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INTRODUCCION

La 4° Encuesta Nacional de Factores de Riesgo para enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) realizada en 2018 en Argentina, mostrd que las ECNT producen el 73,4% de las muertes
en el pais. Dicha prevalencia se correlaciona principalmente con los indices de obesidad la cual
ha sido reconocida como una de las principales causas de la incrementada incidencia de
enfermedad de higado graso asociado a disfuncion metabolica (MAFLD) (Cen, 2024). La MAFLD
puede variar desde una simple acumulacién de grasa hepética (esteatosis) a un cuadro con
extrema fibrosis y finalmente cirrosis (Kucera, 2014). Uno de los factores claves en esta
progresion es la acumulacion de especies lipotoxicas, como el colesterol libre (Hansen, 2017).
La dieta juega un rol fundamental en el desarrollo o prevencion de ECNT. En este sentido, el
consumo de alimentos hipercaldricos y/o proinflamatorios, constituye un factor predisponente a
padecer enfermedades metabdlicas. La dieta de cafeteria (CAF), rica en grasas y carbohidratos
simples con alta densidad energética y palatabilidad, constituye un modelo experimental para el
estudio de los mecanismos involucrados en el desarrollo de alteraciones observadas en ECNT.
Este modelo conduce a incremento de peso e hiperlipemia. Por otro lado, dentro de los
componentes dietarios, los lipidos funcionales (LF) han demostrado tener un rol central para
atenuar y/o mitigar este tipo de enfermedades (Ferramosca, 2017). El acido a-linolénico (ALA),
contenido en el aceite de lino virgen (ALv) ha mostrado un efecto hipolipemiante (Cicero, 2017),
hipotensor (Al-Bishri, 2013), y atenuador de la esteatosis hepatica (Hanke, 2013). Por otra parte,
otros lipidos con propiedades funcionales son los conjugados del &cido linolenico (CLA) que han
demostrado, entre otras acciones, ser antiobesogenicos (Koba, 2013). El presente estudio
investiga el posible efecto preventivo de LF, como el ALv y CLA, sobre la hipercolesterolemia y
desarrollo de MAFLD en ratas alimentadas con dieta CAF, rica en grasas y carbohidratos simples,
proveniente de alimentos consumidos habitualmente por la poblacién.

Titulo del proyecto: Efecto del aceite de lino virgen en la prevencion de alteraciones relacionadas al
metabolismo del colesterol en animales alimentados con dieta de cafeteria.
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OBJETIVOS

Evaluar el efecto del ALv y CLA, o la mezcla de ellos, sobre pardmetros claves del metabolismo
del colesterol hepatico en ratas Wistar macho alimentadas con dieta CAF.

METODOLOGIA

Ratas Wistar macho adultas (300 g, 10 semanas) fueron divididas aleatoriamente en 5 grupos
(n=6/grupo) y expuestas a libre acceso al agua y alguna de las 5 dietas experimentales durante
12 semanas: control (C) (basada en AIN-93M con 4% (p/p) aceite de soja); CAF: dieta formulada
con galletitas dulces y saladas, carnes procesadas, leche, grasa animal, entre otros
componentes, alcanzando 35% lipidos, 51% carbohidratos y 14% proteinas; CAF con ALv
(CAF+L): similar composicién a la dieta CAF pero 9% de los lipidos fueron aportados por ALv;
CAF con CLA, (CAF+CLA): 34% lipidos + 1% CLA; y CAF con ALv y CLA, (CAF+L+CLA): 25%
lipidos + 9% ALv + 1% CLA. Se controlaron los parametros nutricionales de los animales y al final
del tratamiento se los sacrificé por decapitacion. Se realizé toma de muestra de higado y se la
conservd a -80°C. En tejido hepatico se cuantificaron los niveles de triglicéridos (TG) utilizando
una técnica colorimétrica y fracciones de colesterol libre y esterificado a través de una técnica
enzimatica modificada. Para los parametros relacionados a la homeostasis del colesterol, se
determinaron los niveles de ARNm de enzimas, factores de transcripcion y transportadores clave
mediante PCR a tiempo real con un equipo SetpOne 18TM Real-Time PCR Detection System,
normalizando con 3 genes reporteros para determinar expresiones relativas utilizando el método
2"88Ct | a comparacion entre C y CAF se realiz6 utilizando test T de Student. Se realiz6 un Analisis
de Variancia (One-Way ANOVA), seguido del test de Tukey para las comparaciones de los grupos
que recibieron CAF. La significancia estadistica se fijo a un p < 0,05 y se indica con * en CAF vs.
C y con diferente letra entre los grupos que consumieron CAF.

RESULTADOS/CONCLUSIONES
Ganancia de peso y lipidos hepaticos

Los animales alimentados con dieta CAF mostraron una mayor ganancia de peso respecto a los
animales alimentados con dieta C (Figura 1A), esto podria deberse a que la dieta CAF es un
modelo que induce obesidad debido a la alta densidad energética y palatabilidad. Respecto al
reemplazo parcial de lipidos de la dieta CAF por LF, se observd que la adicién de CLA redujo
significativamente la ganancia de peso en ambos grupos en comparacién a la dieta CAF. En
relacion con los TG en higado, se observo un incremento en la dieta CAF respecto a la dieta C
(Figura 1B), demostrando que la dieta CAF induce acumulacién de grasa en el higado. En cuanto
a la sustitucion parcial con LF, los CLA indujeron una reduccion de los niveles de TG en ambas
dietas donde fueron adicionados, en comparacion al grupo CAF. Respecto a los niveles de
colesterol (Figura 1C), si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
colesterol total, la dieta CAF alter6 la relacion colesterol libre/esterificado respecto al C,
incrementando el colesterol libre y reduciendo el colesterol esterificado. EI CLA (en CAF+CLA y
CAF+L+CLA) redujo significativamente la concentracién de colesterol libre respecto a CAF. Los
grupos CAF+L y CAF+L+CLA presentaron mayor concentracién de colesterol esterificado en

comparacion a CAF.
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Figura 1: Ganancia de peso y lipidos hepaticos
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Parametros relacionados con la homeostasis del colesterol

En la figura 2 se muestran los niveles de ARNm de algunos parametros claves del metabolismo
del colesterol en higado. La sintesis del colesterol esta estrechamente regulada por el factor de
transcripcién de la proteina 2 de unioén al elemento regulador de esteroles (SREBP-2). La forma
madura de SREBP-2 activa genes especificos en la biosintesis del colesterol, como la enzima
hidroximetilglutaril CoA reductasa (HMGCR) y regula la captacion hepatica de colesterol, através
de la expresion hepatica del receptor LDLR. En este sentido la dieta CAF indujo una reduccion
significativa en la expresion de LDLR1 respecto a C (Figura 2B). En relacion con las dietas
conteniendo LF, individualmente, el CLA incrementé la expresion de LDLR1 y HMCGR (Figura
2B y 2C) en CAF+CLA vs. CAF, mientras que ambos lipidos mostraron sinergia en la expresion
de SREBP2 (Figura 2A) y de HMGCR reflejada en la mayor expresion en CAF+L+CLA vs CAF.
La regulacion de los niveles de colesterol también implica su excrecion al conducto biliar en las
que participan los transportadores de colesterol G5 y G8 dependientes de unién a ATP (ABCG5
y ABCGS, por sus siglas en inglés). La expresion de estos transportadores no mostré diferencias
estadisticamente significativas (datos no mostrados). Por otro lado, la relaciéon dinamica entre
ésteres de colesterol y colesterol libre esta dada por la esterificacion llevada a cabo por la acetil -
CoA acetiltransferasa 2 (ACAT2) (Figura 2D). Esta enzima mostré mayor expresion en
CAF+L+CLA vs CAF. Finalmente, la sintesis de sales biliares esta regulada por un complejo de
proteinas de la familia del citocromo p450. Dentro de ellas, la CYP27A1 (Figura 2E). Esta enzima,
mostré una mayor expresion en todas las dietas adicionadas con LF en comparacion a CAF.

En conclusion, la adicién de ALv tendié a mejorar la proporcion de colesterol esterificado respecto
al libre, lo que podria reducir el riesgo de acumulacion de colesterol libre, una especie lipotéxica,
en un contexto adverso como la dieta CAF. Ademas, la modulacién de la expresién génica
relacionada con el metabolismo del colesterol sugiere una interaccion sinérgica entre el ALv y la
presencia de CLA en animales alimentados con dieta CAF.
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Figura 2: Parametros relacionados al metabolismo del colesterol hepatico
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