
€9,111-18:2 0,00+0,00° | 1,62+0,03* | 0,61£0,06° | 0,00+0,00° | 1,43+0,14° | 0,65+0,06° | 0,00£0,00° | 1,82+0,02° | 0,69+0,02° | S | S | S
110,c12-18:2 0,00+0,00° | 0,12+0,01° | 0,24+0,02°° | 0,00+0,00° | 0,13+0,02° | 0,30+0,01¢ | 0,00+0,00° | 0,18+0,01™ | 0,29+0,05 [NS| S | NS
c11,c14-20:2 0,00+0,00° | 0,16+0,01° | 0,36+0,06° | 0,21+0,03° | 0,27+0,02™ | 0,36+0,02° | 0,13+0,02” | 0,17+0,02° | 0,34+0,04° | S | S | S
c8,c11,c14-20:3 | 0,68+0,07™ | 0,67+0,06® | 0,89+0,07° | 0,54+0,05° | 0,45+0,02° | 0,81+0,03* | 0,62+0,08" | 0,89+0,00° | 1,44+0,07° | S | S | S
AA 11,44+0,33% | 9,68+0,95° | 10,90+0,75* | 10,02+£0,91° | 9,59+1,24* | 12,83+1,40° | 4,65£0,07° | 4,71+035° | 7,78+0,41° | S | S | NS
EPA 0,00+0,00° | 0,00+0,00° | 0,02+0,01° | 0,00£0,00*° | 0,01£0,01° | 0,01+0,01* | 0,33+£0,01° | 0,40+0,03* | 0,46+0,04° [ S [ S | S
DHA 3,16+£0,00” | 3,18+0,05™ | 3,37+0,14™ | 2,39+0,34" | 2,54+0,27" | 2,97+0,30" | 3,84+0,03° | 5,21+0,21° | 7,870,443 | S | S | S
Otros AGS 0,70£0,00 | 0,95+0,09 0,84+0,02 1,00£0,16 | 1,03£0,06 | 0,85+0,03 | 1,17+0,18 1,04+0,02 0,95+0,05
Otros AGI 0,00+0,00 | 0,06+0,00 0,010,01 0,00£0,00 | 0,09+£0,02 | 0,20+0,04 | 0,06£0,04 | 0,18+0,10 | 0,06+0,04
NI 2,65+0,00 | 3,16+0,12 4,45+0,19 2,48+0,10 | 3,54+023 | 4,73+0,58 | 2,30£0,08 | 2.,82+020 | 2,17+0,15
> AGS 33,63£0,36 | 32,03£0,48 | 33,00+1,22 | 32,60+0,70 | 31,52+1,48 | 31,95+1,48 | 30,65+0,06 | 30,93+0,04 | 34,64+0,51 | NS | NS | NS
¥ AGMI 29,52+0,47% | 32,67+1,26™ | 31,50+2,09™ | 19,30+£0,41¢ | 18,50+1,47% | 15,80+1,78° | 35,61+0,07° | 31,97+0,73" | 26,85+030°| S | S | S
> AGPI 34,20+0,11% | 31,68+0,59° | 30,20+0,76° | 45,61+0,52° | 44,88+0,57° | 46,56+0,58% | 31,36+0,25° | 32,28+0,50 | 35,38+0,34°| S | S | S
¥ CLA 0,00+0,00° | 1,74+0,03* | 0,85+0,08" | 0,00+0,00° | 1,56+0,16° | 0,96+0,07¢ | 0,00+0,00*° | 2,00+0,01° | 0,98+0,06° | S | S | S

AA: ¢5,c8,c11,c14-20:4. EPA: ¢5,c8,c11,c14,c17-20:5. DHA: ¢4,c7,¢10,c13,c16,c19-22:6. “Otros AGS” y “Otros AGI” corresponden a la X de AGS y AGI, respectivamente cuyos niveles
individuales son inferiores a 0,05%. NI: corresponde a la £ de AG no identificados. Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA (indicado en las 3 tltimas columnas), seguido del test de Tukey. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.



Resultados

Los niveles de acido palmitico y acido estearico, si bien mostraron efectos en el
analisis de variancia por el origen de grasa dietaria, las comparaciones no paramétricas no
mostraron ningin efecto entre grupos. Estos AG son los principales contribuyentes a la
sumatoria de los AGS y la ausencia de efecto estd en concordancia con el resultado del
analisis de la £ AGS. La £ AGMI, como la ¥ AGPI mostr6 un correlato con el perfil de los
mismos en las grasas dietarias, pero ademas fueron influenciados por la suplementacion
con CLA.

Respecto a los niveles de acido palmitoleico, si bien el ANOVA mostro efecto por
el origen de grasa dietaria, no existieron diferencias entre grupos individuales, pero la
suplementacion con Mix redujo los niveles del mismo con todas las grasas dietarias. La
suplementacion con AR solo mostrd el efecto antes mencionado en el grupo M+AR (vs.
M) y en menor medida que el Mix. El contenido de acido cis-vaccénico en los lipidos
séricos secretados por el higado fueron mayores en los grupos O y C frente al grupo M; y
en el grupo de animales alimentados con aceite de oliva, la suplementacion con AR o con
Mix, increment6 los niveles de dicho AG.

El GLA tuvo niveles significativamente elevados por la dieta rica en AL, pero es de
destacar que el AR, y en mayor medida el Mix, redujeron notoriamente el contenido de
dicho AG. Otro producto intermediario en la via de biosintesis de AGPI n-6 es el cl1,c14-
20:2 el cual, presenta también niveles superiores en los animales alimentados con aceite de
maiz. Llamativamente, a diferencia del GLA, sus niveles fueron modificados por los CLA
en el siguiente orden: Mix > AR > respectivos controles. E1 DGLA, si bien en el analisis de
variancia (3x3 ANOVA) mostro relacion con el origen de grasa dietaria y por la
suplementacion con CLA, no presentd diferencias estadisticas en las comparaciones
individuales de O vs. M vs. C; no obstante los efectos de los CLA fueron: Mix > AR >
respectivos controles. Los niveles de AA fueron significativamente reducidos en los
animales alimentados con aceite de canola, y de este grupo, los animales suplementados
con Mix, fueron los que tuvieron los mayores niveles (C+Mix vs. C+AR y C+Mix vs. C).

Los niveles de EPA y DHA fueron alterados por el origen de grasa dietaria, siendo
los grupos alimentados con aceite de canola los que presentaron valores mayores. Sin
embargo, cabe destacar que en los animales que consumieron aceite de canola, los niveles
de ambos AG, es decir, EPA y DHA, fueron incrementados por los CLA, mostrando un

mayor efecto por el Mix.
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9.3.- Composicion de acidos grasos en los lipidos hepaticos

La composicion de AG hepaticos (Tabla 8) mostrd una importante dependencia de
la composicion de AG de la dieta consumida. No obstante, muchos de ellos provienen de la
sintesis de novo de AG o son productos intermedios del metabolismo de los mismos. Los
niveles hepaticos de ¢9,/11-CLA en los animales alimentados con grasas suplementadas
con un aceite enriquecido en dicho isémero, fueron equivalentes independientemente del
origen de grasa dietaria suministrada; mientras que en los animales alimentados con dietas
suplementadas con un Mix de CLA, el contenido porcentual de ¢9,/11-CLA fue C+Mix >
M+Mix > O+Mix. El contenido hepatico de ¢10,c12-CLA tuvo importancia cuantitativa en
los animales suplementados con Mix, cuyos niveles fueron dependientes de la grasa
dietaria, siendo el contenido de los mismos en C+Mix > M+Mix > O+Mix. Cabe consignar
que los animales suplementados con Mix recibieron cantidades equimoleculares de los
isomeros ¢9,t/11-CLA y t10,c12-CLA, lo cual no se reflej6 en niveles hepaticos
equivalentes. Asi, podemos claramente observar en la Figura 33 que, independientemente
de la relacion ¢9,t11-CLA/ t10,c12-CLA ingerida, la retencion de ¢10,c12-CLA fue
notoriamente menor que la del ¢9,/11-CLA. Ademas, para cada isémero considerado, hubo
diferencias significativas, tanto por el origen de grasa dietaria, como por la fuente de CLA.
Los principales cambios fueron asociados a una reduccion de la retencion de ambos

isomeros CLA en los grupos que recibieron aceite de oliva como fuente de grasa dietaria.
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Figura 33. Retencion porcentual de isomeros CLA en higado
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Valores expresados como media =+ SEM de al menos 6 animales por grupo. (*) Significa p < 0,05
por t-test entre los isomeros ¢9,t11-CLA y #10,c12-CLA. Letras distintas en mayusculas o
minusculas indican p < 0,05 por test no paramétrico de Tukey luego del anélisis de variancia para

los isomeros ¢9,t11-CLA y ¢10,c12-CLA, respectivamente.

El contenido de acido oleico, que en su orden de abundancia es aceite de canola >
aceite de oliva > aceite de maiz, presentd niveles significativamente diferentes en los 3
grupos de grasas dietarias, siendo los niveles porcentuales de dicho AG en el grupo O > C
> M. No se observo ningun efecto significativo por el tratamiento con las dos diferentes
fuentes de CLA. Como se podia esperar, el contenido de AL y de ALN guard6 una relacion
directa con los niveles dietarios, sin mostrar, a excepcion de los niveles de ALN, en los
grupos C+AR y C+Mix, ninguna variacion por la suplementacion con CLA.

Los productos derivados de la biosintesis de AGPI-CL de la serie n-6 presentaron
modificaciones por el origen de grasa dietaria y por la fuente de CLA. Especificamente, los
niveles del GLA fueron significativamente mayores en el grupo M que en los grupos O y
C, como asimismo en los respectivos grupos con CLA. Los niveles de GLA,
independientemente del origen de grasa dietaria, fueron menores en los grupos tratados con
Mix, mientras que con AR, solamente en el grupo C+AR. El contenido hepatico del DGLA
no presentd diferencias por los diferentes tratamientos de grasa dietaria y sélo en los
animales tratados con aceite de maiz o con canola, la suplementaciéon con Mix redujo
significativamente los niveles de dicho AG. El AA mostré diferencias notorias, tanto por el
tipo de grasa dietaria, como por la presencia de CLA. Los animales alimentados con aceite

de maiz presentaron mayores valores de AA que los alimentados con aceite de oliva o
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canola independientemente de la presencia o no de CLA. A excepcion de O+AR, ambas
fuentes de CLA redujeron los niveles hepaticos de AA, encontrandose un efecto mayor en
aquellos suplementados con Mix.

La biosintesis de AGPI de la serie n-6, expresada por la relacion porcentual
producto/substrato (AA/AL) (Figura 34), mostré una dependencia del origen de grasa
dietaria siendo O > M > C, y claramente una inhibicion equivalente por la suplementacion

con AR o Mix.

Figura 34. Relacion porcentual producto/substrato: AA/AL en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Dado que la enzima clave de la biosintesis de AA es la A6-desaturasa, en la Figura 35
se muestra la relacion porcentual GLA/AL que representa el flujo de AL a través de dicha
enzima. Es dable observar, que dicho pardmetro no presentd modificaciones por el origen
de grasa dietaria, pero fue significativamente reducido por la suplementacion dietaria con
AR o con Mix en equivalente proporcion. Otra enzima importante en la biosintesis de
AGPI, es la A5-desaturasa, cuyo flujo en la biosintesis de AA puede ser representado por la
relacion AA/DGLA. Como puede observarse en la Figura 36, la misma s6lo presentod

dependencia del origen de grasa dietaria, pero no de la suplementacion con AR o Mix.
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Figura 35. Relacion porcentual producto/substrato: GLA/AL en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 36. Relacion porcentual producto/substrato: AA/DGLA en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Tabla 8. Composicion porcentual de acidos grasos en higado

(0) O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix GANIO Vlé}xl
16:0 23,75+0,56™ | 24,24+1,06" | 26,19+0,46° | 23,20+1,08% | 23,07+0,59% | 24,75+0,46™ | 22,78+0,72° | 22,44+0,35* | 22,28+0,70° | S | NS | NS
9-16:1 2,18+0,05" 2,37+0,41° | 3,17+0,36* | 1,47+0,23° | 1,29+0,27° 1,59+0,33° | 1,35+0,24> | 1,62+0,17° | 0,91+0,13° | S [NS| S
18:0 5,35+0,34° 5,07£0,52° | 4,24+0,52° | 7,55+0,45° | 7,01+0,49° | 7,53+0,72° | 7,74+0,70° | 5,87+0,37° | 7,65+0,53° | S [ NS | NS
9-18:1 36,50+2,00° | 36,68+1,19° | 40,49+0,99° | 22,20+1,75° | 20,17+1,65° | 22,05+1,50° | 29,38+1,81° | 33,45+1,30° | 32,40+1,08° | S | NS| NS
c11-18:1 456+0,16° | 4,27+026° | 538+0,36" | 2,52+0,51° | 2,23+0,40° | 2,73+0,38° | 2,43+£027° | 2,76+0,10° | 2,43+0.17° | S | NS | NS
9,c12-18:2 10,09+0,86™ | 10,80+1,13™ | 6,51+0,59* | 21,77+2,08° | 25,79+1,07° | 22,74+1,06° | 14,77+1,20° | 13,63+0,51° | 14,56+0,73° | S [NS| S
¢6,¢9,c12-18:3 0,11+0,01** | 0,10+0,01** | 0,06+0,01° | 0,24+0,02° | 0,21+0,02° | 0,14+0,01* | 0,15+0,01>° | 0,09+0,01° | 0,08+0,01™ | S | S | NS
c11-20:1 1,26+0,07° | 1,05+0,04™ | 1,00+0,03™ | 0,76+0,09°*° | 0,68+0,03% | 0,75+0,03"* | 1,07+0,12* | 1,01+0,03" | 1,10+0,07* | S | NS | NS
9,c12,c15-18:3 | 0,12+0,01* | 0,15+0,02* | 0,12+0,00° | 0,2240,04° | 0,14+0,02° | 0,13+0,01° | 1,06£0,09° | 1,53+0,04° | 1,50£0,06° | S | S | S
€9, 11-18:2 0,00+0,00° | 2,02+0,14° | 1,04£0,04° | 0,00£0,00° | 2,43+0,07° | 1,34£0,04° | 0,00£0,00*° | 2.27+0,11° | 1,570,005 | S | S | S
110,c12-18:2 0,00+0,00° | 0,09+0,01° | 0,28+0,02° | 0,00£0,00*° | 0,17+0,01% | 0,46+0,04° | 0,00£0,00*° | 0,14+0,01"7 | 0,64£0065 | S | S | S
c11,c14-20:2 0,16+0,01° | 0,18+0,04* | 0,13+0,02° | 0,38+0,04° | 0,55+0,04° | 0,61+0,05° | 0,19+0,01* | 0,17+0,01° | 0,21+0,03* | S [ S | S
c8,c11,c14-20:3 | 1,07£0,10® | 0,96+0,08™ | 0,78+0,11° | 1,33+£0,15° | 1,02+0,09° | 0,77+0,07° | 1,20+0,09° | 1,09+0,08° | 0,78+0,06° [ NS| S | NS
cll,c14,¢17-20:3 | 0,03£0,01* | 0,02+£0,02* | 0,02+0,01° | 0,03+0,01° | 0,02+0,01*° | 0,01£0,01° | 0,06£0,02* | 0,13+0,01° | 0,14£0,02° | S [NS| S
AA 7,76+0,60° 6,23+0,61° | 3,68+0,48" | 11,62+0,58° | 9,37+0.,66° | 7,81+0,71° | 6,37+£0,59° | 4,38+0,56° | 3,87+033° | S | S | NS
EPA 0,10+0,02*° | 0,01+0,01* | 0,04+0,02* | 0,00£0,00*° | 0,00+0,00° | 0,00+0,00° | 0,89+0,07° | 0,67+0,01° | 0,61+004° | S | S | S
DHA 2,1940,18 | 1,69+0,14™ | 1,14+0,15° | 2,61+0,24" | 2,17+0,19° | 1,84+0,18° | 7,48+0,55° | 5,06+0,22° | 6,04+040° | S | S | S
Otros AGS 0,95+0,07 0,99+0,07 0,92+0,04 | 0,89+0,04 | 0,98+0,05 1,14+0,04 1,07+0,09 1,070,05 1,11x0,07
Otros AGI 0,00+0,00 0,02+0,01 0,03+0,02 0,00£0,00 | 0,03+0,01 0,01+0,01 0,00+0,00 0,010,00 0,00+0,00
NI 3,30+0,26 2,74+0,14 3,50£0,24 | 3,12£020 | 2,68+0,18 2,97+0,07 2,01+0,23 2,25+0,28 2,22+0,33
¥ AGS 30,09+0,74* | 30,29+0,85™ | 31,09+0,19% | 31,65+1,29% | 31,06+0,65™ | 33,47+0,32° | 31,59+0,72% | 29,38+0,47° | 31,04+0,55®| S | S | NS
¥ AGMI 45,80+1,77" | 44,48+1,63% | 50,81+1,32% | 27,00£2,44% | 24.41+2.32% | 26,73+2,34% | 34,3442 32 | 38,94+1,37>" | 36,76+1,47"| S | NS | NS
¥ AGPI 20,88+1,53™ | 19,18+1,42 | 13,27+1,05" | 37,78+2,16" | 39,30+1,93 | 33,61+1,97* | 32,17+2,29% | 25,96+0,99"° | 27,80+1,52| S | S | NS
Y CLA 0,00£0,00° | 2,11+0,14* | 1,32+0,06° | 0,00+0,00° | 2,60+0,07° | 1,78+0,05° | 0,00£0,00*° | 2,40+0,11° | 2,22+0,11° | S [ S | S

AA: ¢5,c8,c11,c14-20:4. EPA: ¢5,c8,c11,c14,c17-20:5. DHA: c4,c¢7,c10,c13,c16,c19-22:6. “Otros AGS” y “Otros AGI” corresponden a la £ de AGS y AGI, respectivamente cuyos niveles

individuales son inferiores a 0,05%. NI: corresponde a la ¥ de AG no identificados. Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3 ANOVA

(indicado en las 3 ultimas columnas), seguido del test de Tukey. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.




Resultados

Los AGPI-CL derivados de la serie n-3, como es ldgico esperar, mostraron valores
inferiores que aquellos procedentes de la serie n-6, llegando algunos de ellos a ser dificiles
su deteccion, y en consecuencia, se presentan aquellos que mostraron niveles considerables
y de importancia bioquimico-nutricional. EI EPA mostrd niveles considerables sélo en
aquellos animales alimentados con aceite de canola, y los mismos fueron menores cuando
se suplementd dicho aceite con AR o Mix. Por su parte, el DHA, estuvo elevado en los
animales que ingirieron altos niveles de su precursor (ALN), y fueron influenciados por la
suplementacion con CLA. En este sentido, mientras que el AR decreci6 los niveles de
DHA en aquellos animales que consumieron aceite de canola, el Mix redujo los niveles de
DHA en todos los origenes dietarios, alcanzando diferencias significativas en los grupos
O+Mix y M+Mix.

La biosintesis de AGPI de la serie n-3, expresada por la relacion DHA/ALN (%),
denotd una dependencia con el origen de grasa dietaria (O > M > C), y una diferente
respuesta de los isdémeros CLA en funcién de dicho origen de grasa (Figura 37). Asi,
mientras que el AR y el Mix, en igual proporcion, redujeron la relacion DHA/ALN en
animales alimentados con aceite de oliva y de canola, no se observo efecto en aquellos
alimentados con aceite de maiz. Por la escasa deteccion de algunos de los metabolitos
intermediarios, los posibles efectos en los flujos parciales de sustratos a través de las
diferentes enzimas participantes en la biosintesis total de DHA, no fueron factibles de
estimar.

Sorprendentemente, los AG: 11¢,14¢-20:2 y 1le¢,14¢,17¢-20:3, productos
secundarios de la elongacion del AL y ALN respectivamente, mostraron niveles elevados
en los animales alimentados con aceite de maiz o de canola. Dichos niveles fueron

exacerbados en aquellos que, con dichos origenes de grasas dietarias, recibieron AR o Mix.
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Figura 37. Relacion porcentual producto/substrato: DHA/ALN en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Los niveles de &cido palmitoleico y de acido cis-vaccénico, intermediarios claves
en la biosintesis de novo, como procedentes de la dieta, fueron incrementados
significativamente por el consumo de aceite de oliva, y en ninguno de los origenes de grasa
dietaria se observo efecto por la suplementacion con AR o Mix. La relacion entre ambos
AG (acido cis-vaccénico/acido palmitoleico) (Figura 38), que refleja el flujo a través de la
enzima elongasa en la serie n-7, no mostro efecto por el origen de grasa dietaria (p =
0,144), ni por la suplementacion con CLA (p = 0,061). Los niveles de 4cido gondoico
(11¢-20:1) estuvieron asociados a la ingesta de acido oleico (grupos O y C), y no fueron

influenciados por la suplementacion con CLA.
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Figura 38. Relacion porcentual producto/substrato: acido cis-vaccénico/

acido palmitoleico en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

La sumatoria de los niveles de AGS mostro6 diferencias, tanto por el origen de grasa
dietaria, como por la presencia de CLA; sin embargo en el analisis estadistico individual
no se observaron diferencias entre los grupos. La suma de AGMI mostré correlacion con la
ingesta de 4cido oleico y con la sintesis de novo. Por ello, el contenido de AGMI fue O > C
> M, y el mismo no fue influenciado por la presencia de isomeros CLA. Los AGPI
mostraron una dependencia con el consumo de dichas grasas, y si bien la estadistica grupal
mostrd significancia por el tratamiento con CLA, los andlisis individuales entre grupos
carecieron de diferencias estadisticas por la ingesta de dichos isomeros.

La relacion entre AGMI y AGS, esté influenciada por el tipo de AG proveniente de
la dieta que es incorporado en el tejido, como también por el grado de desaturacion de los
AGS. Especificamente, las relaciones acido palmitoleico/acido palmitico (16:1/16:0) y
acido oleico/acido estedrico (18:1/18:0), reflejan la conjuncion de la contribucion de los
cuatro AG por el origen de grasa dietaria, junto con el flujo a través de la enzima A9-
desaturasa (SCD-1). Por ello, focalizando el analisis en el tipo de isdbmero para cada origen
de grasa dietaria suministrada, vemos (Figuras 39 y 40) que la suplementacion con Mix
incrementd el flujo de sustratos a través de la enzima SCD-1 en los animales que

recibieron aceite de oliva alcanzando niveles significativos para la relacion 18:1/18:0.
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Figura 39. Relacion porcentual producto/substrato: acido palmitoleico/

acido palmitico (16:1/16:0) en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 40. Relacion porcentual producto/substrato: acido oleico/ acido

estearico (18:1/18:0) en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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9.4.- Composicion de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Como puede observarse en la Tabla 9, los niveles de ¢9,/11-CLA en el TAE de los
animales alimentados con grasas suplementadas con un aceite enriquecido en dicho
isomero presentaron niveles equivalentes, independientemente del origen de grasa dietaria
suministrada; mientras que con la suplementacion con Mix, el contenido porcentual de
c9,t11-CLA fue significativamente menor en los animales alimentados con dieta O+Mix
que en aquellos alimentados con M+Mix 6 C+Mix. El contenido de ¢10,c12-CLA, cuya
ingesta en los grupos AR es baja, no mostré diferencias entre los distintos origenes de
grasa dietaria; mientras que en aquellos animales que recibieron Mix, los niveles de
t10,¢12-CLA fueron menores en el grupo O+Mix que en los grupos M+Mix o C+Mix. En
la Figura 41 se observa que, independientemente del origen de grasa dietaria y de la fuente
de CLA, la retencion en el TAE de ¢9,/11-CLA es al menos el doble de la del isomero
t10,c12-CLA. El analisis del origen de grasa dietaria y fuente de CLA muestra diferencias
en la retencion de ambos isomeros. No obstante, la modificacidn mas notoria, estuvo
asociada a la menor retencién de los mismos en los animales del grupo O+Mix respecto a

los de los grupos M+Mix y C+Mix.

Figura 41. Retencion porcentual de isomeros CLA en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. (*) Significa p < 0,05
por t-test entre los isémeros ¢9,/111-CLA y ¢10,c12-CLA. Letras distintas en mayusculas o
mintsculas indican p < 0,05 por test no paramétrico de Tukey luego del analisis de variancia para

los isémeros ¢9,t11-CLA y t10,c12-CLA, respectivamente.
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Tabla 9. Composicion de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

0] O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix GAN;) Véxl
14:0 1,10+0,02 | 0,75+0,06° 0,56+0,03* | 1,01+0,08" | 0,65+0,02°* | 0,64+0,05° | 1,2140,20° | 0,67+0,02° | 0,59+0,06* [ NS| S | NS
9-14:1 0,09+0,00" | 0,02+0,01° | 0,00£0,00° | 0,10+0,02° | 0,00+0,00 | 0,01£0,00° | 0,06+0,01* | 0,00+0,00° | 0,00+0,00° | S | S | NS
16:0 19,24+0,32° | 16,83+0,27° | 18,05+0,32° | 17,92+0,53* | 15,78+0,45% | 18,19+0,49% | 14,99+0,41% | 12,68+0,37° | 14,47+0,53° | S | S | NS
9-16:1 5,9840,26° | 4,66+0,10° | 2,84+0,15° | 4,76+0,12° | 3,39+0,12° | 1,86+0,06° | 3,59+0,30° | 3,24+0,07° | 1,73+0,12° | S [ S | S
18:0 1,63+0,06° | 1,04+0,04° 1,1940,09° | 1,59+0,02* | 1,43+0,09° | 1,77+0,12° | 1,87+0,12° | 1,1240,04° | 1,44+0,09° | S | S | S
9-18:1 43,95+1,26" | 50,97+0,45% | 54,87+0,51° | 31,39+0,68° | 33,78+0,74° | 34,30+0,32° | 47,48+1,49™ | 52,81+0,76 | 56,08:089° | S | S | S
cl1-18:1 3,50+0,19° | 3,87+0,08° | 3,91+0,11* | 1,62+0,06° | 1,83+0,11° | 1,69+£0,10° | 2,60+0,07° | 2,77+0,10° | 2,96+0,09° | S | NS | NS
9,c12-18:2 19,36+1,14* | 14,48+0,56° | 12,56+0,71° | 37,18+0,38° | 35,39+0,34% | 34,79+0,54% | 21,19+0,86* | 17,36+0,42° | 14,09+0,69° | S | S | S
20:0 0,1120,00™ | 0,08+0,00° | 0,10+0,01™ | 0,11£0,01™° | 0,10+0,00™ | 0,10+0,01™ | 0,13+0,01° | 0,08+0,01® | 0,13+0,01™ [ NS| S | NS
c6,c9,c12-18:3 | 0,09+0,01° | 0,01+0,01° 0,02+0,01° | 0,14+0,01° | 0,07+0,00° | 0,04+0,01° | 0,07+0,01** | 0,01+0,01° | 0,00£0,00° | S | S | NS
c11-20:1 0,74+0,03™9 | 0,68+0,03" | 0,77+0,04™ | 0,65+0,05* | 0,61£0,01° | 0,61+0,04° | 0,89+0,02¢ | 0,81+0,03* | 0,87+0,04° | S | NS | NS
9,c12,c15-18:3 | 0,92+0,12° | 0,38+0,04° 0,26+0,02° | 0,98+0,14* | 0,43+0,02° | 0,47+0,04° | 3,57+0,17° | 2,11+£0,04° | 2,01+0,11° | S | S | S
9,111-18:2 0,00+0,00° | 3,36+0,09° 1,67+0,06° | 0,00£0,00*° | 3,57+0,07° | 2,15+0,10° | 0,00£0,00*° | 3,55+0,08"° | 2,15+0,12° | S | S | S
110,c12-18:2 0,00+0,00° | 0,33+0,01° 0,69+0,05° | 0,00£0,00° | 0,37+0,02° | 1,06£0,07° | 0,00£0,00° | 0,35+0,01° | 1,00+0,10° | S | S | S
c11,c14-20:2 0,09+0,00™ | 0,08+0,01® | 0,07+0,01® | 0,19£0,01¢ | 0,13£0,01° | 0,17£0,01% | 0,13+£0,02° | 0,06£0,01* | 0,11+0,01* | S | S | S
¢8,c11,c14-20:3 | 0,10+0,01*° | 0,02+0,01° 0,00+0,00° | 0,21+0,02° | 0,04+0,01® | 0,04+0,01*° | 0,06+0,02” | 0,01+0,01° | 0,01+0,01° | S | S | S
AA 0,17+0,01* | 0,07+0,02°° | 0,10+0,01° | 0,38+0,07° | 0,09+0,01° | 0,15+0,01* | 0,11+0,01° | 0,04+£0,00° | 0,10£0,02° | S | S | S
Otros AGS 0,68+0,03 0,38+0,02 0,33+0,02 0,58+0,04 | 0,42£0,02 | 0,40+0,02 0,76+0,15 0,34+0,02 | 0,40+0,04
Otros AGI 0,020,01 0,21+0,01 0,13+0,01 0,01£0,01 0,23+0,01 0,15+0,02 0,03+0,03 0,21+0,01 0,12+0,02
NI 1,48+0,04 1,81£0,12 1,86+0,11 1,17+0,04 1,55+0,08 1,42+0,12 1,31+0,04 1,76+0,09 1,76£0,15
T AGS 22.40+0,19° | 19,06+0,27¢ | 20,24+0,41™ | 21,21+0,60 | 18,38+0,55° | 21,09+0,64™ | 18,95+0,75°¢ | 14,89+0.41° | 17,0120,63*| S | S | NS
¥ AGMI 55,23+0,92° | 60,22+0,47° | 62,44+0,60° | 38,53+0,74° | 39,65+0,94° | 38,52+0,38° | 54,62+1,45* | 59,69+0,76° | 61,67+0,88° | S [ S | S
¥ AGPI 20,57+1,15% | 15,2140,57°° | 13,10+0,74° | 39,08+0,53 | 36,24+0,31% | 35,76+0,56° | 25,12+0,81" | 19,75+0,41* | 16,41+0,68° | S | S | S
Y CLA 0,00+0,00° | 3,69+0,09° | 2,35+0,10° | 0,00+0,00"° | 3,95+0,08° | 3,21+0,17 | 0,00+0,00° | 3,91+0,09° | 3,15+021° | S | S | S

AA: ¢5,c8,c11,c14-20:4. “Otros AGS” y “Otros AGI” corresponden a la ¥ de AGS y AGI, respectivamente cuyos niveles individuales son inferiores a 0,05%. NI: corresponde a la £ de AG no
identificados. Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3 ANOVA (indicado en las 3 ultimas columnas), seguido del test de Tukey. Letras

distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Nivel de significancia: p < 0,05.
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El contenido de AGMI totales y el del principal contribuyente en dicho grupo, el
acido oleico, fue dependiente del origen de grasa dietaria, siendo equivalente y
significativamente mayor en los grupos O y C, respecto al grupo M. La suplementacioén
con cualquiera de las dos fuentes de CLA, aument6 el contenido de 4cido oleico en el
TAE, alcanzando niveles significativos en los animales alimentados con aceite de oliva y
de canola. Los contenidos de AL y ALN mostraron una dependencia con el origen de grasa
dietaria, y ambas fuentes de CLA, disminuyeron los niveles de dichos AG. Los cambios de
los AGPI totales fueron paralelos a aquellos observados en el AL, que es cuantitativamente
el mas importante.

Los AGPI-CL de la serie n-6 presentan niveles significativamente diferentes en
funcion del origen de grasa dietaria y de la presencia, pero no de la fuente, de CLA.
Especificamente, tanto los niveles de GLA, como los de DGLA, fueron significativamente
mayores en los animales que recibieron aceite de maiz que en los que recibieron aceite de
oliva o de canola, y fueron igualmente reducidos por la adicion de AR o de Mix. Un
comportamiento diferente fue observado en el derivado de la elongacion del AL: c11,c14-
20:2; el cual fue mayor en los grupos de animales alimentados con aceite de maiz o canola
(vs. aceite de oliva); y en estos grupos la suplementacion con AR redujo significativamente
los niveles de dicho derivado. El AA también demostr6é dependencia del origen de la grasa
dietaria y de la presencia de los CLA, mostrando, a excepcion del grupo C+Mix, perfiles
similares de reducciéon por los CLA que los observados en los dos AG precursores
inmediatos en la via principal de biosintesis de AA (GLA y DGLA). En todos los grupos
dietarios analizados, no se lograron obtener niveles cuantitativamente detectables de los
intermediarios y producto final de los AGPI-CL de la serie n-3.

Los niveles de acido miristico (14:0) en TAE, no fueron afectados por los distintos
origenes de grasa dietaria. La suplementacion con AR y Mix redujo el contenido de dicho
AG independientemente del origen de grasa dietaria. El contenido de 4cido miristoleico
(¢9-14:1) se vio afectado por los origenes de grasa dietaria (M = O > C), alcanzando sdélo
diferencias significativas entre los grupos M y C. Pero mas notoriamente, la
suplementacion con ambas fuentes de CLA, redujo el contenido de acido miristoleico a
niveles muy bajos. El contenido de acido palmitico fue influenciado por el origen de grasa
dietaria y por la fuente de CLA. Los principales efectos estuvieron asociados a la
reduccion de los niveles del mismo en los grupos suplementados con AR y en el grupo

O+Mix. El contenido de acido estearico no fue afectado por el origen de grasa dietaria,
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pero disminuy6 con la suplementacion de ambas fuentes de CLA a los aceites de oliva y
canola.

Los niveles de acido palmitoleico fueron afectados tanto por los origenes de grasa
dietaria, como por la suplementacion con CLA. Asi, el contenido de acido palmitoleico en
el TAE fue O > M > C, y a excepcion de C+AR, la suplementacion con AR, y en mayor
medida con Mix, redujo los niveles de dicho AG. El contenido de acido cis-vaccénico, fue
dependiente del origen de grasa dietaria, siendo O > C > M, sin observarse efecto por la
suplementacion con AR o Mix.

La relacién acido palmitoleico/acido palmitico (16:1/16:0) fue ligeramente mayor
en los animales alimentados con aceite de oliva que en aquellos con aceites de maiz o
canola, y la suplementacion con Mix redujo dicha relacién independientemente del origen
de grasa dietaria (Figura 42). El AR produjo una ligera reduccion de la relacion 16:1/16:0,
logrando diferencias estadisticas s6lo en los animales M+AR vs M. Por otra parte, la
relacion &cido oleico/acido esteérico (18:1/18:0), no mostrd ninglin efecto por el origen de
grasa dietaria y, sorprendentemente, un incremento ha sido observado en dicha relacion por

la suplementacién con AR y Mix al aceite de oliva y canola (Figura 43).

Figura 42. Relacion porcentual producto/ substrato: acido palmitoleico/ acido

palmitico (16:1/16:0) en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 43. Relacion porcentual producto/substrato: acido oleico/ acido
estearico (18:1/18:0) en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

10.- HISTOLOGIA HEPATICA

El analisis histolégico de cortes representativos de higados correspondientes a los 9
grupos dietarios se muestra en la Figura 45. Todos los cortes de tejido hepatico analizados
a la luz del microscopio optico, correspondientes a los grupos O (Figura 44.a) y C (Figura
44.c), exhibieron una morfologia compatible con un patron tisular normal, con area portal
y lobular conservada, citoplasma hepatocitico con la acidofilia caracteristica de los
mismos, nicleos conservados con membrana nuclear con limites definidos y patréon de
distribucion cromatinico en oxi- y basi-cromatina. No se observo infiltrado inflamatorio,
células apoptdticas, ni inclusiones lipidicas. Los cortes de higados de los animales del
grupo M (Figura 44.b), presentaron dilatacion de la vena central, hepatocitos con ligera
tumefaccion citoplasmatica y patrén nuclear conservado. Ademas, se observaron focos de
inflamacion con células apoptoticas en el parénquima e infiltrado leucocitario en el espacio
portal.

Tanto la suplementacion con AR, como con Mix provocaron alteraciones
histologicas dependientes de la grasa dietaria, mostrandose mas exacerbadas en los higados

de animales alimentados con la mezcla equimolecular de CLA.
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Asi, la suplementacion con AR a los distintos aceites generd tumefaccion
citoplasmatica, procesos inflamatorios aislados, y escasa o nula presencia de
microvacuolas lipidicas. Pese a la presencia de dichas alteraciones, en general los higados
de animales alimentados con dieta C+AR (Figura 44.f) presentaron mejores condiciones
morfoldgicas que los de aquellos alimentados con O+AR (Figura 44.d) y M+AR (Figura
44.e), mientras que los animales del grupo M+AR fueron los que evidenciaron mayor
tumefaccion citoplasmatica y proceso inflamatorio hepatico.

La suplementaciéon con Mix generd profundas alteraciones en la morfologia
hepética, necrosis celular, focos inflamatorios e inclusion de microvacuolas lipidicas,
siendo el grado de dichas alteraciones dependiente de la fuente de grasa dietaria utilizada.
Especificamente, los higados de los animales de los grupos O+Mix (Figura 44.g) y C+Mix
(Figura 44.1) presentaron infiltrado leucocitario y microvacuolas de grasa, que en el grupo
C+Mix se localizaron alrededor de la vena central, y a pesar de que en ambos casos se
observaron células en mitosis, degeneracion balonizante del hepatocito y tumefaccion
citoplasmadtica, estas alteraciones no fueron tan exacerbadas como en el grupo M+Mix.
Asi, en este grupo (Figura 44.h), se presento dilatacion de la vena central, numerosas
células en mitosis con patron nuclear conservado, degeneracion balonizante del hepatocito
y marcada tumefaccidon citoplasmatica. Amerita destacar la presencia aislada de
microvacuolas lipidicas dispersas en el parénquima hepatico. Ademas, se observd necrosis
y apoptosis focal, con presencia de células apoptdticas y nucleos picnéticos, inflamacion

lobulillar y acimulo de neutréfilos, patron correspondiente a hepatitis.
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Figura 44. Cortes histolégicos hepaticos

Cortes histologicos representativos de higados pertenecientes a los distintos grupos dietarios coloreados con

hematoxilina-eosina. Aumento 40X.

a. O; b. M; c. C; d. O+AR; e. M+AR; f. C+AR; g. O+Mix; h. M+Mix; i. C+Mix.
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11.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL NIVEL SERICO DE ENZIMAS MARCADORAS DE
DANO HEPATICO: ASAT, ALAT, FA

Las actividades de las enzimas plasmaticas indicadoras de dafio hepatico (ASAT,
ALAT y FA) mostraron cambios diferentes en el andlisis estadistico 3x3 ANOVA. Asi la
FA fue afectada por el origen de grasa dietaria (p = 0,003), la enzima ALAT por la
suplementacion con CLA (p < 0,001), y la actividad de la enzima ASAT por ambas
variables (grasa dietaria: p = 0,012; presencia de CLA: p = 0,033). No obstante, la
evaluacion individual no reveld ningin incremento significativo indicador de dafio
hepatico, ni por el origen de grasa dietaria, ni por la suplementacion con CLA (Figuras 45,

46 y 47).

Figura 45. Actividad de la enzima ASAT en suero
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Maria Victoria Scalerandi — FBCB — UNL 100



Resultados

Figura 46. Actividad de la enzima ALAT en suero
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico:
3x3 ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 47. Actividad de la enzima FA en suero
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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12.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO HEPATICO

El grado de LPO hepatico (Figura 48), expresado como la cantidad de MDA
formado, fue afectado tanto por el origen de grasa dietaria (p < 0,001), como por la
presencia de CLA (p < 0,001). Especificamente, la LPO fue menor en los animales
alimentados con aceite de oliva que en los animales que consumieron dietas enriquecidas
con grasas mas insaturadas. La suplementacion con CLA tuvo un efecto diferencial en los
distintos grupos, donde la suplementacion con AR so6lo redujo la LPO en los animales
alimentados con aceite de maiz, mientras que la adicion de Mix tuvo un efecto semejante
en aquellos animales alimentados con aceite de oliva. No obstante, es dable destacar que
independientemente del tipo de CLA suplementado, no se ha observado ningin incremento

en este parametro y, si hubo algun efecto, el mismo fue preventivo de la LPO.

Figura 48. Grado de lipoperoxidacion en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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En las Figuras 49, 50 y 51, podemos observar los niveles de algunos de los
diferentes reguladores del estrés oxidativo. Dentro de los componentes protectores no
enzimaticos del estrés oxidativo, los niveles de GSH so6lo fueron significativamente
afectados por la presencia de isdémeros CLA (p = 0,007) en el analisis estadistico 3x3
ANOVA (Figura 49). Sin embargo, las comparaciones no paramétricas mostraron que, en
ausencia de CLA, los niveles de GSH fueron menores en los animales que recibieron aceite
de oliva que en los que recibieron aceite de canola. La presencia de ambas fuentes de CLA

aumento el contenido de GSH en los animales que recibieron aceite de oliva.

Figura 49. Nivel de GSH en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Dentro de los sistemas protectores enzimaticos, la actividad de la enzima CAT
(Figura 50), no mostro efecto por el origen de grasa dietaria (p = 0,329), pero si por la
presencia de isomero CLA (p = 0,001) y por la interaccidon entre estas variables (p =
0,002). El andlisis individual demostré que la actividad CAT fue mayor en los animales
alimentados con aceite de oliva frente a aquellos alimentados con aceite de maiz o canola.
La suplementacion con CLA, redujo la actividad de dicha enzima en los grupos O+AR y

O+Mix.
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Figura 50. Actividad de la enzima catalasa en higado
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Otro componente de los sistemas protectores enzimaticos es la enzima GSH-Px. El

analisis estadistico 3x3 ANOVA demostr6 que la grasa dietaria vario la actividad de dicha

enzima (p = 0,008). Pese a esto, no se observaron diferencias significativas en la

comparacion individual de los grupos experimentales (Figura 51).

Figura 51. Actividad de la enzima glutation peroxidasa en higado

GSH-Px (mU/mg proteina)

250 ~

[\

()

S
|

—_

W

S
I

100 -

W
S
I

0] O+AR O+Mix M M+AR M+Mix C C+AR C+Mix

Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Maria Victoria Scalerandi — FBCB — UNL

104



Resultados

13.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE PARAMETROS RELACIONADOS AL METABOLISMO
LIPIDICO

Los niveles tisulares y circulantes de TG dependen del balance de un conjunto de
mecanismos interrelacionados en diferentes tejidos. Entre ellos se destacan, como
determinantes de los niveles plasmaticos de TG, la velocidad secrecion de TG-VLDL y la
capacidad de remocion plasmatica de los mismos en el tejido adiposo y musculo
esquelético. Es importante considerar que también participan en la remocion de los lipidos
otros tejidos, como el musculo liso, y diferentes 6rganos, entre ellos el higado. Cada uno
de estos dos diferentes mecanismos mencionados se encuentran, a su vez, estrechamente
relacionados con los niveles de lipidos tisulares. Por esta razon, se presentan en forma
secuencial algunos mecanismos bioquimicos determinantes de los lipidos plasmaticos y

tisulares.

13.1.- Velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos

La VSTG es clave en la determinacion de los niveles plasmaticos, como también
hepaticos de TG. La VSTG presentd un efecto significativo por el origen de grasa dietaria
y por la fuente de isémero CLA suplementada a las dietas (p < 0,001, en ambos casos). La
significancia de la grasa dietaria, es debida al agrupamiento de los 3 tratamientos con
aceite de canola que presentaron diferencias con las respectivas compilaciones de los tres
grupos que recibieron aceite de oliva o aceite de maiz. Sin embargo, como puede
observarse en la Figura 52, las comparaciones individuales mostraron que, en ausencia de
CLA, el origen de grasa dietaria no afect6 la VSTG; pero la presencia de isomeros CLA
ejercid un efecto diferencial dependiendo del tipo de CLA considerado. La suplementacién
con AR aument6 la VSTG independientemente del origen de grasa dietaria, mientras que el
Mix solo produjo un incremento, y muy marcado, de dicho pardmetro en los animales

alimentados con aceite de canola.
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Figura 52. Velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.2.- Remocion de triglicéridos séricos. Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en

tejido adiposo epididimal y musculo gastrocnemio

El tejido adiposo es un oOrgano clave y muy activo en la remocion de TG,
fundamentalmente en condiciones post-prandiales. El musculo esquelético, por contribuir
con un porcentaje muy elevado de la masa corporal (aprox. 45%) y en virtud de la
importancia de la remocion en condiciones de ayuno, participa activamente en la
clarificacion de los TG circulantes. Es importante considerar a su vez, que el tejido
adiposo, es un 6rgano que se expande en forma muy diversa dependiendo de variables
nutricionales, por lo cual, su expresion a la contribucidon en la remocioén de TG debe ser
realizada por o6rgano total.

Los resultados de la actividad LPL en tejido adiposo blanco, representado en
nuestro caso por el TAE, mostraron por gramo de tejido (Figura 53) que no hubo
variaciones significativas por el origen de grasa dietaria (p = 0,65), y que la presencia de
isomeros CLA incrementaron dicha actividad enzimatica (p < 0,001). Ademads, las
actividades LPL en TAE fueron, a su vez, més elevadas en los animales suplementados con
Mix, alcanzando diferencias estadisticas entre los grupos de animales O+Mix vs. O+AR y
M+Mix vs. M+AR. No obstante, es muy diferente la interpretacion de los resultados si

analizamos la actividad LPL como medida de la remocion en el animal completo. Asi, la
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actividad LPL afectada por el peso del TAE, nos mostrd (Figura 54) que fue modificada
tanto, por el origen de grasa dietaria (p = 0,032), como por la presencia de isomeros CLA
(p = 0,003). Especificamente, en ausencia de isomeros, la unica diferencia fue notada en la
mayor actividad LPL en los animales alimentados con aceite de canola frente a los que
recibieron aceite de oliva. Respecto a los CLA, el Mix disminuyd la actividad LPL en
TAE, independientemente de la grasa dietaria, mientras que el AR disminuyo este

parametro en aquellos animales que consumieron aceite de maiz 6 canola.

Figura 53. Actividad lipoproteina lipasa por gramo de tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 54. Actividad lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal total
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

El andlisis estadistico de la actividad LPL en musculo gastrocnemio (Figura 55),
elegido como representante de la composicion fibrilar media del musculo esquelético,
mostrd un efecto por el origen de grasa dietaria (p = 0,002) y por la presencia de isdbmeros
CLA (p < 0,001). EI analisis no paramétrico individual nos reveld s6lo una diferencia
significativa por la suplementacion con AR en los grupos de animales que consumieron
aceite de maiz y de canola, frente a aquellos que consumieron los respectivos aceites sin

CLA, o suplementados con Mix.
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Figura 55. Actividad lipoproteina lipasa en misculo gastrocnemio
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.3.- Sintesis de acidos grasos en higado y tejido adiposo

En la sintesis de novo de AG en higado y tejido adiposo estan implicadas diversas
enzimas entre ellas las enzimas FAS, EM y G6PDH. Las mismas son determinantes de los
niveles y disponibilidad de AG para su posterior esterificacion, deposito, utilizacion o
secrecion dependiendo del tejido y requerimiento. Dichas enzimas son moduladas entre
otras, por diferentes dietas y, en particular en nuestras experiencias, los isomeros CLA han

afectado sus actividades en mayor grado que el origen de grasa dietaria.

13.3.1.- Actividad hepatica de la enzima sintasa de acidos grasos

La actividad hepatica de la enzima FAS no mostré diferencias por el origen de
grasa dietaria utilizada (p = 0,072), sin embargo, la suplementacion con CLA ejercio un
efecto significativo sobre la misma (p < 0,001). El anélisis no paramétrico del efecto de los
CLA sobre la actividad FAS nos muestra que la suplementaciéon con AR y con Mix
incrementaron la actividad de dicha enzima (Figura 56). Sin embargo, la respuesta fue

diferente dependiendo de la grasa dietaria considerada. Asi, en los animales alimentados
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con aceite de oliva la actividad fue O+Mix > O+AR > O, en los alimentados con aceite de
maiz: M+AR > M+Mix > M, y en los alimentados con aceite de canola: C+Mix = C+AR >

C.

Figura 56. Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.3.2.- Actividad hepatica de la enzima malica

La actividad de la EM mostré un importante efecto por la suplementacion con CLA
(p <0,001), y la respuesta fue muy diferente en funcion del origen de grasa dietaria (Figura
57). Si bien la respuesta a los CLA fue para todos los origenes de grasa dietaria Mix > AR
> respectivo control; la magnitud del efecto fue muy marcado en los animales alimentados
con aceite de oliva, mientras que, en los alimentados con aceite de canola, no se alcanzaron

diferencias estadisticas entre C+AR versus C.
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Figura 57. Actividad de la enzima malica en higado
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.3.3.- Actividad hepatica de la enzima glucosa-6-P-deshidrogenasa

A diferencia de lo observado para las enzimas FAS y EM, no hubo diferencias

estadisticas en la actividad de la enzima G6PDH hepética, ni por el origen de grasa

dietaria, ni por la suplementaciéon con CLA (p > 0,05 en ambos casos) (Figura 58).

Figura 58. Actividad de la enzima glucosa-6-P-deshidrogenasa en higado
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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13.3.4.- Actividad en tejido adiposo epididimal de la enzimas: sintasa de acidos

grasos, enzima malica y glucosa-6-P-deshidrogenasa

El comportamiento de estas tres enzimas lipogénicas en TAE ha sido semejante
frente a las variables analizadas, por lo cual se las presenta en forma conjunta. Las
actividades de las enzimas FAS, EM y G6PDH no mostraron diferencias por el origen de
grasa dietaria, no obstante presentaron un aumento significativo por la suplementacién con
CLA (p <0,001). Asi, la actividad enzimatica expresada por masa de proteina (Figuras 59,
61 y 63, respectivamente), mostr6 un incremento equivalente con ambos tipos de
suplementos de CLA, que fue independiente del origen de grasa dietaria. Sin embargo, es
importante considerar que el tejido adiposo presenta un fuerte efecto diferencial en su
tamafio, fundamentalmente por el Mix, lo que repercute en la capacidad total de dicho
tejido para la biosintesis de AG; por lo que, las actividades enzimaticas expresadas por
tejido total, mostraron un comportamiento muy diferente entre los tipos de CLA
suplementados. En las Figuras 60, 62 y 64, respectivamente, se pueden visualizar que la
suplementacion con AR en las tres enzimas mostrd una mayor actividad enzimatica que los
respectivos controles, y que en aquellos suplementados con Mix, independientemente de la

grasa dietaria.

Figura 59. Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos en tejido adiposo
epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 60. Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos en tejido adiposo

epididimal total
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 61. Actividad de la enzima malica en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 62. Actividad de la enzima malica en tejido adiposo epididimal total
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Valores expresados como media £ SEM de al menos 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

Figura 63. Actividad de la enzima glucosa-6-P-deshidrogenasa en tejido adiposo

epididimal
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3

ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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Figura 64. Actividad de la enzima glucosa-6-P-deshidrogenasa en tejido adiposo

epididimal total
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Valores expresados como media + SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.4.- Capacidad de oxidacion de acidos grasos en higado y musculo esquelético

13.4.1.- Oxidacion hepatica de acidos grasos

La enzima clave en la B-oxidacion hepatica de AG es la CPT-Ia, la cual ha sido
influenciada tanto por el origen de grasa dietaria (p < 0,001), como por los isomeros CLA
(p = 0,014) (Figura 65). El aceite de canola incrementd, comparativamente con los aceite
de oliva y de maiz, la actividad de dicha enzima; mientras que la suplementacién con CLA,
s6lo mostrd un incremento de la actividad CPT-Ia en el grupo M+AR vs. M y M+AR vs.
M+Mix.
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Figura 65. Actividad hepatica de la enzima carnitin palmitoil transferasa-Ia
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Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.

13.4.2.- Oxidacion de acidos grasos en musculo gastrocnemio

La actividad CPT-Ib en musculo gastrocnemio fue influenciada tanto por el origen
de grasa dietaria (p < 0,001), como por la suplementaciéon con CLA (p < 0,001) (Figura
66). En ausencia de CLA la capacidad de oxidacion muscular expresada por la actividad
CPT-Ib fue mayor en los animales alimentados con aceite de maiz y canola. El efecto de
los CLA fue muy marcado para el Mix, el cual produjo un aumento en la actividad CPT-Ib

independientemente del origen de grasa dietaria.
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Figura 66. Actividad muscular de la enzima carnitin palmitoil transferasa-Ib
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Valores expresados como media = SEM de al menos 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 3x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
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DISCUSION

Este trabajo demuestra los efectos diferenciales de la suplementacién con un aceite
rico en acido ruménico o con cantidades equimoleculares de ¢9,111-CLA y ¢10,c12-CLA
sobre aspectos nutricionales y del metabolismo lipidico en ratones alimentados con dietas
conteniendo diferentes proporciones de AGI n-9, n-6 y n-3. Los estudios de interaccion de
los diferentes CLA con distintas grasas dietarias son muy escasos, y a diferencia de la
presente propuesta, han sido orientados a investigar los efectos preventivos que podrian
tener distintos tipos de grasas dietarias sobre efectos deletéreos de la mezcla comercial de
CLA o del ¢10,c12-CLA. En los aspectos nutricionales, el desarrollo del presente trabajo se
focaliz6 en estudios de ganancia de peso, eficiencias dietarias, cambios en la adiposidad y
en la composicion corporal, asi como también en el potencial desarrollo de hepatomegalia.
Mientras que, en el metabolismo lipidico, se puntualiz6 en la incorporacion tisular de
diferentes AG, en los perfiles de lipidos plasmaticos y tisulares, en potenciales cambios
histologicos a nivel hepatico y en los mecanismos de regulacion de TG tisulares. Los
distintos aceites dietarios ricos en AGI n-9, n-6 y n-3 tienden a reproducir ingestas
representativas de dietas habituales en nuestra poblacién, sobre las cuales la
suplementacion con algunas de estas fuentes de CLA podrian generar respuestas

metabolico-nutricionales diferentes.

1.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LA GANANCIA DE PESO, COMPOSICION CORPORAL
Y PESOS DE TEJIDOS

Todos los animales, independientemente de los tratamientos, aceptaron
perfectamente las dietas, no mostrando diferencias en la ingesta de alimentos y por ende de
la energia consumida. Asimismo, los animales en todos los tratamientos dietarios, no
evidenciaron trastornos digestivos, lo que fue corroborado con equivalentes porcentajes de
absorcion aparente de grasas y proteinas. Por ello, las ganancias de peso de los animales
alimentados con distintos origenes de grasas dietarias y fuentes de CLA son atribuidas al
efecto especifico de la composicion de AG presentes en las dietas sobre la eficiencia

energética del alimento.
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Los diferentes origenes de grasa dietaria tuvieron un efecto diferencial sobre los
parametros nutricionales evaluados. Sorprendentemente, ratones alimentados con la dieta
C, la cual es rica en ALN, mostraron un incremento de la ganancia de peso corporal,
asociado con un aumento en la eficiencia y retencion energética total, a expensas de una
elevada retencion de grasa corporal respecto a los animales alimentados con dietas O y M.
En este sentido, es generalmente conocido que los AGPI n-3 reducen la adiposidad y el
peso corporal, pero la mayoria de estos efectos descriptos para los AGPI n-3, son
atribuidos a aceites ricos en EPA y DHA (Lorente-Cebrian y col., 2013). Con relacién a
aceites ricos en ALN, no hay evidencias suficientes que apoyen los mismos efectos
fisiologicos que sus derivados de cadena larga. Asi, en acuerdo con nuestros resultados,
pero no con los de otros autores (Javadi y col., 2007; Ikemoto y col., 1996), Soares da
Costa y col. (2012) en ratas Wistar alimentadas con aceite de canola observaron un
incremento de la masa corporal durante los dias 33-41 del tratamiento dietario. Asimismo,
pero en ratones alimentados con aceite de canola, Sealls y col. (2008) encontraron un
mayor tamafo de depositos grasos frente a dietas conteniendo cebo de cerdo (baja en AGPI
n-3) o conteniendo un aceite rico en DHA+EPA.

En comparacion con la suplementacion con AR, la mezcla equimolecular de CLA
mostré un marcado descenso en la ganancia de peso y retencion energética total corporal,
asociado a una drastica reduccién de depositos de grasa corporales, sin cambios en el
contenido porcentual de proteinas. La disminucion de la grasa corporal en los animales
alimentados con Mix, estuvo asociado a una reducciéon de los depodsitos de grasa,
alcanzando niveles inferiores a los existentes previos a la administracion del mismo, tal
como fuera demostrado por los niveles negativos de la retencion de grasa corporal. Los
presentes resultados confirmaron los datos reportados por otros autores (Poirier y col.,
2005a; Takahashi y col., 2002; DeLany y col., 1999; DeLany y col., 2000; West y col.,
1998; West y col., 2000;Terpstra y col., 2002; Terpstra y col., 2003) los cuales también
observaron en ratones, una disminucion de la ganancia de peso y grasa corporal, junto con
una menor eficiencia energética del alimento por la suplementacion con mezcla
equimolecular de CLA. No obstante, en desacuerdo con algunos estudios que observaron
cambios en la masa magra corporal (DeLany y col., 2000; Terpstra y col., 2002; Terpstra y
col., 2003), en este trabajo y en los de numerosos autores (Kim y col., 2002; Javadi y col.,
2004a; Park y Pariza, 2001; Andreoli y col., 2007), no se encontraron diferencias en el

nivel de proteinas corporales por la suplementacion con Mix.
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Las alteraciones en la composicion corporal, y més especificamente los cambios en
los depdsitos de grasa corporal, dependen de la especie, como también de otras causas
como la dosis de CLA, duracion del tratamiento y estado fisio-patologico de los animales o
individuos estudiados. Asi, estudios en nuestro laboratorio no mostraron ningin cambio en
la composicion corporal en ratas durante la replecion de proteinas (Andreoli y col., 2007).
Del mismo modo, efectos ligeros o ausencia de los mismos, han sido reportados por
distintos autores en ratas normales y otros modelos animales (Miranda y col., 2009;
Purushotham y col., 2007; Martins y col., 2010; Lasa y col., 2008). Pariza y col. (2001),
atribuyeron estas diferencias en la sensibilidad al CLA, al “turnover” de grasa corporal
especifico de cada especie, el cual puede ser mayor en ratones que en otros roedores. Por
otro lado, los estudios llevados a cabo en humanos son mas escasos, y no tan concluyentes
como los obtenidos en modelos animales. Por ejemplo, Blankson y col. (2000) mostraron,
un descenso en la masa grasa asociado a un incremento de la masa magra, en hombres y
mujeres obesos y con sobrepeso, alimentados durante 12 semanas con mezcla de CLA, sin
una correlacion lineal con la dosis administrada. Otros autores (Thom y col., 2001)
observaron que la reduccion de la grasa corporal por la mezcla de CLA, es mas acentuada
cuando se las combina con actividad fisica. Asimismo, numerosos autores no encontraron
modificaciones en la composicién corporal en humanos bajo distintas situaciones fisio-
patologicas (Petridou y col., 2003; Zambell y col., 2000; Kreider y col., 2002; Riserus y
col., 2002; Larsen y col., 2006).

Los efectos de los CLA sobre la composicion corporal, son atribuidos al isémero
t10,c¢12-CLA (Park y col., 1999; Clément y col., 2002) y, al menos a nuestro conocimiento,
solo dos trabajos encontraron efectos por el isémero ¢9,t111-CLA (de Roos y col., 2005;
Akahoshi y col., 2003). El efecto del AR sobre la ganancia de peso y composicion corporal
en las presentes experiencias, fueron dependientes del origen de grasa dietaria. En este
sentido, solo en los animales alimentados con aceite de canola, la suplementaciéon con AR
disminuy6 la ganancia de peso corporal, asociada con una reducciéon en la retencion
energética de grasa. La magnitud del efecto reductor del AR, fue significativamente menor
que la observada por la suplementacion con Mix, pero es interesante denotar que los
efectos adversos presentes en la suplementacion con este tltimo, no se evidenciaron con el
AR. La ausencia de cambios en la ganancia de peso, composicion corporal y eficiencia
energética del alimento en los animales de los grupos O+AR y M+AR, coincide con la
mayoria de los reportes disponibles en la bibliografia (Park y col., 1999; Gavino y col.,

2000; Hargrave y col., 2002).
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Los cambios observados en la ganancia de peso y composicion corporal, estuvieron
en paralelo a modificaciones, principalmente, en el nivel de los depositos grasos y del
tejido hepatico. El origen de grasa dietaria, como la fuente de CLA, afectaron la acrecion
y/o deplecion de los depdsitos grasos. En este sentido, el incremento en la retencion de
grasa corporal inducida por el aceite canola ha sido acompafiado por una expansion en el
tejido adiposo epididimal, sin modificaciones en los pesos o tamafios de otros tejidos; en
cambio los CLA tuvieron distintos efectos, y su magnitud estuvo relacionada con el origen
de grasa dietaria presente, afectando diferentes 6rganos y tejidos. Asi, con el Mix, el
marcado descenso en la retencion de grasa se asocid a una notable reduccion del tejido
adiposo epididimal y a un marcado incremento del peso del higado, sin cambios en la masa
muscular. Estas alteraciones conforman parte del sindrome lipoatréfico descripto por
Poirier y col. (2005a) y fueron atribuidos al isémero #10,c12-CLA. Por otro lado, la
suplementacion con AR, disminuyd la masa del tejido adiposo epididimal,
independientemente del origen de grasa dietaria. No obstante, s6lo en los animales del
grupo C+AR, este efecto se asocid con una reduccion en la retencion de grasa corporal. La
magnitud de dicho efecto reductor del AR sobre los depdsitos grasos, fue
significativamente menor que la observada con Mix, pero interesantemente ni
hepatomegalia, ni otros efectos adversos estuvieron presentes. Numerosos reportes
bibliograficos coinciden con los hallazgos observados con el Mix (Tsuboyama-Kasaoka y
col., 2000; Hwang y col., 2007; Takahasni y col., 2003), pero la mayoria de los estudios
con ¢9,/11-CLA (Clément y col., 2002; Warren y col., 2003) no encontraron los cambios
presentados en este trabajo. Las diferencias, pueden estar asociadas al origen de grasas
dietarias utilizadas, como asimismo, a otras variables presentes en los modelos
experimentales. Tanto los cambios inducidos por el Mix, como por el AR, fueron el reflejo
de modificaciones metabdlicas que dieron lugar en los principales tejidos involucrados y se
reflejaron asimismo a nivel de circulacion. Por ello, en forma secuencial, se presentan los

cambios encontrados a nivel plasmatico y tisular.
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2.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE PARAMETROS SERICOS

La composicion de AG presentes en suero de animales en condiciones alimentadas,
reflejan el “pool de AG” correspondiente a los lipidos de la dieta, mas aquellos
procedentes de la metabolizacion de lipoproteinas a nivel de diferentes tejidos. En este
sentido, pese a los notorios cambios observados en las distintas clases de lipidos
circulantes, los niveles de los principales AG encontrados en suero, reflejaron el patron de
AG constitutivos de las distintas grasas dietarias suplementadas o no con CLA, mas
aquellos derivados de la metabolizacion tisular.

Los niveles de TG séricos no fueron modificados por el origen de grasa dietaria,
pero la suplementacion con CLA, produjo un incremento de sus niveles circulantes,
asociado a cambios en la secrecion hepatica y remocion plasmatica de TG.

El incremento de los niveles de TG en suero en los animales alimentados con Mix,
podria explicarse por una menor actividad de la enzima LPL en tejido adiposo, y en el
grupo C+Mix, adicionalmente, por una mayor VSTG hepatica. Ademads, en el grupo
O+Mizx, el incremento de los niveles de TG séricos estuvo acompafiado de un aumento en
los niveles de Col y FL. La mayoria de los trabajos que hacen un analisis exhaustivo de los
cambios en el perfil de lipidos séricos por los CLA, utilizan modelos animales propensos al
desarrollo de aterosclerosis. En este sentido, resultados similares a los del presente trabajo
sobre la concentracion sérica de TG han sido observados por de Deckere y col. (1999) en
hamsters alimentados con mixCLA o con ¢10,c12-CLA. Sin embargo, otros autores
obtuvieron una respuesta opuesta en la misma especie animal. Por ejemplo, Macarulla y
col. (2005) con ¢10,c12-CLA y Gavino y col. (2000) con mixCLA, mostraron que los
niveles de TG plasmaticos en hamsters fueron reducidos. Los tltimos autores, sugirieron
que el efecto hipotrigliceridémico del mixCLA estuvo asociado con una perturbacion de la
asimilacion y/o del transporte de grasa como lipoproteina-TG. El efecto reductor de los TG
plasmaticos por la suplementacion con mixCLA, también ha sido observado en nuestro
grupo en ratones alimentados con dietas hiperlipidémicas (Andreoli y col., 2009). Por lo
tanto, existe una respuesta controversial del CLA sobre el nivel de TG séricos, y esta puede
estar relacionada entre otros factores, con la especie, modelo animal, tipo de isémero y
grasa dietaria (Bhattacharya y col., 2006). Resultados controversiales también han sido
encontrados en estudios humanos, pero en términos generales escasos efectos han sido

observados sobre los lipidos séricos (Bhattacharya 2006). En particular, estudios realizados
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en humanos, como también en animales hipertrigliceridémicos, mostraron que existe una
relacioén entre la concentracion de TG y colesterol en suero con la capacidad lipogénica
hepatica expresada por la actividad de la enzima SCD-1 (Attie y col., 2002). Esta
capacidad lipogénica diferencial se discute posteriormente, junto con el analisis de otros
parametros del metabolismo de lipidos en el higado.

Por otro lado, la suplementacion con AR, en general no modificd el contenido
sérico de los distintos componentes lipidicos, a excepcion de un aumento de los niveles de
TG solo en los animales alimentados con la dieta M+AR. Este efecto podria deberse a la
mayor VSTG hepatica, asociada con una menor actividad de la enzima LPL en tejido
adiposo. El mismo efecto en la VSTG hepatica y en la actividad LPL del tejido adiposo,
fue observado en los animales alimentados con la dieta C+AR; sin embargo, no hubo
cambios en las concentraciones de TG séricos en este grupo. La ausencia de cambios en los
niveles de lipidos séricos por la suplementacion con AR, que se diferencian claramente con
la suplementacion con mixCLA o con ¢10,c12-CLA, ha sido observada por otros autores
como Gavino y col. (2000) y Macarulla y col. (2005) en hamsters. Al menos a nuestro
conocimiento, no existe ningin estudio que pudiese explicar los mecanismos fisiologicos
en el estado regulatorio observado en el grupo C+AR vs M+AR. No obstante, podria ser
postulado que la composicion de las lipoproteinas ricas en TG de los animales alimentados
con la dieta M+AR, tendrian una menor afinidad por la enzima LPL que las lipoproteinas
de los animales alimentados con la dieta C+AR. Esta hipotesis, no excluye que otros
mecanismos biologicos pudiesen estar implicados.

Al igual que los niveles de TG circulantes, los niveles de glucosa no se modificaron
por grasas dietarias de diferentes origenes; no obstante la suplementacion con Mix, pero no
con AR, incremento los niveles de glucosa en los grupos O+Mix y C+Mix. No fue objeto
de este estudio investigar mecanismos reguladores de la glucemia, no obstante, como fuera
descripto en ratones, los cambios mencionados podrian deberse a un estado de insulino-
resistencia generado especificamente por el ¢10,c12-CLA (Adkins y col.,, 2013;
Hommelberg y col., 2010). Otros trabajos en ratones suplementados con mixCLA o con
t10,c12-CLA, han observado normoglucemia en presencia de una marcada
hiperinsulinemia (Poirier y col., 2005b; Javadi y col, 2004b; Clément y col., 2002). Estos
mismos autores, observaron que dietas ricas en ¢9,t11-CLA, no modificaron los niveles de
glucosa como en el presente trabajo, ni de insulina circulante. Si bien las alteraciones
observadas en el sindrome lipoatréfico descripto por Poirier en ratones alimentados con

t10,c12-CLA o con mixCLA no son las mismas presentes en el paciente obeso que
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consume CLA, ambas situaciones metabolicas comparten alteraciones comunes. Asi,
llamativamente Riserus y col. (2004) en pacientes con obesidad abdominal, observaron que
el 110,c12-CLA, pero no el ¢9,t11-CLA, ni la mezcla equimolecular de ambos, increment6
la concentracién de glucosa e insulina plasmatica. Asimismo, otros autores en pacientes
con sobrepeso (Gaullier y col.,, 2004) o en pacientes sanos (Eviolfson y col., 2004),
mostraron que el mixCLA como suplemento dietario, no alterd los niveles de glucemia y

los resultados sobre la insulinemia fueron heterogéneos.

3.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LIPIDOS HEPATICOS Y SU REGULACION

A pesar que, los distintos origenes de grasas dietarias, sin suplementacién con
CLA, no condujeron a hepatomegalia, ni esteatosis, fueron observadas diferencias en la
histologia y estado oxidativo a nivel hepatico. Por otro lado, la suplementacién con Mix,
pero no con AR, en el presente modelo experimental produjo hepatomegalia, asociada a
una acumulacion de TG. Las mismas fueron acompafiadas con alteraciones histoldgicas y
cambios en el estado lipoperoxidativo dependiendo del origen de grasa dietaria
considerada. Tanto la hepatomegalia, como la esteatosis, han sido observadas por
numerosos investigadores en ratones alimentados con una mezcla equimolecular ¢9,/11-
CLA + 110,c12-CLA (Andreoli y col., 2009; Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000) o con el
isomero individual ¢10,c12-CLA (Rasooly y col., 2007; Degrace y col., 2004; Clément y
col., 2002). Dichas alteraciones podrian estar relacionadas a la incorporacion de CLA en el
higado y a las modificaciones metabolicas que los mismos podrian producir, las cuales
muestran dependencia del tipo de grasa dietaria (Rasooly y col., 2007; Degrace y col.,

2004; Degrace y col., 2003, Kelley y col., 2009; Ide, 2005).

3.1.- Contenido y retencion de isomeros CLA en higado

El contenido de isomeros ¢9,t11-CLA y 10,c12-CLA en el higado depende del
nivel de ingesta de los mismos, del tiempo de tratamiento dietario, de la afinidad para su
incorporacion tisular, de la velocidad de secrecion del isomero esterificado a diferentes

lipidos y de la capacidad de oxidacion de los mismos. Dado que, la retencion de isomeros
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se estandarizd por el porcentaje presente en la dieta, que el tiempo de tratamiento ha sido
equivalente en todos los grupos y que la secrecion del isémero #10,c12-CLA nunca fue
superior a la del ¢9,t111-CLA, claramente nuestros resultados, en los cuales se observa un
mayor contenido hepatico de ¢9,/11-CLA que de #10,c12-CLA, soportan los trabajos de
otros investigadores que mostraron una mayor capacidad de oxidacion del ¢10,c12-CLA
que del ¢9,111-CLA (Martin y col., 2000; Banni y col., 2004a). La velocidad de flujo de
AG a través de las vias de B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal, estd fundamentalmente
dada por la actividad de las enzimas CPT-Ia mitocondrial y acil Co-A oxidasa (ACO)
peroxisomal, respectivamente. Estudios cinéticos realizados por Martin y col. (2000) sobre
las enzimas hepaticas CPT-la y ACO con derivados CLA-CoA puros, mostraron una
canalizacion diferencial de los isomeros CLA a través de estos caminos oxidativos,
principalmente a nivel peroxisomal. Es conocido que la enzima CPT-la es capaz de
discriminar entre isomeros cis y trans (Ide y col., 1987), y entre sistemas de doble enlaces
conjugados y no conjugados (Martin y col., 2000), pero que no tiene la capacidad para
distinguir entre isdmeros posicionales de los CLA, por lo que ambos isémeros y sus
derivados CoA, serian tedricamente degradados de igual forma a través de la B-oxidacion
mitocondrial. De esta manera, la actividad CPT-la no explicaria la preferente acumulacion
del isémero ¢9,¢/11-CLA sobre la del #10,c12-CLA observada en los lipidos hepaticos,
pudiendo ser la misma explicada por una mayor capacidad de oxidacion peroxisomal del
t10,c¢12-CLA que del ¢9,¢11-CLA (Martin y col., 2000). Confirmando esta observacion, se
ha encontrado una mayor proporcion de los productos conjugados de 16 carbonos
provenientes de la B-oxidacion parcial del isémero ¢10,c12-CLA que del ¢9,t111-CLA en
los lipidos tisulares de ratas alimentadas con CLA (Banni y col. 2004b; Sébédio y col.,
2001). Ademas, a partir de evidencias encontradas para AGPI-CL n-3 (Madsen y col.
1998), es posible considerar que diferencias en la activacion de los isomeros CLA a sus
respectivos Acil-CoA, por la acil-CoA sintasa, podrian también explicar el contenido
diferencial de isomeros encontrados en los lipidos tisulares. Esta preferencia del isomero
t10,c12-CLA frente al ¢9,111-CLA para la oxidacioén, puede estar relacionada a la baja
tendencia del primero de seguir vias de elongacion y desaturacion para luego su
incorporacion a los lipidos hepaticos. Asi, el ¢9,/11-CLA posee un mayor grado de
conversion a dienos conjugados de 3 ¢ 4 insaturaciones y 20 4tomos de carbono que el
t10,c¢12-CLA, conduciendo a una mayor incorporacion en los lipidos polares (Banni y col.,

2001; Sebedio y col., 2001). Este mayor contenido de ¢9,111-CLA que de #10,c12-CLA
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encontrado en higado, ha sido también observado por Li y Watkins (1998) en suero, hueso,
médula 6sea y periostio de ratas alimentadas con una mezcla equimolecular de ¢9,/11-CLA
y t10,c12-CLA, y diferentes relaciones n-6/n-3, pero en inversa proporcion en otros tejidos
como bazo, musculo y corazon.

Li y Watkins (1998) ademas demostraron una clara dependencia de la
incorporacion de isomeros CLA en funcion de la relacion de AGI de la dieta, observando
una mayor incorporacion en los lipidos hepaticos de ¢9,/11-CLA + 9¢11¢c-CLA en
animales alimentados con dietas conteniendo aceite de arenque rico en AGPI-CL n-3 que
con dietas conteniendo aceite de cartamo. Mientras que el ¢10,c12-CLA, ademas de
presentar una menor incorporacion que el ¢9,t111-CLA, no mostrdé cambios en funcion de
las grasas dietarias empleadas. En nuestras experiencias, no es claro cual es el mecanismo
que justifica el menor nivel de isémeros en los animales alimentados con aceite de oliva
frente a los que recibieron aceite de maiz o de canola. En virtud que la cantidad secretada
de ambos isomeros en las VLDL fue la misma para los tres origenes de grasa dietaria, es
posible que modificaciones en la afinidad de incorporacion o velocidad de metabolizacion
estén presentes en funcion de las diferentes proporciones de AGI n-9, n-6 y n-3 en la dieta.

El nivel de incorporaciéon de los diferentes CLA, puede estar asociado a la
competencia por similitud estructural con otros AGIL. Los CLA mayoritarios en la dieta
poseen un doble enlace cis y otro trans, y este ultimo posee una disposicion espacial muy
semejante al enlace simple, por lo cual el conjugado cis-trans o trans-cis podria
comportarse estructuralmente como un AGMI cis. En este sentido, el ¢9,/11-CLA
espacialmente guarda una cierta similitud con el 4cido oleico, por lo que, animales
alimentados con aceite de oliva que presentaron el mayor incremento de 4cido oleico en
sus lipidos hepaticos, podrian reducir la incorporacion de ¢9,¢/11-CLA. Este efecto se
observo cuando se proporciond la mezcla equimolecular de isdémeros, pero no cuando se
suministrd la dieta enriquecida con acido ruménico. Por otro lado, el metabolismo de los
CLA, puede estar afectado por el grado de activacion de las enzimas oxidativas y/o de la
biosintesis de AGPI-CL que se generen en un entorno afectado por las proporciones
relativas de AGI n-9, n-6 y n-3. En ratas Wistar alimentadas durante 60 dias con dietas
conteniendo un 7% de distintos aceites comestibles (oliva, soja, uva y coco), se observo
una mayor tasa de P-oxidacion del palmitato, acompaiiado de un incremento en la
actividad de las enzimas oxidativas hepaticas en animales alimentados con aceite de oliva
(Hurtado de Catalfo y col., 2013). Esto, podria conducir a una mayor -oxidacion de CLA,

principalmente de 110,c12-CLA, y consecuentemente explicar los menores niveles de CLA
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que observamos en animales que recibieron aceite de oliva. Por otra parte, con respecto a
la biosintesis de AGPI-CL, la mayor actividad A5 y A6-desaturasa observada con el aceite
de oliva por Hurtado de Catalfo y col. (2013), conducirian a una mayor conversion de los
isomeros CLA a sus derivados conjugados, con la consecuente disminucion del contenido
de ¢9,/11-CLA y del #10,c12-CLA en los lipidos hepaticos. Esta tltima hipotesis, estaria en
concordancia con los resultados de nuestro trabajo, donde observamos un incremento en
las relaciones AA/AL y DHA/ALN en los ratones que consumieron aceite de oliva como

fuente de grasa dietaria.

3.2.- Niveles de triglicéridos, colesterol y fosfolipidos en higado

Los niveles de TG hepaticos no fueron afectados por el origen de grasa dietaria,
pero si incrementados por la suplementacion con Mix en los grupos M+Mix, y en mayor
grado en el O+Mix. Estos cambios estuvieron claramente relacionados con un
desequilibrio entre la lipogénesis/B-oxidacion que no fue compensado con una mayor
VSTG por el higado. Sin embargo, a diferencia de estos grupos la dieta C+Mix y la
suplementacion con AR en las dietas conteniendo cualquiera de los tres origenes de grasas
dietarias, a través de un aumento de la VSTG, evitd la acumulacion de TG en el higado. En
concordancia con nuestros resultados, la esteatosis hepatica observada en los ratones
alimentados con las dietas O+Mix y M+Mix, ha sido atribuida al isémero ¢10,c12-CLA, el
cual genera alteraciones hepaticas con manifestaciones comunes a las observadas en el
higado graso no alcohodlico (Vyas y col., 2012; Clément y col., 2002; Poirier y col., 2005).
Este efecto diferencial del #10,c12-CLA y del ¢9,¢111-CLA, explicaria la falta de esteatosis
hepética observada en los animales alimentados con AR, la cual ha sido también reportada
por otros autores (Clément y col., 2002; Degrace y col., 2004; Macarulla y col., 2005).

Takahashi y col. (2003), en ratones ICR y C57BL/6J macho alimentados durante 21
dias con una dieta conteniendo 1% de mixCLA y 14% de grasa dietaria, como Ferramosca
y col. (2006) en ratones ICR macho alimentados durante un periodo de 2 a 16 semanas con
una dieta conteniendo 1% de mixCLA y 10% de grasa dietaria, también observaron un
incremento en el contenido de TG hepatico asociado a una elevada lipogénesis. No
obstante, mientras que los primeros encontraron un incremento de FL y Col, Ferramosca y
col. (2006) no observaron dichas alteraciones en el contenido de estos componentes

lipidicos. Sorprendentemente, en nuestras experiencias, la suplementacion con Mix, como
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también con AR, a las dietas conteniendo aceite de oliva y de canola, provocaron un
aumento en los niveles hepaticos de colesterol. Este incremento pudo haber sido debido a
la conjuncion de al menos 2 factores. Por un lado, Li y col. (2012) observaron que, tanto el
t10,c12-CLA como el mixCLA, incrementaron la cetogénesis a través de un aumento en la
expresion génica de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA sintasa (HMG-CoA sintasa), y por
otro lado, ha sido demostrado que el acido oleico (presente en un 55,2 y 61,1 % en los
aceites de oliva y canola, respectivamente) es un potente estimulador de la actividad de la
enzima HMG-CoA reductasa (Salam y col., 1989). Estas explicaciones, no descartan que
otros potenciales mecanismos, entre ellos los mediados por el SREBP-1 y SREBP-2, que
son inducidos por el #10,c12-CLA, puedan estar involucrados (Ringseis y col. 2006).
Ademas, es posible postular que, el ¢9,/11-CLA actue potenciando el efecto del oleico
sobre la enzima HMG-CoA reductasa dado la similitud estructural con el acido oleico, y
debido a que éste isomero no pareciera incrementar la cetogénesis, ni actuar como fuerte
activador de los SREBP.

En concordancia con Ferramosca y col. (2006) y en disidencia con Takahashi y col.
(2003), la suplementacion con Mix no incrementd los niveles de FL hepaticos. De igual
forma, el AR no increment6 el contenido de FL en ninguna de las fuentes de grasas
dietarias. S6lo disponemos de los resultados referenciados en el presente trabajo para su
analisis y discusion, mientras que no existe en la bibliografia estudios que puedan explicar

bioquimicamente las alteraciones en este parametro.

3.3.- Lipogénesis y B-oxidacion de acidos grasos en higado

El origen de grasa dietaria no tuvo influencia diferencial sobre la actividad de las
enzimas lipogénicas evaluadas, no obstante el aceite de canola presentd una mayor
actividad CPT-Ia, lo cual podria asociarse con una mayor [-oxidacion mitocondrial. En
cambio, en todos los animales alimentados con Mix o con AR, se observo una estimulacion
en las actividades de las enzimas lipogénicas FAS y EM, sin cambios en la actividad CPT-
Ia (a excepcion de un aumento en el grupo M+AR). Numerosos autores (Tsuboyama-
Kasaoka y col., 2000; Clément y col., 2002; Takahashi y col., 2003, Ferramosca y col.,
2006; Degrace y col., 2004) han observado en higado de ratones alteraciones en la tasa de

lipogénesis y/o P-oxidacion inducidas tanto por el mixCLA, como por el isémero
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individual #10,c12-CLA. Sin embargo, a diferencia de lo encontrado en nuestro trabajo por
la suplementacion con AR, la mayoria de los estudios realizados en modelos animales, no
mostraron incremento en la actividad y/o expresion de las enzimas lipogénicas hepaticas
por la suplementacion con dicho isomero (Clément y col., 2002; Faulconnier y col., 2004).

Las alteraciones provocadas por el mixCLA, sobre la expresion y actividad de
enzimas claves de la lipogénesis hepdatica, pueden ser explicadas por la consiguiente
induccion por el £10,c12-CLA de los factores de transcripcion SREBP-1 y PPAR-y (Poirier
y col., 2005; Clément y col., 2002), como asi también, por el marcado incremento en los
niveles de insulina circulante inducidos por dicho isémero. Por lo tanto, segin Clément y
col. (2002), la esteatosis hepatica inducida por el £10,c12-CLA, pero no por el ¢9,/11-CLA,
especificamente en ratones, es secundaria a la hiperinsulinemia, lo que provoca un
aumento de la captacion y sintesis de AG. El incremento en la actividad de las enzimas
lipogénicas hepaticas en los grupos suplementados con AR, podria involucrar mecanismos
diferentes a la induccion de los factores de transcripcidon anteriormente mencionados, ya
que a pesar de que Belury y col. (2002) reportaron que el isomero ¢9,111-CLA es un
potente activador del PPAR-y in vitro, Clément y col. 2002 no observaron cambios en la
expresion de dicho factor de transcripcion por el ¢9,¢111-CLA in vivo. Ademds, numerosos
trabajos con ratones, demostraron que los isdmeros individuales de los CLA presentan un
efecto opuesto sobre la expresion SREBP-1, siendo la misma estimulada por el ¢10,c12-
CLA y reprimida por el ¢9,/11-CLA (Clément y col., 2002; Roche y col., 2002).

La ausencia de cambios en la actividad de la enzima CPT-Ia en el higado de ratones
alimentados con dietas suplementadas con Mix, concuerda con los resultados de Park y
col. (1997) en ratones ICR macho alimentados con 0,5% de CLA y 5,5% de grasa dietaria;
mientras que, los resultados hallados en la actividad CPT-Ia en los grupos O+AR y C+AR,
concuerdan con aquellos estudios en ratones (Degrace y col., 2004), ratas (Akahoshi y col.,
2003) y hamsters (Macarulla y col., 2005) alimentados con dietas suplementadas con
c9,t11-CLA. No obstante, ciertos resultados contradictorios se encuentran en la
bibliografia. Asi, en ratones alimentados con 1% de mezcla equimolecular de CLA
(Takahashi y col., 2003), de #110,c12-CLA o ¢9,/11-CLA (Degrace y col., 2004), se observo
una mayor actividad y expresion de la enzima CPT-I mitocondrial. Estos tltimos autores
no pueden explicar los mayores niveles de CPT-I asociados al incremento de su potente
inhibidor intracelular, malonil-CoA. Por otro lado, la actividad de la enzima CPT-I, es
modulada por factores de transcripcion, que también son influenciados por los CLA. En

este sentido, tanto el isomero ¢9,/11-CLA, como el ¢10,c12-CLA, son ligandos de los

Maria Victoria Scalerandi 129



Discusion

PPAR-a (Clément y col., 2002; Moya-Camarena y col., 1999), a través de los cuales, los
CLA han mostrado, tanto in vitro como in vivo, no solo incrementar la expresion de las
enzimas CPT-I y CPT-II, sino también del citocromo P450A1, la enzima ACO y la
proteina de union de acidos grasos hepatica (LFABP) (Moya-Camarena y col., 1999;
Warren y col., 2003, Takahashi y col., 2003). Como se mencionara anteriormente, estos
mecanismos no explican los resultados de los grupos suplementados con Mix o de los
grupos O+AR y C+AR; no obstante, permiten interpretar el incremento diferencial en la
actividad CPT-Ia observado en el grupo M+AR. En este grupo podria existir un efecto
sinérgico a nivel hepatico, dado por el elevado contenido de AGPI (XAGPL: M+AR:
39.30% > C+AR: 25.96% > O+AR: 19.18%) y de ¢9,t11-CLA, principal isomero CLA
activador del PPAR-a (Ren y col., 1997; Moya-Camarena y col., 1999).

Ademas de la regulacion de la lipogénesis y/o P-oxidacion por las enzimas
discutidas anteriormente, los cambios en estas vias metabolicas pueden estar asociados a
alteraciones en la composicion de AG tisulares, la cual puede ser modificada por el origen
de grasa dietaria, como por el tipo de CLA considerado. Asi, el perfil de AG tisular puede
reflejar el estado metabdlico influenciado por la ingesta de AG. En este sentido, las
relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0, que reflejan el flujo a través de la enzima SCD-1, han
mostrado un incremento significativo en los animales alimentados con aceite de oliva, y
estuvieron particularmente exacerbadas en el grupo O+Mix, mostrando una correlacion
directa con los considerablemente elevados niveles de TG hepaticos observados en este
grupo. En concordancia con otros autores, estos resultados demuestran un aumento de la
sintesis de novo de AG por el aceite de oliva (Hurtado de Catalfo y col., 2013; Ferramosca
y col., 2008, Ntambi, 1999), y un efecto potenciador del mismo por el mixCLA (Peters y
col., 2001). Ademas del incremento del flujo a través de la enzima SCD-1, distintos autores
han demostrado un incremento en la expresion génica de dicha enzima en ratones
alimentados con mixCLA (Peters y col., 2001) o con ¢10,c12-CLA (Li y col., 2012;
Guillén y col., 2009). No obstante, en contraposicion con nuestros resultados y con
aquellos discutidos de otros autores, diferentes trabajos no observaron cambios o
encontraron una disminucion en las relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0 en el higado de
ratones (Javadi y col., 2004b, Lee y col., 1998) y ratas (Kostogrys y Pisulewski, 2010a)
que consumieron la mezcla equimolecular de CLA. Al mismo tiempo, diversos estudios in
vivo e in vitro, indicaron que el ¢10,c12-CLA inhibi¢ la expresion y actividad de la enzima

SCD-1 hepética (Lee y col., 1998; Park y col., 2000; Bretillon y col., 1999; Eder y col.,
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2002). Finalmente, reforzando la importancia de la enzima SCD-1 hepdtica en la
lipogénesis, es dable destacar que las relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0 fueron normales en
animales alimentados con AR, los cuales no presentaron esteatosis hepatica. Estos
resultados concuerdan con los de otros autores, los cuales no observaron cambios en la
actividad SCD-1, ni en las relaciones: 16:1/16:0 y 18:1/18:0, por el isémero ¢9,t11-CLA en
cultivos de células hepaticas (Choi y col., 2001; Lee y col., 1998; Park y col., 2000).

3.4.- Biosintesis de AGPI-CL en higado

El contenido hepatico de AL, ALN y de los AGPI-CL derivados de los mismos,
guard6 una relacion directa con los niveles dietarios de las respectivas familias de AGI. La
biosintesis hepatica de AGPI de la serie n-6 y n-3, expresada por la relacion AA/AL y
DHA/ALN, respectivamente, fue en el orden O > M > C. Estos resultados concuerdan con
los de Hurtado de Catalfo y col. (2013), quienes encontraron una mayor actividad y
expresion de las enzimas hepéticas AS y A6—desaturasa, en ratas alimentadas con aceite de
oliva, en comparacion con aquellas alimentadas con aceites ricos en AL y ALN.

La suplementacion con Mix y con AR a cada una de las tres grasas dietarias,
disminuyo las relaciones AA/AL y GLA/AL, mostrando una inhibicion de la biosintesis de
AGPI n-6 y, especificamente, de la enzima A6-desaturasa hepatica, sin denotar cambios en
el flujo de AG a través de la enzima AS5-desaturasa (relacion AA/DGLA). Es importante
destacar que, pese a que la inhibicion de la biosintesis de AGPI-CL n-6 por ambas fuentes
de CLA alcanzo6 la misma magnitud, el contenido final de AA en los lipidos hepaticos fue
menor en los grupos suplementados con Mix que en aquellos suplementados con AR.
Respecto a la familia n-3, en los animales alimentados con aceite de oliva y de canola, la
suplementacion con Mix y con AR redujo la biosintesis de sus AGPI-CL n-3 expresada por
la relacion DHA/ALN. Especificamente, podemos inferir que la inhibicion de la
conversion de ALN a AGPI-CL en los grupos C+Mix y C+AR, ha sido debida a un
bloqueo en la biosintesis de EPA (-50% en relacion EPA/ALN), la cual podria estar
asociada a una reduccion de la enzima A6-desaturasa. Asi, los resultados sobre ambas
familias de AG, concuerdan con la mayoria de los trabajos bibliograficos disponibles, los
cuales muestran una reduccion de la biosintesis de AGPI-CL y una inhibicion de la AS y

A6-desaturasa, tanto por el mixCLA (Javadi y col., 2004b), como por los isémeros
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individuales #10,c12-CLA y ¢9,t11-CLA (Bretillon y col., 1999; Eder y col., 2002). Los
resultados de Belury y Kempa-Steczko (1997), mostrando en higado de ratones una similar
conversion enzimatica del '*C-CLA y del "*C-AL a productos de 18:3 carbonos, sin excluir
una inhibicién de la A6-desaturasa, permiten postular que la reduccion de la formacion de
AA podria también ser debido a una competencia de sustratos, lo cual conduciria a la
formacion de derivados conjugados de cadena larga que podrian dar eicosanoides con
propiedades muy diferentes a los generados a partir del AA. Otra evidencia que soportaria
una competencia de sustratos en la formacion de AGPI-CL, podria estar sustentada por el
trabajo de Takahashi y col. (2003), quienes observaron inesperadamente un aumento de la
expresion de las enzimas A5 y A6-desaturasa en higado de ratones alimentados con
mixCLA. La relacion de los AG dietarios pareciera ejercer un rol muy importante sobre el
efecto inhibitorio ejercido por los CLA en la biosintesis de AGPI-CL. Asi, los resultados
de Eder y col. (2002) en células HepG2 que demostraron que el #10,c12-CLA inhibi6 la
desaturacion del ALN en un medio rico en dicho AG, pero no en un medio desprovisto de
ALN, se encuentran en concordancia con nuestros resultados, en los cuales observamos
que el Mix inhibi0 la biosintesis de AGPI-CL n-3 en las dietas C+Mix, pero no en M+Mix.

Nuestros resultados, junto con los de otros autores (Bretillon y col., 1999; Javadi y
col., 2004b) sugieren que la modulaciéon por los CLA dietarios de la actividad A6-
desaturasa y la reduccion en el contenido de AA, resultaria en una disminucion global de
los eicosanoides derivados del mismo. Asi, la suplementacion con ambos CLA, pero
principalmente el Mix, a través de la reduccion de la biosintesis de AA, disminuirian la
formacion de prostaglandina E, (PGE,) la cual estd inversamente relacionada con la
esteatosis hepatica (Nakanishi y col., 2004). Es importante destacar el marcado descenso
de los niveles de AA en el grupo O+Mix, los cuales se asociaron a un notable incremento
de TG hepaticos. Asimismo una acentuada reduccion de AA fue observada en el grupo
C+Mix, donde la esteatosis no ha sido evidenciada, pero en este grupo los niveles de EPA
y DHA, han superado altamente los alcanzados en el grupo O+Mix (+1500% y +530%,
respectivamente). Es dable recordar que bajos niveles de AGPI-CL n-3 pueden ser un
factor lipogénico que conduzca a incrementar la acumulacion de lipidos hepaticos por
favorecer los depositos de TG en lugar de acrecentar su oxidacion (Matsuzaka y col., 2002;
Yoshikawa y col., 2002); asimismo altos niveles de AGPI-CL n-3 ejercen un efecto
opuesto.

Llamativamente, la inhibicion de la biosintesis de AGPI-CL por la A6-desaturasa,

puede canalizar los sustratos AL y ALN a productos de elongacion previos a la
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desaturacion, conduciendo a la formacion de los AG: 11¢,14¢-20:2 y 11¢,14¢,17¢-20:3, los
cuales mostraron niveles elevados en los animales alimentados con aceite de maiz y de
canola suplementados con Mix y AR. Estos productos formados pueden generar

compuestos cuyas acciones, al menos a nuestro conocimiento, son desconocidas.

3.5.- Velocidad de secrecion de triglicéridos hepaticos

Los niveles normales de TG en higado fueron paralelos a la normal velocidad de
secrecion hepatica de TG-pre-f-lipoproteinas en los grupos que recibieron los tres tipos de
grasas dietarias sin suplementar con CLA. En cambio, esta correspondencia no fue
observada con la suplementacion con CLA, y una dependencia con el origen de grasa
dietaria se denotd en la suplementacion con Mix. Asi, integrando estos resultados con
aquellos previamente discutidos, podemos observar una respuesta diferencial del Mix en
funcion del origen de grasa dietaria, en la que especificamente la incrementada lipogénesis
inducida por el Mix, en el grupo C+Mix, pero no en los grupos O+Mix y M+Mix, fue
compensada por una elevada secrecion de TG-VLDL que previno la esteatosis hepatica. La
normal VSTG observada en el grupo M+Mix, también fue reportada por nuestro grupo
(Andreoli y col.,, 2009) en ratones CF1 alimentados con una dieta hiperlipémica
conteniendo 17% de aceite de maiz y 3% de Mix. La mayor VSTG encontrada en el grupo
C+Mizx, concuerda con los resultados de Degrace y col. (2003), quienes observaron que en
ratones C57BL/6j alimentados durante 4 semanas con una dieta rica en ALN suplementada
con t10,c12-CLA, la secrecion de TG estuvo incrementada; sin embargo, a diferencia de
nuestro trabajo, el incremento de la VSTG fue insuficiente para evitar la esteatosis
hepatica. La posible explicacion del aumento de la VSTG, tanto en el grupo C+Mix, como
en el trabajo dirigido por de Degrace y col. (2003), puede radicar en la fuente de grasa
dietaria rica en ALN, que conduce a una menor relacion AGPI-CL n-6/n-3 en los lipidos
hepaticos. Asi, en nuestra experiencia, la relacion AA/DHA fue significativamente
reducida en la dieta conteniendo aceite de canola suplementada con Mix (AA/DHA;
O+Mix: 3,2; M+Mix: 4,2 y C+Mix: 0,6); y es conocido que una relacion AA/DHA elevada
se presenta en la enfermedad del higado graso, la cual favorece la sintesis de lipidos sobre
la oxidacion y secrecion, conduciendo a la acumulacion hepdtica de lipidos (El-Brady y
col., 2007; Vyas y col., 2012). Entre los mecanismos involucrados, podemos reconocer que

los AGPI-CL n-3 regulan positivamente la expresion de los PPAR-a, favoreciendo la

Maria Victoria Scalerandi 133



Discusion

expresion de la proteina LFABP y la secreciéon de apolipoproteina B-100 (apo B-100)
(Linden y col., 2002; Carlssony col., 2001). Cabe consignar que la apo B-100 es un
componente clave de la particula de VLDL, cuya nivel de sintesis en el reticulo
endoplasmatico rugoso controla la tasa global de produccion de VLDL (Li y col., 2012).

A diferencia de lo observado con los grupos O+Mix y M+Mix, pero en similitud
con el grupo C+Mix, el incremento de la VSTG hepatica por la suplementacion con AR a
las tres grasas dietarias, evitd la acumulacion de TG en el higado. No obstante, mientras
que el aumento de la VSTG en el grupo C+Mix pudo haberse debido a una baja relacion de
AGPI-CL n-6/n-3 en los lipidos hepaticos, la mayor secrecion de TG en los animales
alimentados con AR pareciera deberse a un efecto especifico del alto contenido de ¢9,¢11-
CLA. Asi, en linea con nuestros resultados, Lin y col. (2001a) en células HepG2,
observaron que el isomero ¢9,t11-CLA es un estimulador mas potente de la secrecion de
apo B-100 y TG que el #10,c12-CLA. Este efecto del ¢9,111-CLA sobre la secrecion de
TG-VLDL hepética, puede estar relacionado a la activacion del PPAR-a en higado, ya que
estudios in vitro, han demostrado que el isomero ¢9,t11-CLA parece ser mas eficiente que
el 110,c12-CLA en la activacion de dicho factor de transcripcion (Moya-Camarena y col.,
1999; Clement y col., 2002), conduciendo a una mayor activacion de LFABP (Clement y
col., 2002).

Si bien es conocido que la longitud de la cadena acilica, el nimero de
insaturaciones y la isomeria de los AG tienen un profundo impacto sobre el ensamble y
secrecion de las particulas de TG-VLDL formadas, tanto a partir de los AG disponibles
desde depositos como de aquellos derivados de la sintesis de novo (Sundaram y Yao,
2010), pareciera evidente a partir de nuestros resultados que, en términos generales, los
patrones de cambios de los AG secretados son semejantes a aquellos observados en el

higado.

3.6.- Grado de lipoperoxidacion e histologia hepatica

El estado oxidativo y las alteraciones histologicas observadas en el higado de los
animales de experimentacion, mostraron una dependencia del origen de grasa dietaria y de
la fuente de CLA suplementada. No obstante, no es posible sustentar que los dafios
histolégicos, cuando estuvieron presentes, se relacionaron a un deterioro significativo en el

estado lipoperoxidativo.
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En ausencia de CLA, los higados de los ratones alimentados con dietas conteniendo
diferentes origenes de grasa, si bien no mostraron alteraciones en el tamafio, ni en el
contenido de lipidos, presentaron diferencias en parametros indicadores de
lipoperoxidacion y en su histologia. Los animales de los grupos M y C mostraron, frente al
grupo O, un mayor grado de LPO hepatica, en concordancia con los resultados de otros
investigadores (Hurtado de Catalfo y col., 2013; Bello y col., 2006; Maziére y col., 1999).
Debido a que los AGMI, junto con los AGS, a diferencia de los AGPIL, no son sustratos
preferenciales para la generacion de especies reactivas al oxigeno, una disminucion en el
contenido de grasa poliinsaturada, explicaria la menor LPO presente en el grupo O
(Hurtado de Catalfo y col., 2013). Asimismo, este efecto se asocid a una reducida actividad
CAT en los grupos M y C, que no fue compensada por el incremento de los niveles de
GSH. Una consideracion a tener en cuenta, es que el aceite de oliva, ademés de ser rico en
AGMI, posee compuestos polifendlicos que exhiben fuertes propiedades antioxidantes y
que, por lo tanto, podrian contribuir al menor grado de LPO observado en este grupo
(O’Dowd y col., 2004; Di Benedetto y col., 2007). Mientras que, los higados de los
animales de los grupos O y C exhibieron una histologia compatible con un patrén normal,
los higados del grupo M mostraron ciertas alteraciones morfoldgicas, acompanadas de
células apoptoticas, focos inflamatorios e infiltrado leucocitario. Estas observaciones estan
en concordancia con los trabajos de Baumgardner y col. (2008) y Ronis y col. (2013),
quienes observaron que ratas alimentadas mediante nutricion enteral con aceite de maiz,
presentaron, en una manera dosis-dependiente, un desarrollo progresivo de acumulacion de
lipidos hepaticos, infiltracion de macrofagos, estrés oxidativo, acompafiado de alteraciones
en la expresion de marcadores inflamatorios, como el TNF-a.. Los efectos inflamatorios en
el grupo M, podrian estar asociados también, al incremento en el contenido de AL y AA
presente en los lipidos hepaticos. El incremento en el contenido de dichos AG, favorece la
produccion de eicosanoides proinflamatorios, contribuyendo al desarrollo de
esteatohepatitis (Bagga y col.,, 2003), y justificando de esta manera las diferencias
observadas en nuestras experiencias con los animales alimentados con aceite de oliva y de
canola.

La suplementacion con Mix a las diferentes grasas dietarias, en nuestro modelo
experimental, y en el de otros investigadores también con ratones (Tsuboyama-Kasaoka y
col., 2000; DeLany y col.,, 1999), produjo hepatomegalia y alteraciones hepaticas
microanatdmicas como tumefaccion citoplasmatica, microvacuolas lipidicas, células

apoptoticas y proceso inflamatorio, las cuales son caracteristicas de los higados de

Maria Victoria Scalerandi 135



Discusion

pacientes con enfermedad del higado graso no alcéholico (NAFLD) (Anderson y Borlak,
2008). No obstante, la magnitud de dichas alteraciones y los cambios en el estado
lipoperoxidativo, dependieron de la fuente de grasa dietaria utilizada.

Asi, pese a la exacerbada acumulacion de TG hepaticos con presencia de
microvacuolas lipidicas e infiltrado leucocitario en el grupo O+Mix, las manifestaciones
producto de procesos inflamatorios, fueron menores que en aquellos animales que
consumieron Mix suplementado a fuentes de AG mads insaturados. Este efecto, pudo estar
relacionado al menor contenido de AA vy, por lo tanto, de sus derivados eicosanoides
proinflamatorios. Asi también, pudo asociarse a un cierto efecto protector observado por
los CLA en el balance entre los sistemas prooxidantes/antioxidantes celulares del grupo
O+Mix, debido al bajo grado de insaturacion de los AG dietarios que son incorporados en
el tejido, a la reduccion en el contenido de AGPI y al incremento de los niveles de GSH.
Estos resultados estan en conformidad con los reportados por estudios previos de nuestro
laboratorio (Andreoli y col., 2009) y de otros investigadores (Arab y col., 2006).

La suplementacion con Mix en los animales alimentados con aceite de maiz, causo
una acumulacién de lipidos hepaticos sin desequilibrios en el estado lipoperoxidativo. No
obstante, comparativamente con el grupo O+Mix, la menor presencia de microvacuolas
lipidicas pudo estar relacionada a la reducida lipogénesis reflejada por las actividades de
las enzimas FAS, EM y SCD-1. En este sentido, ha sido demostrado que otros AG de la
familia n-6, como el GLA (Nakanishi y col., 2004) y el AA (Oikawa y col., 2009),
previnieron la acumulacion de TG hepéticos observada en ratones alimentados con mezcla
equimolecular de CLA, a través de un incremento en los niveles de PGE, v,
probablemente, de otros prostanoides. Si bien las relaciones de AA/AL y GLA/AL fueron
reducidas por la adicion de Mix, los niveles de todos estos AG de la familia n-6 estan muy
incrementados por las dietas con aceite de maiz, y podrian potenciar la formacion de PGE,
y de otros eicosanoides derivados del AA. Esto también se puede asociar al notable grado
inflamatorio a nivel hepatico que se observa en este grupo, ya que otros marcadores
proinflamatorios que son inducidos por el AL (Ej: Tromboxano A;, Leucotrieno B4) (El-
Badry y col., 2007) estarian presentes en cantidades importantes, y serian los causales de la
exacerbacion por los CLA, del grado de degeneracion del hepatocito, tumefaccion
citoplasmaética, apoptosis e inflamacion observadas histologicamente.

En el grupo C+Mix se observo que, la ausencia de alteraciones en los niveles de TG
hepaticos, fueron asociadas a un menor grado proinflamatorio tisular presente en los cortes

histologicos. Estos resultados estdn en acuerdo con otros trabajos que emplearon diferentes
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fuentes de AG de la familia n-3, como aceites de pescado (Ide, 2005), aceite de lino
(Kelley y col., 2009) o DHA aislado (Yanagita y col., 2005; Fedor y col., 2012),
observando prevencion del higado graso y menor daiio hepatico. En nuestros estudios este
efecto protector de los AGPI n-3 no estuvo asociado a cambios en el estado
lipoperoxidativo hepatico, y podrian ser una consecuencia de la mayor produccion de
mediadores lipidicos antiinflamatorios derivados de los mismos (Bagga y col., 2003). Estos
resultados no descartan que, los altos niveles de acido oleico presente en el aceite canola,
podrian también ser responsables del menor deterioro histologico hepatico.

La suplementacion con AR provocd menor grado de alteracion histoldgica en el
higado que las observadas por la suplementaciéon con Mix. Ademas, al igual que estos
ultimos, dependieron del origen de grasa dietaria. Asi, los higados de animales alimentados
con dieta C+AR, presentaron estructuras histologicas mas conservadas, mientras que los
animales del grupo M+AR, fueron los que evidenciaron mayor tumefaccion citoplasmatica
y proceso inflamatorio hepatico. Este efecto puede ser debido, entre otros, a la ausencia de
esteatosis hepatica y al particular rol antiinflamatorio del isomero ¢9,/11-CLA.
Especificamente, de Roos y col. (2005) en ratones, observaron que el isomero ¢9,111-CLA,
pero no el #10,c12-CLA, indujo un incremento en la expresion hepatica de la proteina
antiinflamatoria hsp 70 y una disminucion en la expresion del factor inhibidor de la
migraciéon de macréfagos. Ademas, a pesar de que la LPO hepatica solo fue reducida
significativamente en el grupo M+AR, siempre se observod un efecto preventivo de la
misma por la suplementacion con AR. Este efecto protector sobre la LPO, podria estar
relacionado al incremento en el contenido de GSH, que alcanz6 niveles considerables en el
grupo O+AR, el cual ha sido también observado por otros autores in vitro (Arab y col.,
2006). Resultados semejantes, fueron obtenidos in vivo (Choi y col.,, 2007) en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa (23% de grasa) suplementada con 1% de una
mezcla rica en ¢9,111-CLA, similar a la utilizada en nuestra experiencia, mostrando una
reduccion en la produccion hepatica de MDA y un incremento en los niveles de GSH,
como en las actividades de enzimas antioxidantes mitocondriales. Todo este cuadro
metabolico e histologico, tanto con la suplementacion con Mix, como con AR, pareciera
haber sido insuficiente para inducir un incremento en los niveles de las enzimas

marcadoras de dafio hepatico: AST, ALT y FA.

Los notables efectos descriptos a nivel hepatico de la grasa dietaria y la

suplementacion con CLA, al menos a nuestro conocimiento, no han sido reportados en
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humanos. No obstante, estos efectos no se circunscriben Unicamente al raton. En este
sentido, otros modelos animales, en funcion de diferentes variables han permitido reportar
efectos deletéreos sobre el higado. Asi, por ejemplo Navarro y col. (2009), Macarulla y
col. (2005), y Deckere y col. (1999) mostraron que hamsters alimentados con dietas
suplementadas con mixCLA o ¢10,c12-CLA, desarrollaron hipertrofia de higado en
ausencia de esteatosis. Ademds de las diferencias observadas por las distintas especies
animales, también se ha reportado una respuesta diferencial en funcion del estado
fisiopatolégico del animal (Andreoli y col., 2007; Kostogrys y col., 2010b; Wang y col.,
2003).

4.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE EL TEJIDO ADIPOSO Y SU REGULACION

Los profundos cambios observados en la retencidén de grasa corporal, tuvieron un
correlato con alteraciones en los depositos de grasas corporales. En este trabajo se escogid
el tejido adiposo epididimal para el estudio de la movilizacion de grasa, dado que el
mismo, representa uno de los mayores depositos de tejido adiposo blanco en roedores, y
que los mismos pueden ser modulados por los tratamientos dietarios. El tejido adiposo
blanco, es ampliamente reconocido en la actualidad, no s6lo como un tejido de deposito de
energia, sino también, como un regulador clave de los mecanismos metabdlicos
homeostaticos del organismo (Wronska y Kmiec, 2012).

En ausencia de CLA, los animales del grupo C fueron los que exhibieron mayor
deposito de grasa epididimal, y la suplementacion con ambas fuentes de CLA disminuy¢ el
peso del tejido adiposo epididimal independientemente de la grasa dietaria, siendo tal

disminucién mas acentuada con el Mix.

4.1.- Contenido y retencion de isomeros CLA en tejido adiposo epididimal

El contenido y retencion de isomeros CLA depende principalmente de la captacion
de los mismos desde circulaciéon y de sus velocidades relativas de metabolizacion,
mostrando en el tejido adiposo epididimal de ratones alimentados con Mix, un mayor

contenido de ¢9,t11-CLA que de #10,c12-CLA, asi como fuera observado en el higado. Los
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niveles diferenciales de ¢9,t111-CLA y #10,c12-CLA en tejido adiposo epididimal, también
han sido reportado por otros autores en tejido adiposo retroperitoneal de ratones (Kelley y
col., 2006) y, tanto epididimal como retroperitoneal de ratas (Martins y col., 2010). Esto,
podria estar relacionado a la mayor velocidad de oxidacion del #10,c12-CLA que del
c9,t11-CLA. Ademas, en la presente experiencia se observo que dichos niveles presentaron
una dependencia con el origen de grasa dietaria cuando la suplementacion fue con Mix,
pero no con AR. Asi, como se discutiera en higado, ambos isomeros CLA mostraron
menores niveles en el tejido adiposo epididimal en el grupo O+Mix versus M+Mix y
C+Mix. Pese a que existen trabajos (Martins y col., 2010; Hargrave y col., 2004) donde el
nivel de los isomeros en tejido adiposo varia segun la grasa dietaria, los resultados no son
concluyentes, y los autores no hacen ninguna interpretacion de los posibles mecanismos
involucrados. Asi, no existen estudios especificos para contrastar los resultados obtenidos
en el presente trabajo. No obstante, diferentes mecanismos a los propuestos en el higado,
es factible que estén presentes en el tejido adiposo, los cuales pueden estar relacionados a
las distintas funciones especificas, y principalmente al diferente estado metabolico de los
tejidos. En este sentido, mientras que bajo la suplementaciéon con mixCLA en el higado
prevalecen mecanismos de acumulacion de lipidos, en el tejido adiposo se encuentran

exacerbados procesos de reduccion de los mismos (Poirier y col., 2005).

4.2.- Peso del tejido adiposo epididimal

Como se discutiera anteriormente, los distintos origenes de grasa dietaria y la
suplementacion con CLA, tuvieron un impacto diferencial sobre los depdsitos de grasa
corporal, asociados a cambios en el peso del tejido adiposo epididimal. Asi, en animales
alimentados con aceite de canola sin suplementacion con CLA, se observd una inesperada
expansion del tejido adiposo epididimal, la cual podria ser explicada por la activacion de la
lipogénesis mediada por los factores de transcripcion SREBP-lc y PPAR-y. Esta
justificacion ha sido reportada por Sealls y col. (2008) en ratones alimentados con dietas
conteniendo altos niveles de ALN, pero no ha sido extensamente observada por otros
investigadores.

Las variaciones mas importantes en el tamafio del tejido adiposo epididimal, han
sido encontradas por la suplementacion con Mix. La exacerbada disminucion del tejido

adiposo epididimal producida por el Mix en nuestro modelo experimental con ratones,
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estuvo en acuerdo con los resultados observados por otros autores en la misma especie
(Parra y col., 2010; Hwang y Kang, 2007; West y col., 2000), y ha sido atribuida,
principalmente, al isémero ¢10,c12-CLA (Park y col.,, 1999, Hargrave y col., 2002;
Clément y col., 2002; Warren y col., 2003). Resultados disimiles han sido encontrados en
tejidos adiposos de diferentes localizaciones. Especificamente, West y col. (2000)
reportaron que, ratones AKR/J macho alimentados con 1% de la mezcla equimolecular de
CLA, redujeron el peso de los tejidos adiposos inguinal, epididimal y retroperitoneal,
mientras que los depositos de grasa mesentérica no fueron afectados. Tsubuyama-Kasaoka
y col. (2000), en ratones C57BL/6J hembra alimentados con la misma mezcla de CLA, y a
niveles semejantes, observaron que el tejido adiposo parametrial, fue menos sensible a la
accion del CLA que los otros tejidos adiposos blancos estudiados (renal, retroperitoneal,
subcutaneo).

En cambio, si bien la suplementacion con AR también produjo una reduccion en el
peso del tejido adiposo epididimal con los tres origenes de grasa dietaria, la magnitud de
dicho cambio fue significativamente menor que la observada en los animales alimentados
con Mix. Estos resultados, estan en acuerdo con los hallados por de Roos y col. (2005),
quienes ademas observaron que dicho isdémero también produjo una significativa reduccion
del peso del tejido adiposo marrén. Por otro lado, existen muchos reportes bibliograficos
controversiales acerca de este efecto y los mecanismos bioquimicos implicados no son
claros (Lopes y col., 2008; Hargrave y col., 2002; Warren y col., 2003; Clément y col.,
2002). También con la suplementacion con AR, una respuesta diferente ha sido observada
en funcion de la localizacion del tejido adiposo. En este sentido, en ratas alimentadas con
AR, se encontr6 un menor peso del tejido adiposo perirrenal, asociado con una
disminucién no significativa del tejido adiposo epididimal y un aumento del tejido adiposo

marrdn (Akahoshi y col., 2003).

4.3.- Captacion de TG por el tejido adiposo epididimal

En el tejido adiposo, la LPL es considerada una enzima clave para la diferenciacion
de los adipocitos, como asi también, juega un importante papel en la captacion y
almacenamiento de lipidos. La actividad de dicha enzima, en un tejido tan variable en su
tamafio como es el tejido adiposo, puede tener diferente interpretacion en funcion de su

modo de expresion. Asi, si el nimero de adipocitos permaneciera constante, y el mismo
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solo reduce o incrementa su tamafio por cambios en el contenido de lipidos, la actividad
LPL, expresada por oOrgano total, no se debiera ver modificada. Asi, tomando esta
modalidad de expresion, claramente podemos ver que, tanto el tipo de grasa dietaria, como
la suplementacion con CLA, modificaron la captacion de lipidos por el tejido adiposo
epididimal.

En ausencia de suplementacion con CLA, los animales alimentados con aceite de
canola, mostraron una mayor capacidad de captar lipidos de circulacién, que los animales
alimentados tanto, con aceite de oliva, como con aceite de maiz. Esto, estuvo
estrechamente relacionado, con la mayor expansion de dicho tejido discutida previamente,
y en general con la mayor acrecion de grasa corporal. En cambio, la suplementacion con
Mix, disminuy6 la actividad LPL. Este efecto, también fue observado por numerosos
investigadores, tanto en estudios en adipocitos aislados (Park y Pariza, 2001; Park y col.,
1997), como en estudios in vivo (Andreoli y col., 2009; Xu y col., 2003); y en estudios in
vitro, ha sido relacionado, al isomero #10,c12-CLA (Park y col., 1999; Lin y col., 2001b;
Park y col., 2004). Ademas, el mismo efecto sobre la actividad LPL, ha sido observado en
ratones alimentados con dietas hiperlipidémicas suplementadas con mixCLA (Andreoli y
col., 2009), como también en hamsters alimentados con una dieta aterogénica
suplementada con #10,c12-CLA (Zabala y col., 2006a). Estos cambios en las actividades
enzimaticas fueron, a su vez, asociados a una reduccion de la expresion de dicha enzima
(Zabala y col., 2006a; Liu y col., 2007).

En los ratones alimentados con M+AR y C+AR, un efecto menos marcado, pero
significativo, ha sido observado en la reduccion de la actividad LPL, el cual se
correlacion6 con la reduccion del peso de los tejidos epididimales. Escasa informacion
bibliografica existe respecto del efecto de la suplementacion con ¢9,111-CLA sobre la
actividad LPL, y en general, la misma es contradictoria. Asi por ejemplo, en paralelismo
con los resultados hallados en el presente trabajo, Lin y col. (2001b) demostraron en
adipocitos 3T3-L1, expuestos a ¢9,¢/11-CLA, una disminucion en la actividad LPL, siendo
esta inhibicién menos efectiva que la observada por el isémero ¢10,c12-CLA. No obstante
en contraposicion, estudios in vitro (Park y col., 1999), como in vivo (Faulconnier y col.,
2004), no han observado cambios en la actividad de dicha enzima por la suplementacion
con ¢9,t/11-CLA.

Si bien, en la mayoria de los grupos, se demostré una muy buena correlacion entre
la actividad de la enzima LPL y los cambios en el tamafio del tejido adiposo epididimal, no

podemos descartar la posibilidad de que otros mecanismos podrian estar presentes, dado
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que ademas, en el grupo O+AR, esta reduccion del tejido adiposo ocurrié acompanado de

una normal actividad enzimética.

4.4.- Lipogénesis en tejido adiposo epididimal

Si bien, a diferencia del higado, el tejido adiposo principalmente modula los
depositos de lipidos a través de la captacion y liberacion de AG, la actividad de enzimas
lipogénicas puede ser un factor que también contribuya, en forma importante, en la
capacidad de reserva en dicho tejido. Asi, como se discutiera en el item anterior, las
actividades de las enzimas lipogénicas expresadas por tejido total, reflejan la capacidad
integral del tejido para sintetizar AG.

La capacidad lipogénica, medida a través de las enzimas FAS, EM y G6PDH en
tejido adiposo epididimal, no fue modificada por el origen de grasa dietaria, pero mostro
una importante influencia por la suplementacion con AR. En los grupos suplementados con
Mix, la actividad normal de las enzimas lipogénicas, no logré6 compensar la menor
captacion de AG, pudiendo entre otros mecanismos, conducir a la reducida masa
epididimal. En cambio, los incrementos significativos de las enzimas FAS, EM y G6PDH
por la suplementacion con AR, pudieron haber compensado, al menos en parte, la reducida
captacion de AG generando una menor reduccion de dicho tejido.

Estudios de la capacidad lipogénica del tejido adiposo, han arrojado resultados de
los mas diversos en funciéon de la metodologia empleada, de la forma de expresar las
actividades enzimaticas y del tipo de tejido adiposo evaluado, entre otros factores. Asi, por
ejemplo, West y col. (2000) evaluando la biosintesis de novo de AG en tejido adiposo
total, pero no las actividades enziméticas, mostraron que la mezcla equimolecular de CLA
incrementd la capacidad de sintesis fraccional de TG. Estos mismos autores, cuando
calcularon la sintesis absoluta de TG, no hallaron diferencias entre los ratones tratados con
mixCLA y los controles, pese a una significativa reduccion de la grasa corporal.
Tsuboyama-Kasaoka y col. (2000) no encontraron cambios en la expresion de las enzimas
FAS y ACC en tejido adiposo blanco de ratones alimentados con mixCLA, mientras que
Kang y col. (2004) observaron que el #10,c12-CLA increment6 la expresion de la enzima
FAS en el tejido adiposo epididimal. Faulconnier y col. (2004) mostraron que, en ratas
adultas que no modificaron el peso del tejido adiposo, las actividades de las enzimas

lipogénicas, expresadas por tejido adiposo total, fueron diferentes en funcion de la fuente
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de CLA suplementada y del tejido adiposo analizado. En hamsters alimentados con dieta
aterogénica suplementada con diferentes dosis de ¢10,c12-CLA, Zabala y col. (2006a)
observaron una disminucion del peso del tejido adiposo epididimal, asociada a un aumento
en las actividades de las enzimas FAS, EM, G6PDH y ACC (expresadas por gramo de
dicho tejido), y a una disminucion en la expresion de ACC, FAS, SREBP-1a y SREBP-Ic.

Las vias de biosintesis de AGMI tienen continuidad metabdlica por la accion de las
enzimas SCD que se presentan bajo dos isoformas en el tejido adiposo. La actividad de las
mismas, evaluada como flujo de sustratos, puede ser reflejada por las relaciones 16:1/16:0
para la SCD-1 y 18:1/18:0 para la SCD-2 (Kim y Ntambi, 1999).

En ausencia de CLA, mientras que la relacion 18:1/18:0 no se vio afectada por el
origen de grasa dietaria, la relacion 16:1/16:0 fue ligeramente mayor en los animales
alimentados con aceite de oliva, que en aquellos con aceites de maiz o canola. Esta
diferencia, podria estar dada, por la presencia de alto contenido de AL y ALN en las dietas
M y C respectivamente, los cuales poseen un efecto represor de la actividad y expresion
génica de la enzima SCD-1 en diversos tejidos, entre ellos el tejido adiposo (Ntambi, 1999;
Jump y Clarke, 1994; Park y col., 2000).

La suplementacién con AR y con Mix, causo diferentes cambios en el flujo de
sustratos a través de la enzima SCD, los que han sido avalados en muchos trabajos, por
modificaciones tanto en la actividad, como en la expresion de dicha enzima. Ademas, el
efecto sobre la actividad y expresion de la enzima SCD-1, ha sido relacionado a las
posiciones de los dobles enlaces 110 y c12 vy, posiblemente, a la estructura conjugada (Lee
y col., 1998; Park y col., 2000; Bretillon y col., 1999). En este sentido, Choi y col. (2000)
en adipocitos 3T3-L1 incubados con ¢10,c12-CLA, observaron una disminucién en las
relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0, que atribuyeron a una reduccion en la actividad SCD-1.
En nuestras experiencias, la relacion 16:1/16:0 disminuyé significativamente por el Mix,
mientras que la relacion 18:1/18:0, aument6 en los animales alimentados con aceite de
oliva y canola suplementados con ambas fuentes de CLA. Ha sido postulado (Kim y
Ntambi, 1999) que, en el adipocito, la enzima SCD-1 podria estar regulada para producir
un alto flujo metabdlico de biosintesis de AG 16:1 para los depdsitos de lipidos, mientras
que la SCD-2 seria constitutivamente expresada para mantener el pool de 18:1 en los
depdsitos de lipidos y en las membranas celulares. Segun esta teoria, nuestro efecto
diferencial sobre las relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0 en el tejido adiposo epididimal de los
animales alimentados con Mix, podria ser explicado por un distintivo y selectivo impacto

sobre las isoformas de la enzima SCD. Esta posible explicacion de nuestros resultados, es
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avalada por el trabajo de Kang y col. (2004), en el cual se observo que, ratones
alimentados con #10,c12-CLA, presentaban una disminucion en la relacion 16:1/16:0 y un
incremento en la relacion 18:1/18:0, sugiriendo que el incremento en esta tltima relacion,
es debido a una mayor expresion del gen de SCD-2. Incrementos en la expresion de SCD-2
por el ¢10,c12-CLA, fueron también observados por otros autores, tanto in vivo (House y
col., 2005), como in vitro (Choi y col., 2000). No obstante, en los tejidos adiposos
epididimales de animales alimentados con aceite de maiz suplementados, tanto con Mix,
como con AR, se observd un comportamiento diferente en la relacion 18:1/18:0. De
acuerdo a resultados de diversos autores (Tebbey y Buttke, 1992; Jones y col., 1996;
Sessler y col., 1996), la ausencia de cambios por la suplementacion con ambas fuentes de
CLA en estos grupos, podria estar relacionada al efecto inhibitorio que poseen los AGPL y
en especial los AGPI n-6, sobre la expresion de las isoformas SCD-1 y SCD-2. Pese a que
en la bibliografia no hay datos que demuestren el efecto del AR sobre la actividad y/o
expresion de la enzima SCD-2, nuestros resultados indicarian que podria estar implicada
una accion semejante a la ejercida por el Mix. Estos datos, de un reducido flujo de
sustratos a través de la enzima SCD-1 inducido por el Mix, en conjuncién a un menor
contenido de 4cido miristico (14:0), el cual ha sido también observado por Hargrave-
Barnes y col. (2008), estarian indicando una menor sintesis de novo de AG en el tejido
adiposo epididimal.

Esta reduccion en la capacidad lipogénica inducida por ambos CLA, ha sido
también correlacionado con la inhibicidon de la produccion de AG adipogénicos, tales como
el AL y AA. Resultados semejantes, han sido observados en tejido adiposo retroperitoneal
de ratones alimentados con 0,5% de mixCLA (Hargrave y col., 2004), y en tejido adiposo
epididimal y mesentérico de ratones alimentados con 1% de #10,c12-CLA (House y col.,
2005). En general, hay muy pocos reportes bibliograficos que analizan el efecto del AR
sobre el perfil de AG en tejido adiposo; no obstante, al igual que con el Mix, el efecto
reductor observado en nuestras experiencias sobre los niveles de AG adipogénicos, podria
también contribuir a la comprension de la disminucion del tejido adiposo epididimal
observada en dichos animales. Asi, esta reduccion en el contenido de AG adipogénicos,
puede disminuir la esterificacion a TG, como también la conversion en fosfolipidos criticos
para el metabolismo celular, y/o la sintesis de segundos mensajeros lipidicos, tales como
prostaglandina J,. Cabe destacar que, esta prostaglandina, como sus derivados, pueden
regular la adipogénesis a través de su accion como ligando activador del PPAR-y (Reginato

y col., 1998).
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Ademas de los mecanismos inductores de la reduccion de depositos grasos
recientemente descriptos, otros autores han observado que los CLA tienen la capacidad de
disminuir el tejido adiposo por incremento del gasto energético, debido a una mayor
expresion de UCP2, aumento de la oxidacion de AG por un incremento en la actividad de
la enzima CPT-I, incremento de la lipolisis, inhibicién de los procesos de proliferacion y
diferenciacion de preadipocitos, y aumento de la apoptosis (Kennedy y col., 2010). La
complejidad de estos mecanismos que regulan los depdsitos grasos, podrian estar
relacionados, a su vez, a un incremento del TNF-a, y a una reduccion en la expresion de
PPAR-y y SREBP-Ic, y han sido mayoritariamente descriptas en ratones para el isomero

t10,c12-CLA como un "sindrome lipoatrofico" (Poirier y col., 2005).

En términos generales, los efectos de los CLA sobre el tejido adiposo humano, han
mostrado resultados menos consistentes. Existen estudios que observaron efectos
antiobesogénicos (Riserus y col., 2001; Nakamura y col., 2008; Blankson y col., 2000), no
obstante muchos otros no encontraron la misma accion (Zambell y col., 2000; Petridou y
col., 2003). Estas diferencias son atribuidas a diferentes disefios experimentales,
incluyendo las variables: 1) tipo de isomero CLA, 2) dosis y duraciéon de tratamiento y 3)
género, peso, edad y estado metabodlico de los sujetos estudiados. No obstante, en cultivos
de adipocitos y pre-adipocitos humanos, fueron reproducidos ciertos mecanismos

observados en modelos animales (Brown y col, 2003; Kennedy y col, 2008).

5.- EFECTO DEL ORIGEN DE GRASA DIETARIA Y DE LA FUENTE DE
ISOMERO CLA SOBRE LOS NIVELES DE TRIGLICERIDOS EN EL MUSCULO
GASTROCNEMIO Y SU REGULACION

Las alteraciones inducidas metabolicamente en los ratones por los CLA, los cuales
mostraron una dependencia con el origen de grasa dietaria, podrian conducir a alteraciones
en el contenido muscular de TG y en su modulacion. En este sentido, hay disponibles muy
escasos estudios en la bibliografia que investiguen el efecto de los CLA, y ninguno a
nuestro conocimiento, presenta la comparacion de ambos tipos de isomeros bajo diferentes
fuentes de grasa. Las grasas dietarias poliinsaturadas (M y C vs O) sin suplementacion con
CLA, mostraron una mayor capacidad de P-oxidacion mitocondrial, expresada por la

actividad CPT, sin alcanzar a afectar los niveles de TG tisulares. Este efecto, como se
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discutiera anteriormente en el higado, podria estar relacionado con la mayor capacidad
oxidativa inducida por los AGPL

Cambios mas significativos han sido producidos por los isomeros CLA. En este
sentido, los niveles de TG musculares, se redujeron por la suplementacion con Mix y
estuvieron asociados a una mayor capacidad de oxidacién, y no a una menor captacion por
la LPL muscular. Resultados semejantes sobre los niveles de TG musculares inducidos por
la alimentacién con mixCLA o con ¢10,c12-CLA, han sido observados en modelos
animales de dislipidemia (Andreoli y col., 2009; Zabala y col., 2006b) y en ratas obesas
Zucker (Henriksen y col., 2003). En el caso de los animales dislipémicos, los efectos
fueron, a su vez, vinculados a una disminucion de la actividad de la enzima LPL, junto con
un posible incremento en la B-oxidacion muscular. Al igual que nuestros resultados,
diferentes autores han observado un incremento en la actividad de la enzima oxidativa
CPT-Ib en el musculo esquelético de ratones (Park y col., 1997; Kim y col., 2012), ratas
(Rahman y col., 2001) y hamsters (Zabala y col., 2006b) alimentados con mixCLA o con
t10,c12-CLA. Este efecto estimulador de la actividad CPT-Ib muscular, podria estar
mediado por la activacion del PPAR-a, y por otros mecanismos adicionales que estimulen
la actividad de dicha enzima. Esto ultimo, es justificado por los resultados de Peters y col.
(2001), quienes en un modelo experimental de ratones deplecionados en el gen del PPAR-
a, hallaron que la expresion de la enzima CPT-I fue estimulada por el mixCLA en musculo
esquelético.

Un efecto muy diferente ha sido observado con el AR y fue dependiente del origen
de grasa dietaria. Asi, la suplementacion con AR, aumentd los depositos de TG musculares
en los grupos M+AR y C+AR, pero no en O+AR, y este aumento de grasa estuvo
correlacionado con una elevada actividad LPL muscular, sin cambios en la actividad de la
enzima CPT-Ib. Al menos a nuestro conocimiento, no existen trabajos que muestren el
efecto diferencial del ¢9,11-CLA sobre la actividad LPL muscular con diferentes grasas
dietarias. Por el contrario, respecto a la enzima CPT-Ib, Kim y col. (2012) no observaron
cambios en la expresion de dicha enzima en musculo esquelético de ratones alimentados
con ¢9,t11-CLA y sometidos a su vez a ejercicio fisico. Estos escasos datos bibliograficos
sobre los efectos del ¢9,/11-CLA en la regulacion de los TG en musculo esquelético,
contrastan con los discutidos anteriormente por el 110,c12-CLA (Zabala y col., 2006b; Kim
y col., 2012). No obstante, se necesitan mas estudios sobre la comparacion entre la

suplementacion con ¢9,/11-CLA o mixCLA a diferentes grasas dietarias, para clarificar los
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mecanismos biologicos de accion de estos isomeros sobre la regulacion de los TG

musculares.
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Figura 67. Esquema representativo de los cambios metabolicos producidos por

la suplementacion con Mix a las distintas grasas dietarias
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CONCLUSIONES

En el presente estudio observamos que los distintos CLA se incorporan en los
lipidos circulantes y tisulares. En funciéon de los niveles alcanzados, tipo de accion e
interaccion con el metabolismo de otros AG, éstos ejercieron diferentes efectos. En las
presentes experiencias, la retencion de ¢9,111-CLA ha sido siempre superior que la del
t10,c12-CLA, no obstante, este ultimo es el que posee mayor accion antiobesogénica,
como también deletérea.

Los resultados mas relevantes del presente trabajo se resumen mayoritariamente en
las Figuras 67 y 68. La Figura 67 muestra, en términos generales que, ratones alimentados
con Mix, presentaron alteraciones caracteristicas del sindrome lipoatrofico, como profunda
disminuciéon de la adiposidad, asociado a esteatosis hepdtica y hepatomegalia. La
reduccién de la masa grasa, estuvo asociada a una baja captacion de AG por el tejido
adiposo, a bajos niveles de AG adipogénicos y a una reduccion en la capacidad lipogénica
expresada por el flujo de sustratos a través de la enzima SCD-1, pero no por otras enzimas
claves, como la FAS, EM y G6PDH. Este efecto, fue paralelo a una disminucion en el
contenido de TG musculares, debido a una elevada -oxidacién mitocondrial. Los cambios
mencionados, fueron acompafiados de hipertrigliceridemia y otras modificaciones en el
metabolismo de lipidos tisulares, los cuales fueron modulados por el origen de grasa
dietaria. Los mecanismos involucrados en el incremento de los triglicéridos circulantes,
estuvieron asociados a una actividad reducida de la LPL en tejido adiposo, que en el caso
de los animales alimentados C+Mix, estuvo ademas relacionado, con una mayor secrecion
de TG hepatica. La mayor liberacion de lipidos hepéaticos tuvo un efecto beneficioso
compensando la elevada lipogénesis, y asi en este grupo, previno la acumulacion de lipidos
en el higado. No obstante, la mayor lipogénesis en todos los animales suplementados con
Mix, junto con desequilibrios en la biosintesis de AGPI-CL de las familias n-6 y n-3,
condujeron a un cuadro inflamatorio hepatico que fue mas acentuado en los animales
alimentados con aceite de maiz, y atenuado en aquellos con aceite de canola.

Un cuadro metabolico muy diferente estuvo presente en los animales
suplementados con aceite rico en acido ruménico (Figura 68), los cuales manifestaron
efectos antiobesogénicos mas atenuados, pero sin la esteatosis y hepatomegalia
caracteristica del sindrome lipoatrofico observada por la suplementacion con Mix. Estos
efectos que pueden tener una alta implicancia en la prevencion de la obesidad, estuvieron

presentes a pesar de una mayor lipogénesis en higado y tejido adiposo epididimal, como de
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ciertas alteraciones histologicas en higado. La mayor lipogénesis hepatica fue compensada
por una elevada secrecion de TG que evitd la acumulacién de lipidos. Esta mayor
secrecion de TG a circulacion, fue contrarrestada en el grupo C+AR, por una mayor
remociéon de TG por accion de la enzima LPL muscular, conduciendo a una
normotrigliceridemia; mientras que, en el grupo M+AR, la clarificacion plasmatica, no fue
suficiente para compensar el incremento en los triglicéridos circulantes. Asi, en los
animales alimentados con aceite de maiz, se observaron los menores efectos benéficos por
la suplementacion con AR, dado que ademads, estuvo presente un significativo estado
inflamatorio hepatico con alteraciones histologicas. Finalmente, si bien en el grupo C+AR
se observaron efectos antiobesogénicos mayores que con los otros origenes de grasa
dietaria, los animales alimentados con O+AR, mostraron que la accion preventiva de la
acumulacion de grasa, estuvo asociada a niveles normales de TG en suero, higado y

musculo esquelético.

Finalmente:

v’ La mezcla comercial de CLA, conduce a una notoria reduccion de grasa
corporal, asociado a profundas alteraciones metabolicas.

v' El aceite rico en 4&cido ruménico, posee una menor accion
antiobesogénica que el Mix; no obstante, presenta otras propiedades
funcionales y escasos efectos negativos.

v Los mejores efectos funcionales de los CLA, con menor grado de
disturbios metabolicos, se observaron en los animales alimentados con

aceite de oliva suplementados con AR.

A pesar que, los resultados experimentales en modelos animales no pueden
extrapolarse directamente a los seres humanos, el conocimiento de los mecanismos
implicados en los efectos benéficos y/o deletéreos de la suplementacion con una mezcla de
CLA comerciales o enriquecida en dcido ruménico a aceites comestibles de uso habitual
conteniendo diferentes proporciones de AGI, podria ser de gran utilidad para el
desarrollo de alimentos funcionales o estrategias dietarias, eficaces para el tratamiento o

prevencion de patologias como la obesidad y ECNT en general.
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