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Todos nosotros sabemos algo.
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Por eso, aprendemos siempre.

Paulo Freire
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RESUMEN

Dietas ricas en grasas inducen en animales de experimentacién acumulacién de lipidos en
higado y tejido adiposo, y favorecen la inflamacién aguda, factores criticos para el desarrollo de
enfermedad de higado graso no-alcohdlico, daio hepdtico y alteraciones en la utilizacién de la
glucosa. La grasa lactea (GL) contiene bajos niveles de compuestos bioactivos, como el acido
ruménico (AR -principal conjugado del acido linoleico “CLA” de origen natural-) y dcido trans-
vaccénico (AV), los cuales pueden ser incrementados en una GL modificada (GLM) a niveles
potencialmente funcionales a través de la alimentacion del ganado con suplementos ricos en dcidos
grasos (AG) poliinsaturados. El AR, y su precursor AV, han mostrado acciones benéficas sobre
obesidad, diabetes, inflamacion y acumulacién lipidica en higado y otros tejidos. Por consiguiente,
el objetivo de la presente tesis fue investigar los mecanismos involucrados en los potenciales
efectos benéficos de una GLM rica en CLA y AV, y reducida en AG saturados, sobre la prevenciéon
o atenuacion de la formacién de higado graso y alteraciones en el metabolismo intermedio glucidico
y lipidico, inducidas por la alimentacion crénica con altos niveles de lipidos dietarios en un modelo
experimental animal.

Se alimentaron ratas Wistar machos de aproximadamente 100 g de peso, durante 60 dias,
con dietas: S7 (aceite de soja -AS-: 7%), S30 (AS: 30%), GL30 (GL: 27% + AS: 3%), GLM30
(GLM: 27% + AS: 3%) y GLE30 (GL Estandarizada: 27% + AS: 3%). Los estudios se focalizaron
en evaluar la actividad y expresion de enzimas y reguladores involucrados en la lipogénesis, sintesis
de triacilglicéridos (TAG) y oxidacién de AG; incorporacion hepdtica de diferentes AG y secrecion
de TAG-pre-B-lipoproteinas. En referencia al metabolismo de la glucosa, se cuantificaron
parametros bioquimicos plasmdticos, metabolitos intermediarios en higado y musculo, actividades
de enzimas claves y niveles de expresion génica de factores de transcripcion, y la utilizacion in vivo
de la glucosa. Dichos estudios se correlacionaron con evaluaciones nutricionales, parametros
involucrados en la regulaciéon de TAG en suero, tejido adiposo y musculo, como también el estado
oxidativo en higado.

Los resultados demuestran que GLM previno el desarrollo de esteatosis hepdtica y
exacerbada acrecion de lipidos en musculo; mejoré el estado lipoperoxidativo hepdtico y la
utilizacién de la glucosa en un modelo animal experimental caracterizado por alteraciones lipidicas
y glucidicas inducidas por dietas ricas en grasas.

Los principales mecanismos se asociaron con: 1) elevada incorporacion tisular de AR y AV,

generando un entorno lipidico-metabdlico favorable, 2) prevencion del desarrollo de esteatosis
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hepatica relacionada con un incremento en la secrecion de TAG-pre-B-lipoproteinas y en la (-
oxidaciéon mitocondrial, junto con un descenso en la expresion génica de proteinas transportadoras
de AG, 3) reduccién de los niveles de LPO y ROS, de la expresion génica de Nf-kf y de un
mejoramiento en los niveles de AG precursores de mediadores anti-inflamatorios, 4) una mayor
utilizacion de glucosa, atribuida a la conjuncién de un mejoramiento en la sensibilidad a la insulina
(mediada por la adiponectina y por cambios en el perfil de AG de membranas); un incremento en la
glucdlisis (reflejada por un elevado flujo y actividad de PFK-1a); y una reduccion de los depdsitos
lipidicos musculares.

Si bien los efectos mencionados por el consumo de GLM, pueden tener una alta asociacion
con la acciéon del AR y AV, no podemos descartar que otros compuestos funcionales estén
cumpliendo un rol central en los beneficios de las grasas lacteas.

El conocimiento de mecanismos de acciéon de compuestos bioactivos presentes en la GLM,
podrd contribuir a la prevencién o reversion de desérdenes metabdlicos caracteristicos de

enfermedades con alta morbi-mortalidad inducidas por desbalances nutricionales.
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INTRODUCCION

1- Acidos grasos. Conceptos generales

Los 4cidos grasos (AG) son 4cidos organicos con una cadena alifatica y en uno de sus
extremos poseen un grupo carboxilo. La mayoria de los AG naturales posee un niimero par de
atomos de carbono debido a que son biosintetizados a partir de acetato (CH3;CO;") (Wade, 1993).
Quimicamente, los dtomos de carbono se numeran desde el carbono carboxilico (C1 o Ca) al
carbono metilico terminal (Cn o Cw), pero nutricionalmente se numeran en sentido opuesto. En este

caso, la denominacién se antecede de la letra “®w” o “n” (Figura 1).

Figura 1- Numeracién de los dtomos de carbono de un 4cido graso

1
CH, COO-

La mayoria de los AG presentes en los seres vivos contienen entre 12 y 24 dtomos de
carbono, siendo los mads abundantes los de 16 a 18 carbonos. En funcién del numero de
insaturaciones pueden ser: saturados (AGS), donde todos los carbonos estdn unidos por enlace
simple, y el resto de los electrones disponibles estan totalmente ocupados (“saturados”) por
hidrégeno; 6 insaturados, donde dos ¢ mds carbonos se encuentran unidos por dobles enlaces. El
ndmero de insaturaciones es variable, dando lugar a la clasificacién de los AG en monoinsaturados
(AGMI) cuando poseen so6lo un doble enlace o poliinsaturados (AGPI) cuando los AG presentan
mads de un doble enlace en su estructura. La posicién de las insaturaciones en la cadena de los AG
permite que estos puedan agruparse conforme a una misma estructura terminal que les confiere
propiedades y roles biologicos diferentes, dando origen asi a las distintas familias de AG
insaturados.

En las dltimas décadas, han llamado la atencién las grasas con isomerias geométricas y/o
posicionales, debido a la alta repercusion que poseen sobre el riesgo de padecer Enfermedades
Croénicas No Transmisibles (ECNT). Las mismas pueden tener un efecto per se o pueden interactuar

con los AG de otras fuentes de grasas dietarias, interfiriendo en su normal metabolismo.
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Los AG insaturados (AGI) predominantes en la naturaleza, contienen de uno a seis dobles
enlaces, los cuales pueden tener isomeria geométrica y/o posicional. La gran mayoria de los AG que
se encuentran en la naturaleza posee isomeria cis, aunque, una pequefia parte de AG con isomeria
trans se encuentran en la carne y la leche de rumiantes (Koletzko y Decsi, 1997). En la
conformacion espacial del doble enlace entre dos dtomos de carbono, estos generan una estructura
planar en la cual, los 4&tomos de hidrégeno o carbono de las cadenas acilicas pueden quedar hacia un
mismo lado del plano que forma el doble enlace, o en sentido contrario. Cuando los hidrégenos se
disponen hacia un mismo lado del plano del doble enlace, el AG adquiere la isomeria geométrica
cis (Figura 2a), mientras que, cuando se disponen en distintos lados del plano del doble enlace, el
AG se presenta bajo la isomeria geométrica trans (Figura 2b) (Valenzuela, 2008; Mozaffarian y

col., 2009b).

Figura 2- Representacion esquemadtica de la isomeria geométrica de los dcidos grasos

a b

-- C_C - -

Configuracion cis Configuracion frans

Por otro lado, la mayoria de los AGPI en su forma natural poseen dos dobles enlaces
separados por un carbono intermedio que no participa de la estructura de insaturacion. Este tipo de
estructura se denomina “no conjugada” y al carbono localizado entre los dobles enlaces se lo
designa como carbono metilénico intermedio (Figura 3a). La migracién del doble enlace sobre el
carbono metilénico conlleva a la formacién de una estructura “conjugada” (Figura 3b). La
conjugacion de los dobles enlaces puede, ademads, ocasionar un cambio en la isomeria espacial del

AG (Sanhueza y col., 2002).
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Figura 3- Representacion esquemadtica de la isomeria posicional de los dcidos grasos

a b

Carbono Metilénico

A HHHF- ¢ ¢ o
® o

No Conjugado Conjugado

o @
T

2- Lipidos dietarios. Efectos en la salud

La grasa dietaria puede tener un gran impacto en la salud, tanto en la prevencion, como asi
también en el desarrollo de ECNT. Es reconocida su importancia en el crecimiento y desarrollo,
como también en el mantenimiento de la salud. Ademads de ser los nutrientes con la mayor densidad
energética (Freedman y Bagby 1989), vehiculizan vitaminas liposolubles, pigmentos carotenoides y
esteroles. Como componentes estructurales celulares tienen un rol fundamental en funciones de
membranas, tales como permeabilidad, transporte y actividades enzimdticas (Segré y col., 2001).
Aportan colesterol (Col), precursor de 4cidos biliares, hormonas y una clase importante de
moléculas de sefializacion intra- y extracelular (Jimenez y col., 2012; Jump y col., 2013). Son
fuente de: acido linoleico (AL) y 4cido a-linolénico (ALA), que tienen el cardcter de esenciales
(Burr y Burr, 1929) debido a que no pueden ser sintetizados por el organismo.

El consumo de altos niveles de grasa fue tradicionalmente asociado al riesgo de ECNT, que
son enfermedades de larga duracién y generalmente de progresiéon lenta. Segiin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), los cuatro tipos principales de enfermedades crénicas son:
enfermedades cardiovasculares (ECV), enfermedades respiratorias crénicas, diabetes mellitus y
céancer (Alwan, 2011), y tienen principalmente las 3 primeras una alta relacion con el sobrepeso y la
obesidad. Las ECNT son la principal causa de muerte en el mundo (Alwan y col.,, 2010) y
representan 40 millones de muertes al afio, lo que equivale al 70% de todas las muertes en todo el
mundo (Islam y col., 2014; OMS, 2017). En el afio 2013, la OMS (OMS, 2013) proyecté que para
el presente afio, las mismas representarian el 80% de la carga mundial de todas las enfermedades.

El papel importante de la nutricion para la prevencion y/o desarrollo de las ECNT es bien
conocido. La nutricion inadecuada, ya sea por déficit, sobrealimentacion y/o desequilibrios de

nutrientes pueden tener graves consecuencias (WHO, 2003; Egger y col., 2014). En referencia a la
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sobrealimentacion, durante afios el énfasis comunicacional se centré en equilibrar la ingesta de
calorias con el gasto energético y disminuir la grasa en la dieta. Asi, durante varias décadas se
recomendd reducir la grasa dietética total para disminuir la ingesta caldrica, y al mismo tiempo
minimizar el consumo de grasas saturadas (DHHS, 1985). En este sentido por la década de los 80,
se recomendaron dietas bajas en grasas y altas en carbohidratos con el fin de inducir una pérdida de
peso y disminuir el riesgo de ECV. El enfoque en la reduccion de la grasa total result6 en un mayor
consumo de carbohidratos refinados y azucares simples, y redujo la ingesta de alimentos ricos en
AG insaturados saludables, como los de frutos secos, semillas y aceites vegetales. Esto finalmente
conllevé a un aumento en la palatabilidad de los alimentos, un incremento del consumo de los
mismos, y finalmente un aumento de la tasa de obesidad en ciertos paises como los Estados Unidos
(Austin y col., 2011; Ogden y col., 2014). Si bien el sobrepeso y la obesidad se consideraban antes
un problema propio de los paises de ingresos altos, actualmente ambos trastornos aumentan en los
paises de ingresos bajos y medianos, en particular en los entornos urbanos. A nivel global, en 2016
el 39% de los adultos tenian sobrepeso, y el 13% eran obesos. En forma muy preocupante, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad se trasladé a los nifios y adolescentes (de 5 a 19 afios) en forma
llamativa, incrementando asi del 4% en 1975 a mas del 18% en 2016. La causa fundamental del
sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético entre el consumo y gasto energético,
exacerbado por una vida cada vez mds sedentaria.

Se ha demostrado que los efectos especificos de los AG sobre la salud, dependen del tipo de
AG, en este sentido cabe mencionar que, los AGS incrementan el Col total y el Col de lipoproteinas
de baja densidad (LDL), y que disminuyen los niveles de Col de lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Especificamente, se sabe que los AG miristico, palmitico y ldurico son responsables de
dicho efecto (Tholstrup y col., 1994, 2003 y 2004), conduciendo a un incremento en el riesgo de
enfermedad coronaria. Sin embargo, el dcido estedrico decrece el Col LDL y aumenta el HDL lo
que sugeriria que tiene propiedades antiaterogénicas (Tholstrup y col., 1994; Sanders y col., 2001).
Asimismo, el consumo de grasas saturadas ha sido asociado a otros efectos no deseables sobre la
salud, tales como: aumento del riesgo de obesidad que conlleva a una mayor liberaciéon de
citoquinas proinflamatorias e incrementa el riesgo de padecer patologias asociadas (Hariri y col.,
2010) y desarrollo de cancer de mama (Binukumar y Mathew, 2005), entre otros. Actualmente se
han puesto en discusion los efectos de las grasas saturadas. Asi, Lawrence (2013) argument6 que las
grasas saturadas, por ser menos susceptibles a la peroxidaciéon que las insaturadas, no estarian
involucradas en el desarrollo de cuadros proinflamatorios, los cuales estdn estrechamente asociados

a las ECNT. Por otra parte, numerosos autores sugieren que la alta disposicion de AGS no
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esterificados, tales como palmitico y estedrico, estarian involucrados en la insulino resistencia (IR)
desarrollados en el musculo esquéletico (Randle y col., 1963; Hirabara y col., 2012).

Los AGMI, caracteristicamente presentes en la dieta mediterrdnea, han mostrado efectos
benéficos sobre el perfil de lipidos sanguineos y factores de riesgo de enfermedad cardiovascular
(Mensink y col., 2003; Appel y col., 2005). Ademads, se ha descripto que modulan la presion
sanguinea, mejoran la sensibilidad a la insulina y regulan los niveles de la glucosa. Asimismo,
debido a su preferencial metabolismo y oxidacion, los AGMI dietarios influyen en la composicién
corporal, reduciendo el riesgo de obesidad (Gillingham y col., 2011), asi como también, disminuyen
el riesgo de ciertos tipos de cancer (Binukumar y Mathew, 2005; Comba y col., 2010; Costa y col.,
2011), y protegen contra el deterioro cognitivo relacionado con la edad y la enfermedad de
Alzheimer (Lopez-Miranda y col., 2010). Especificamente, se ha demostrado que el acido oleico
posee propiedades antiaterogénicas y antitrombdticas, que incrementa la relacion de Col HDL/LDL,
y que decrece la agregacion de trombocitos. Asimismo, la incorporacién de acido oleico en ésteres
de Col, triacilglicéridos (TAG) y fosfolipidos (FL) de particulas de lipoproteinas, aumenta la
resistencia a la lipoperoxidacién (Tvrzicka y col., 2011).

Los AGPI han demostrado tener diversas funciones fisioldgicas de relevancia en la salud,
tales como: regulaciéon del nivel de lipidos plasmdticos, efectos benéficos sobre la funcién
cardiovascular e inmune, accién de la insulina y desarrollo de la funcién neuronal y visual. La
ingesta de AGPI impacta en gran medida sobre la mayoria de las células corporales, alterando la
composicion de membranas y su funcionalidad, la sintesis de eicosanoides, y la sefializacién y
regulacion de la expresion de diversos genes. La respuesta celular a los cambios en la composicion
de AGPI estd dada por el metabolismo lipidico celular especifico, como asi también, por la
expresion de los factores reguladores de la transcripcion de AG.

La sintesis de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), 4cido araquidénico
(AA) a partir del AL y &cido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) a partir del
ALA, ocurre, principalmente en el higado, aunque también, en menor medida, en otros tejidos. La
via de metabolizacidn consiste en una secuencia alternativa de pasos de elongacién y desaturacion
catalizados por elongasas de AG y las A5- y A6-desaturasas (Gibson y col., 2011 y 2013). Los
AGPI-CL son incorporados en las membranas celulares, principalmente en la posicion sn-2 de los
FL, y por accion de la enzima fosfolipasa A, son liberados de la misma. Estos AG sirven como
sustratos para las enzimas ciclooxigenasas y lipooxigenasas y son convertidos en eicosanoides
(prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) (Calvani y Benatti, 2003; Benatti y col., 2004). Es
importante resaltar algunos de los numerosos efectos benéficos que ejercen los AGPI-CL, que a su

vez dependen de la familia de origen 1) AGPI-CL de las familia n-3 y n-6 tienen efectos
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hipotensores 2) ambos influyen fuertemente sobre la expresion de genes, siendo los AGPI-CL n-3
potentes activadores de los receptores que activan la proliferacion de peroxisomas (PPAR),
induciendo la oxidacion de AG y la supresion de la sintesis de AG y TAG, 3) los AGPI-CL n-3
tienen un potente efecto anti-inflamatorio, mientras que los AGPI n-6 son pro-inflamatorios, 4) los
derivados de la familia n-3 poseen efectos antitrombdticos, mejoran la hiperinsulinemia y
resistencia insulinica, 5) los eicosanoides derivados de los AGPI-CL n-3 se han asociado a una
disminucién del crecimiento de células tumorales y metéstasis, mientras que un efecto inverso ha
sido observado con los derivados de los AGPI-CL n-6, 6) los AGPI-CL, principalmente el DHA se
correlaciona con las sinapsis de tejidos neuronales, son importantes en la formacién de nuevos
tejidos y los derivados de la familia n-6 tienen una alta implicancia en el crecimiento y desarrollo.
En funcién de lo mencionado anteriormente es necesario destacar que los niveles y la relacion de
AGPI n-3 y n-6 poseen un significativo impacto en el desarrollo o prevencion de alteraciones
comunes a las ECNT (Calvani y Benatti, 2003; Simopoulos, 2008). Asi, la relaciéon recomendada
entre AL y ALA es de 5:1-10:1 (FAO, 2012).

Los 4cidos grasos trans (AGT) son AG insaturados con uno o mds dobles enlaces en
posicion trans. Si bien se encuentran pequeias cantidades de AGT “natural” en las carnes y la leche
de rumiantes, estos contribuyen minimamente a la dieta (Weggemans y col., 2004) y su asociacién
con el riesgo de ECV es muy controvertida (Mozaffarian y col., 2009b). De hecho, el 4cido graso
9t-16:1, un biomarcador de ingesta de grasa ldctea, estd relacionado con un menor riesgo de
diabetes y muerte subita (Bandosz y col., 2015). Aun en la actualidad, donde se redujo
considerablemente el uso de grasas parcialmente hidrogenadas, la mayor contribucién de AGT (30-
60%) es a través de la produccion industrial. En las dltimas décadas se ha asociado la ingesta de
AGT industriales con un aumento del Col LDL, apolipoproteina B (ApoB), TAG y lipoproteinas
(a), una disminucién del Col HDL y ApoAl y riesgo de ECV y muerte subita (Mozaffarian y col.,
2006; Mente y col.,, 2009). Por otra parte, se ha demostrado que estos AG promueven la
inflamacion, disfuncion vasodilatadora endotelial, resistencia a la insulina, adiposidad visceral

(Micha y col., 2009; Wallace y col., 2009).

3- Acidos grasos trans

3.1- Fuente

Durante las diferentes etapas de su desarrollo, el hombre ha consumido AGT de diferente
origen y en diversas cantidades. Los AGT presentes en los alimentos pueden derivar,

principalmente, de tres origenes. Los AGT de origen industrial son generados, aunque cada vez en
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menor cuantia, por los procesos de hidrogenacion parcial de aceites vegetales para su uso como
grasas para untar, para panificacion y frituras en el cual prevalece el acido elaidico (9-18:1)
(Figura 4a). Otra fuente de AGT, se generan por el sobrecalentamiento y/o coccion de aceites a
muy altas temperaturas en procesos de refinacion y culinarios como las frituras, asi como también
en la reutilizacién del mismo (Briihl y col., 1995; Koletzko y Decsi, 1997; Mensink y col., 2005;
Liu y col.,, 2007; Valenzuela, 2008), en los que los isomeros generados pueden ser muy diversos,
dependiendo del tipo de aceite sometido a altas temperaturas. Una tercera procedencia de AGT es
por transformacion bacteriana de los AG insaturados cis en trans, en el rimen de los animales
poligéstricos en los que prevalecen fundamentalmente el 4cido trans-vaccénico (AV) (11#-18:1)
(Figura 4b) y los conjugados del 4cido linoleico (CLA), principalmente 9c¢,11-CLA 6 dcido

ruménico (AR).

Figura 4- Estructura quimica del 4cido elaidico (9#-18:1) (a) y acido trans- vaccénico (11z-18:1) (b)

J

La Figura 5 muestra la biohidrogenacién incompleta de los AGPI a través de los

microorganismos presentes en el rumen (Lock y Bauman, 2004) produciendo principalmente AV.
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Figura 5- Sintesis de 11#-18:1 por biohidrogenacién del 4cido linoleico y a-linolénico en el rumen*

9¢,12¢-18:2 (Acido Linoleico) 9¢,12¢,15¢-18:3 (Acido a-Linolénico)
Isomerizacion Isomerizacion
9¢,11¢-18:2 (Acido Ruménico) 9¢,111,15¢-18:3

Hidrogenacion

11£,15¢-18:2

/ Hidrogen aci(m\_\

11¢-18:1 (Acido Vaccénico) 152 y15¢-18:1

J/ Saturacion

18:0 (Acido Estedrico)

Hidrogenacién

*Adaptado de Lock y Bauman (2004) y Field y col. (2009).

3.2- Efectos biologicos de los acidos grasos trans

Los AGT dietarios se incorporan en los tejidos, acumuldndose principalmente en el tejido
adiposo, preferencialmente en la posiciéon sn-1 de los TAG (Cook, 1980), como en los FL de
membranas celulares ocupando las posiciones normalmente utilizadas por los AGS. Asi, al
incorporarse los AGT en los FL, reducen la fluidez de membrana, modulan la actividad de las
proteinas insertas en las mismas, produciendo alteraciones en la estructura celular y en las funciones
reguladoras de derivados de los AGPI-CL.

Esta incorporacion de los diferentes AGT dietarios estd intimamente relacionada con las
evidencias provistas por estudios epidemioldgicos que han demostrado una correlacion positiva
entre el consumo de AGT totales, niveles circulantes y tisulares de AGT y el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (Pietinen y col., 1997; Oh y col., 2005). Asi, anélisis combinados de
4 estudios de cohorte prospectivos, han permitido estimar que un incremento del 2% en el consumo
de energia como AGT fueron asociados a un aumento del 23% del riesgo de enfermedad coronaria
(Mozaffarian y col., 2006). Estudios mds recientes han parcialmente diferenciado el riesgo de
enfermedades cardiovasculares con el origen de los AGT dietarios. Especificamente, Bendsen y col.
(2011) han mostrado que en estudios observacionales la ingesta de AGT de origen industrial, pero

no los AGT de origen natural, correlacionaban positivamente con los eventos y casos fatales de
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enfermedades cardiovasculares. Mds atin, trabajos en humanos (Tholstrup y col., 2006; Jakobsen y
col., 2008), y en animales de experimentacion (Roy y col., 2007) han demostrado efectos benéficos
de los AGT naturales. En este sentido, Mozaffarian y col. (2009a) han encontrado que la sustitucién
de AGT provenientes de aceites parcialmente hidrogenados (45%) por iguales contenidos de grasa
lactea rica en AGT naturales, redujeron significativamente y en la misma medida que grasas
vegetales no hidrogenadas, el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

La ingesta de AGT de origen industrial también se encuentra asociada con una mayor
ganancia de peso corporal en humanos y en animales de experimentacién ligado con un aumento de
los paniculos adiposos (Matthan y col., 2001; Smit y col., 2010; Ballesteros-Vasquez y col., 2012;
Farifia y col., 2015; Illesca y col., 2015), asi como un incremento en el peso del tejido hepatico
(Colandré y col., 2003). Los cambios en la adiposidad tienen un estrecho vinculo con el desarrollo
de inflamacién ya que el tejido adiposo (TA) secreta una serie de moléculas bioactivas consideradas
pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6), resistina,
entre otras. En rigurosos estudios con este tipo de grasas, se ha demostrado que el consumo de AGT
incrementa los niveles de Col-LDL y disminuye los de Col-HDL (Mensink y Katan, 1990;
Almendingen y col., 1995; Chardigny y col., 2008). Ademds de las alteraciones sobre la
colesterolemia, se demostrd que la ingesta de AGT incrementaron los niveles TAG circulantes mas
que otras grasas dietarias (Colandré y col., 2003; Mensink y col., 2003; Illesca y col., 2015).
Asimismo, se ha reportado un acumulo de TAG en higado de animales de experimentacion
alimentados con AGT (Colandré y col., 2003; Bernal y col., 2006; Sain y col., 2013; Farifia y col.,
2015; Illesca y col., 2015). En este sentido, en hepatocitos aislados fue demostrado que los AGT
alteraban la produccién de lipoproteinas, incrementando la secrecién de ApoB 100, modificando la
composicion lipidica, aumentando el contenido de Col y reduciendo el tamafio de las particulas
secretadas (Dashti y col., 2002; Mitmesser y Carr, 2005). Estas alteraciones de las lipoproteinas
demostradas “in vitro” evidenciaron efectos potencialmente aterogénicos inducidos por los AGT
industriales, independiente de su accion sobre las fracciones de Col plasmatico. Estudios realizados
con AGT en humanos también encontraron reduccién en el tamafio de las lipoproteinas y
alteraciones en la metabolizacién de las LDL (Mauger y col., 2003; Matthan y col., 2004).

Estudios de los efectos deletéreos de las grasas hidrogenadas ricas en acido elaidico han sido
extendidas a otras ECNT en humanos, como diabetes (Dorfman y col., 2009) y aterosclerosis
(Mozaffarian y col., 2006). En este sentido cabe mencionar, que se ha establecido que en individuos
con sobrepeso o diabetes mellitus, las dietas con AGT mostraron tener un efecto adverso en la
sensibilidad a la insulina, acompafiado de un incremento de los niveles de insulina en ayunas y

postprandial sin cambios de la glucosa circulante (Christiansen y col., 1997; Larqué y col., 2001;
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Meyer y col., 2001; Lefevre y col., 2005). No obstante, en individuos sanos y de peso corporal
normal, no se encontro relacion entre la ingesta de AGT y la sensibilidad a la insulina (Louheranta y
col.,, 1999; Lovejoy y col., 2002). Investigaciones realizadas en modelos animales indicaron
consistentemente que la ingesta de AGT tiene efectos adversos sobre marcadores de IR, cuando se
compar6 con dietas ricas en AGMI o AGS. Estos marcadores de IR incluyen, hiperinsulinemia
posprandial (Ibrahim y col., 2005; Kavanagh y col., 2007; Pisani y col., 2008), hiperglucemia
(Axen y col., 2003; Albuquerque y col., 2006) y reduccion de la captacion de la glucosa por el
musculo esquelético (Natarajan e Ibrahim, 2005; Kavanagh y col., 2007; Farifia y col., 2018) y
musculo cardiaco (Silveira Osso y col., 2008). Sin embargo, nuestro grupo (Bernal y col., 2006) y
otros (Huang y col., 2009) sugieren que los AGT tendrian escaso efecto sobre las vias de
metabolizacion de la glucosa.

Por otra parte, estudios de nuestro grupo de trabajo reportaron diversos efectos positivos de
grasas ricas en AV y/o AR (Andreoli y col., 2007, 2009, 2010 y 2012; Scalerandi y col., 2014), por
lo cual el tipo de AGT presente en la dieta puede ser determinante para las alteraciones asociadas al
riesgo, desarrollo y/o prevencion de ciertas ECNT.

Algunos estudios han demostrados que el AV tiene efectos neutrales en condiciones
normolipidémicas e induce efectos hipotrigliceridémicos en condiciones de dislipidemia (Wang y
col.,, 2008 y 2009). Estos hallazgos también han sido observados por varios estudios clinicos
(Tholstrup y col., 2006; Chardigny y col., 2008; Motard-Belanger y col., 2008). Asimismo,
evidencias bibliogréficas sugieren que la suplementacion con AV purificado puede atenuar las
complicaciones observadas en el sindrome metabdlico (SMet), incluidas la inflamacién y la
enfermedad del higado graso (Blewett y col., 2009; Tyburczy y col., 2009; Ruth y col., 2010;
Jacome-Sosa y col., 2014), como asi también mejorar la secrecién de insulina en modelos de
roedores con diabetes tipo 2. Se ha propuesto que los efectos reductores de lipidos vy
antiinflamatorios del AV pueden estar parcialmente asociados con su capacidad para activar ligando

de las vias reguladas por PPARs (Jaudszus y col., 2012; Wang y col., 2012).

4- Conjugados del acido linoleico

El término CLA comprende una serie de isdmeros geométricos y posicionales del acido
linoleico que se caracterizan por haber perdido el grupo metilénico que separa dos dobles enlaces
contiguos conformando las estructuras conjugadas. A su vez, la mayoria de los CLA tienen al
menos un doble enlace con isomeria frans. Si bien existen potencialmente un gran nimero de

isémeros posibles para los CLA (Roach y col., 2002), los mds importantes por su abundancia y
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efectos bioldgicos tanto en animales como en humanos, son el 9¢,11#-18:2 y el isémero 10¢,12¢-

18:2 (Bauman y col., 1999) (Figura 6).

Figura 6- Estructura quimica del 4cido linoleico (9c¢,12¢-18:2) (a), 101,12¢-18:2 (b) y é4cido
ruménico (9¢,11#-18:2) (c)
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4.1- Fuentes de los conjugados del acido linoleico

La mayor fuente natural de CLA proviene de la carne y de los productos lacteos derivados
de animales rumiantes (vacas, ovejas, cabra y btifalo). Aunque se han identificado cerca de veinte
isomeros en productos de rumiantes (Roach y col., 2002), el 75-90% del CLA total esta
representado por el AR (Bauman y col., 2003), mientras que el isémero 107,12¢-CLA se encuentra
normalmente en concentraciones muy bajas (Piperova y col., 2000). En el rimen se genera AR
debido a la isomerizacién y transposicion del doble enlace en la posicion 12¢ a 11¢. La posterior
hidrogenacién del AR resulta en la produccién del AV (Figura 7). Se ha visto que es poco probable
que la alta proporcién de AR presente en la leche de vaca (2-52 mg/g grasa) provenga sélo del
rumen. Asi, Griinari y Baumann (1999) han determinado que el 70% del AR de la grasa de la leche
es derivado del AV por la actividad de la A9-desaturasa en el tejido mamario. La sintesis endégena
de AR a partir del AV también se ha informado en humanos (Turpeinen y col., 2002) y en otras
especies (Santora y col., 2000; Corl y col., 2003), lo que contribuye a aumentar los niveles de

9¢,11#-CLA en los tejidos del cuerpo mediado por la enzima A9-desaturasa.

Figura 7- Biosintesis ruminal y endégena del 9¢,117-18:2*

RUMEN TEJIDOS

9¢,12¢,15¢-18:3 (Acido a-Linolénico) 9¢,12¢-18:2 (Acido Linoleico) ( \

\l/ Isomerizacion

9c,111,15¢-18:3 9¢,11£-18:2 (Acido Ruménico) > 9c,111-18:2 (Acido Ruménico)
/ Hidrogenacién
A9-Desaturasa
11£,15¢-18:2
Hidrogenacion 11£-18:1 (Acido Vaccéni »  11£18:1 (Acido Vaccéni
15t y 15¢-18:1 t-18:1 (Acido Vaccénico) » t-18:1 (Acido Vaccénico)
Saturacion
18:0 (Acido Esteérico)

\_ J

*Adaptado de Bauman y col. (2003); Field y col. (2009).

Bajo ciertas condiciones dietarias (ej: dieta bajas en fibra), el pH del rumen puede
modificarse, y esto resulta en variaciones de la poblacién bacteriana con consecuentes cambios en
los patrones de biohidrogenacion. Asi, se altera el perfil de AG t-18:1 de los tejidos de rumiantes Yy,

en esta situacion, el isomero predominante en la grasa lactea es el 10#-18:1 (Griinari y Bauman,
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1999). La sintesis de 10#-18:1 involucra a la enzima isomerasa bacteriana que forma el 10¢,12¢-

CLA, como producto intermedio, incrementando su contenido en grasa de leche (Figura 8).

Figura 8- Formacién de CLA a través de la biohidrogenacién ruminal*

Rumen Normal Durante Disfuncién

Ej. Butyrivibrio fibrisolvens YT
Isomerizacién \
9¢,12¢-18:2

Ej. Megasphaera elsdenii YJ-4

9¢,11¢,15¢-18:3 (Acido Linoleico) 10£,12¢,15¢-18:3
/Biohidrogenacion\ / Isomerizacion \ /310hldr0genac10n
10¢,15¢-18:2
11£,15¢-18:2 9¢.111-18:2(AR) 10£,12¢-18:2 j
lBiohidro@\i{ l l E iohidrogenacién
& 8:1 % 15¢-18:1

15¢-18:1 o 11£-18:1 10s-18:
\.:\\ﬂl\‘ 18 omirogenacién

-
-
A Desaturacion

11£-18:1 10¢-18:1
.

A9-desaturasa

Tejido

9¢,11£-18:2 (AR) 10¢,12¢-18:2

* Adaptado de Kramer y col. (2004).

El contenido de CLA en los productos licteos varia aproximadamente entre 2,9 a 8,9 mg
CLA/g de grasa y en las carnes entre 1,2 a 6,2 mg CLA/g de grasa, conteniendo aproximadamente
80% de AR, 10% de 10t,12¢-CLA y otros CLA minoritarios (Parodi y col., 1977). Sin embargo, el
equilibrio en la formacion de diferentes isémeros puede modularse por la pastura y alimentacion
complementaria de los animales, como asi también por el estado fisioldgico del rumiante. Como los
productos lacteos son la principal fuente de CLA en la dieta humana (Lawson y col., 2001) y se han
observado efectos benéficos de los mismos, se han hecho numerosos esfuerzos para aumentar el
contenido de CLA en la grasa de la leche, lo que se puede lograr mediante la inclusién de aceites
vegetales en la dieta de las vacas lecheras (Collomb y col., 2006; Chilliard y col., 2007; Gagliostro
y col., 2017) y de otras especies como bufalas (Gagliostro y col., 2015).

Como la mayor parte del AR secretado en la leche se sintetiza endogenamente a partir del
AV a través de la enzima A-9 desaturasa, la leche naturalmente enriquecida en AR también es una
importante fuente de AV (Lock y col., 2005). Ademads, debe tenerse en cuenta que, bajo ciertas

condiciones de enriquecimiento natural con AV y AR, se pueden modificar en la grasa de la leche
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las concentraciones de otros isémeros #-18:1 distintos al AV, el contenido de AGS (principalmente
AG de cadena media) y AGI (Chilliard y col., 2007). Esto debe tenerse en cuenta dado que no todos
los alimentos enriquecidos naturalmente en CLA contienen la misma composicion de AG.
Aumentar el contenido de AR en productos de rumiantes parece ser una buena opcioén ya
que, no solo aumentaria la dosis efectiva, sino que también mejoraria el valor nutritivo de los
productos de rumiantes. Existen varios factores que pueden regular/afectar el contenido de AR en
dichos productos, entre ellos, la cantidad de precursor de CLA, especie, raza, factores fisioldgicos o
genéticos, el periodo de lactancia de los animales y las variaciones estacionales (Dhiman y col.,
1999 y 2005; Slots y col., 2008). Numerosos estudios han demostrado que la dieta es el factor mas
importante que afecta el contenido de CLA de la grasa de la leche, y su concentraciéon puede
aumentarse varias veces por medios dietéticos (Chilliard y col., 2000 y 2001; Bauman y col., 2001a
y 2001b; Stanton y col., 2003; Lock y Bauman, 2004). Una clave para aumentar el contenido de
CLA en la leche es aumentar la ingesta de AGPI de 18 4tomos de carbono (sustrato para la
biohidrogenacién del rumen). El suministro de AL y ALA es facilmente logrado mediante la
adicion de aceites vegetales ricos en estos AG, como aceite de soja, girasol, colza o lino (Kelly y
col., 1998a; Dhiman y col, 2000; Bauman y col., 2006, Shingfield y col., 2008; Toral y col., 2010).
La cantidad de AGPI de 18 dtomos de carbono que se puede agregar a las dietas de las vacas
lecheras debe ser controlada, debido a los potenciales efectos adversos que estos AG pueden tener
en el metabolismo de las bacterias del rumen, lo que perjudicaria la fermentacién del rumen y el
rendimiento de CLA natural (Jenkins, 1993; Gonthier y col., 2005). Sumado a lo antes mencionado,
el uso de pasturas frescas produce un aumento de 2 a 3 veces el contenido de CLA de la grasa de la
leche (Stanton y col., 1997; Kelly y col., 1998b; Dhiman y col., 1999). Thorsdottir y col. (2004)
reportaron una mayor concentracion de AR en la época de verano al comparar con el invierno. En
general, se piensa que las variaciones estacionales en el contenido de AR y AV en la leche son
causadas por variaciones estacionales en el contenido de ALA en la pastura, que es mds alta en
verano (Banni y col., 1996; Auldist y col., 2002; Lock y Garnsworthy, 2003; Meluchova y col.,
2008; Zunong y col., 2008; Butler y col., 2009). La etapa de lactancia del animal también tiene un
efecto sobre el contenido de AR en la leche (Kay y col., 2005; Stoop y col., 2009). Durante la
lactancia temprana (antes de 100 dias) el contenido de este AG es significativamente menor que en
la etapa posterior (después de 200 dias) (Kgwatalala y col., 2009; Borowiec y col., 2010; Oh, 2012).
Otra fuente importante de CLA ha sido desarrollada industrialmente para su
comercializacién debido a las multiples propiedades benéficas encontradas a los mismos isémeros.
Para ello, se han desarrollado métodos que permiten convertir el AL en una mezcla de CLA,

conteniendo principalmente los isomeros AR y 10z,12¢-CLA. Asi, por isomerizacién alcalina de
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aceites ricos en AL, como aceite de cartamo, girasol o maiz, se obtienen mezclas con cantidades
equimoleculares de ambos isOmeros (aproximadamente 40% de cada uno) y otros isémeros
minoritarios (Figura 9) (Pariza y col., 2001). Otro método para la obtencién de CLA, consiste en la
isomerizacién del AL mediante la utilizacién de bacterias especificas (Kishino y col., 2003). Este
método puede contribuir a la preparacion de isémeros con mayor grado de pureza y mdaxima
actividad bioldgica. Cabe destacar que, los niveles de CLA contenidos en los alimentos son muy
inferiores que aquellos que se pueden obtener por sustitucion con CLA obtenidos de sintesis, y
ademads, es distinta la proporcién relativa de sus constituyentes, por lo que los efectos bioldgicos

que pueden ejercer pueden ser diferentes.

Figura 9- Esquema de la reaccion de isomerizacién e hidrogenacion del AL para la sintesis quimica

de CLA*
9¢,12¢-18:2
(Acido Linoleico)

9¢,11¢-18:2 (AR)

/

104,12¢-18:2 €——> 9 111-18:2

*Adaptado de Bernas y col. (2003).

4.2- Efectos biolégicos de los CLA

El interés por los CLA comenzé a partir de los estudios de Pariza y Hargrave, en los cuales
encontraron que dicho compuesto, presente en la carne grillada, tenia propiedades antimutagénicas
(Pariza y Hargrave, 1985; Ha y col.,, 1987). Estudios posteriores corroboraron el potencial
anticancerigeno de los CLA y han extendido sus efectos benéficos a otros estados fisiopatologicos
relacionados con diversas ECNT.

La mayoria de los efectos de los CLA son atribuibles a los isémeros AR y 10¢,12¢-CLA, ya
sea, a la accidn directa de los mismos o al resultado de diversas interacciones entre ellos o con otras
variables nutricionales. Ambos isomeros poseen diferentes acciones y éstas pueden ser
consecuencia de la diferente estructura de dieno conjugado que presentan los isémeros y sus

metabolitos, como también, de su diferencial incorporacion en las fracciones de lipidos tisulares y
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metabolizaciéon. Una vez que los distintos isomeros CLA son incorporados a los tejidos, ellos
pueden ser metabolizados, secretados/excretados o retenidos en las estructuras celulares o de
depdsitos. Resultados de nuestro grupo (Scalerandi, 2013; Illesca, 2015; Farifia y col., 2019) han
demostrado que TA tiene una mayor retenciéon de CLA que otros tejidos, mientras que el cerebro
tiene una tasa de retencion practicamente cercana a la sensibilidad metodolégica.

También es importante destacar que, en relacion a los efectos bioldgicos de los CLA, se ha
observado una fuerte diferencia en la susceptibilidad a estos isomeros por parte de las distintas
especies. Asi, los ratones son los que presentan mayor respuesta metabodlica, 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 son un factor influyente en la respuesta a los CLA
(Fernandez-Quintela y col., 2004). En humanos, los efectos de los CLA hallados sobre la salud son
controversiales, y esto se debe, principalmente, a los distintos tipos de CLA utilizados, las
diferentes dosis, variaciones en la duracion del tratamiento y caracteristicas de los sujetos

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

4.2.1- Efectos sobre la carcinogénesis

El rol de los CLA en la inhibicién del crecimiento tumoral y/o su potencial efecto
metastdsico, es auin controversial. Ademds, el mecanismo exacto por el cual actdan, no es
totalmente conocido, aunque pareciera estar asociado al isémero 9¢,11#-CLA, el cual podria inhibir
la angiogenesis (Sikorski y col., 2008). Otro efecto beneficioso de los CLA en la evolucién de los
tumores podria ser la interferencia con componentes del ciclo celular. Se ha demostrado que inhiben
los niveles de ciclinas D y A, y que aumentan la expresion de pS3 (Kelley y col., 2007; Stachowska,
2008). La accidén antitumoral de los CLA también ha sido atribuida a alteraciones de la
peroxidacién lipidica, metabolismo de eicosanoides y expresion génica (Kelley y col., 2007). En
relacion a éste efecto de los CLA, es importante distinguir algunas discrepancias entre modelos
animales y humanos. En modelos animales, se ha reportado que los CLA inhiben la induccion
quimica de tumores de gldndula mamaria, piel, colon, entre otros (Sakai y col., 2006; Stachowska,
2008; Shiraishi y col.,, 2010). El efecto inhibitorio antitumoral observado, dependié de la
concentracion dietaria de la mezcla de CLA (entre 0,05-1%), y concentraciones mayores al 15% no
presentaron efecto. Sin embargo, Ip y col. (2007) observaron, en ratones, que la sustituciéon con
102,12¢-CLA, estimul6 el crecimiento y desarrollo del tumor mamario. Los resultados en humanos,
son mucho menos concluyentes. Han sido reportado efectos benéficos del 9¢,11#-CLA sobre la
apoptosis, dependientes del tiempo de tratamiento y la dosis empleada, en lineas celulares de cancer

de colon (Beppu y col., 2006). Asimismo, se ha demostrado que ambos isémeros (AR y 10z,12¢-
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CLA) suprimen la proliferacién tumoral de cdncer mamario (Koronowicz y col., 2009; McGowan y
col., 2013). Por otro lado, Larsson y col. (2009), sugieren que no hay evidencias del efecto protector
de los CLA contra el cancer de mama. Por lo tanto, con los resultados controversiales encontrados y
el bajo nimero de estudios disponibles, se considera que no hay pruebas suficientes para determinar

si la ingestion de CLA tiene un efecto significativo sobre el cdncer.

4.2.2- Efectos sobre el peso y la composicion corporal

Desde los primeros reportes realizados por Park y col. (1997) mostrando que los CLA
dietarios podrian alterar la composicién corporal en ratones, numerosos investigadores han
extendido los estudios en el tema, empleando distintos modelos animales. El efecto en la
disminucién de la adiposidad con una mezcla de isémeros CLA se ha confirmado en varios modelos
de ratones (West y col., 1998; Poirier y col., 2005a; Halade y col., 2010; Parra y col., 2010; Den
Hartigh y col., 2017), ratas (Azain y col., 2000), hamsters (Gavino y col., 2000; Navarro y col.,
2003) y cerdos (Ostrowska y col., 2003; Dugan y col., 2004; Corl y col., 2008). Sin embargo, la
suplementacion con CLA afecta de manera diferente a las distintas especies, mostrando una mayor
susceptibilidad en ratones. Muy pocos trabajos han reportado una disminucién de los depdsitos de
grasa por la sustitucién con AR (Akahoshi y col., 2003; de Roos y col., 2005; Scalerandi y col.,
2014). Por lo tanto, los cambios en la composicidon corporal se atribuyen fundamentalmente al
isémero 10¢,12¢-CLA (Park y col., 1999; Clément y col., 2002).

Los mecanismos involucrados mediante los cuales los CLA, y mds especificamente el
102,12¢-CLA, modulan la composicién corporal estdn relacionados a acciones sobre la captacidn,
oxidacién y sintesis de AG, como asi también sobre la lipdlisis. Asi, ha sido sugerido que
incrementan la tasa metabdlica basal, la transcripcién de las proteinas desacoplantes (UCP)
(Wendel y col., 2009; Shen y col., 2013 y 2015), la oxidacién de lipidos asociada a un incremento
en la expresion de las enzimas acil-CoA oxidasa (ACOX) y carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-
1), siendo esta ultima la enzima clave involucrada en la captacion de los AG en la mitocondria (De
Deckere y col., 1999; LaRosa y col., 2006; Choi y col., 2007; Kim y col., 2012; Den Hartigh y col.,
2013). En relacion a la lipogénesis (Brown y col., 2004; LaRosa y col., 2006), se ha observado una
reduccion en la expresion y actividad de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC), sintasa de 4cido
graso (FAS), y estearil-CoA desaturasa (SCD). Algunos autores han observado que una reduccion
en la actividad de la enzima lipoproteina lipasa (LPL), clave en la captacion de AG, también
contribuye a la reduccién del TA en roedores (Xu y col., 2003; Andreoli y col., 2009). Muchos de
los mecanismos subyacentes a las modificaciones enzimadticas estn relacionados a la capacidad de

los CLA de inhibir factores de transcripcion activadores de genes lipogénicos, como el PPARy y la
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proteina de unién a elementos de respuesta a esteroles (SREBP)-1. En relacion a la lipdlisis, los
efectos encontrados son controversiales. Mientras que algunos autores han observado que el
tratamiento agudo con mezcla de isomeros CLA o 107,12¢-CLA incrementa la lipdlisis en
adipocitos (Chung y col., 2005; Moon y col., 2006) y en tejido adiposo de ratones (Ippagunta y col.,
2011 y 2013), otros no han encontrado efecto en el TA de estos dltimos en estudios a largo plazo
(Simén y col., 2005). Por otro lado, numerosos autores han demostrado que los CLA tienen la
capacidad de disminuir el nimero de células adiposas por supresién de la diferenciacion y
proliferacion, como por induccién de una mayor apoptosis. Estos efectos pueden ser mediados por
la accion antagonista de los CLA sobre el PPARy (Brown y col., 2003; Kennedy y col., 2008;
Kadegowda y col., 2013), el cual cumple un rol clave en la conversiéon de preadipocitos a
adipocitos, como por una mayor expresion del TNF-a (Poirier y col., 2006; Kennedy y col., 2008).

Es importante considerar que la reduccién de las reservas de grasa inducida por los CLA,
disminuye drasticamente los niveles de adiponectina circulante (Miller y col., 2008; Den Hartigh y
col., 2017) lo que podria explicar las alteraciones en el metabolismo de glucosa y la propension a
procesos inflamatorios observadas en diferentes modelos experimentales.

Los estudios que evaluaron los efectos de los CLA sobre la composiciéon corporal en
humanos son muy controversiales debido a la menor sensibilidad frente a los isémeros y las
numerosas variables en los protocolos experimentales empleados (Wang y Jones, 2004; Silveira y

col., 2007; Kennedy y col., 2010).

4.2.3- Efectos sobre el metabolismo glucidico

Los resultados hallados en modelos experimentales alimentados con mezclas comerciales de
CLA sobre el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina son escasos y discrepantes.
En ratas obesas y diabéticas, los CLA han mostrado efectos benéficos sobre la IR y los niveles
plasméticos de glucosa (Houseknecht y col., 1998; Henriksen y col., 2003; Nagao y col., 2003).
Contrariamente, en ratones, el 107,12¢-CLA indujo IR con hiperinsulinemia y normo- o
hiperglucemia (DeLany y col., 1999; Tsuboyama-Kasaoke y col., 2000; Clément y col., 2002). Esta
diferente respuesta, puede estar asociada a la marcada pérdida de grasa corporal inducida por el
isémero 10#,12¢c-CLA, y la consecuente alteracion en las concentraciones de adipoquinas
plasmaéticas que se observa en el raton y no en la rata.

En humanos, los resultados hallados fueron estrechamente relacionados al estado fisiolégico
de los sujetos. Asi, en personas sedentarias jovenes, con buen estado de salud, los CLA han
mejorado la sensibilidad insulinica (Eyjolfson y col., 2004), a diferencia de los sujetos obesos o con

sobrepeso, donde no mostraron efectos significativos (Risérus y col., 2002a; Gaullier y col., 2004 y

Bioq. Gerstner Carolina 22 I



Introduccion

2005; Syvertsen y col., 2007; Norris y col., 2009). En cambio, en pacientes con alto riesgo de
contraer ECV, los CLA disminuyeron la sensibilidad a la insulina (Risérus y col., 2002b y 2004b).

4.2.4- Efectos sobre el metabolismo lipidico

Ha sido reportado, tanto para la mezcla, como para ambos isémeros individuales, un efecto
benéfico sobre las lesiones aterosclerdticas en conejos y hamsters (Kritchevsky y col., 2000;
Valeille y col., 2005; Wilson y col., 2006; Navarro y col., 2007). Asimismo, en animales de
experimentacion se ha demostrado una reduccién de los niveles séricos de Col, TAG y Col-LDL
(Munday col., 1999; Stangl, 2000; Lee y col., 2005). Sin embargo, numerosos estudios han
demostrado que el 10z,12¢-CLA induce hepatomegalia y esteatosis hepdtica en ratones por
redistribucion de los depdsitos de grasa (Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Clément y col., 2002),
el cual ha sido definido como un cuadro lipoatréfico (Poirier y col., 2005a), el cual pareciera tener
su origen primario a nivel del tejido adiposo. Este efecto no se observa en ratas alimentadas con el
isomero 9c¢,11t-CLA.

En humanos, algunos autores no han encontrado cambios en los niveles de lipidos y
lipoproteinas plasmaticas, especialmente con la mezcla de isémeros y con AR, en voluntarios
saludables (Smedman y Vessby, 2001; Mele y col., 2013) y en aquellos con sobrepeso/obesidad
(Risérus y col., 2004a; Eftekhari y col., 2014; Dus-Zuchowska y col., 2016). Mientras que, otros
investigadores reportaron que los CLA mejoran el perfil lipidico en ambos tipos de pacientes

(Gaullier y col., 2005).

4.2.5- Efectos sobre la respuesta inflamatoria y el sistema inmune

Numerosos estudios han demostrado que los CLA tienen la capacidad de modificar la
inmunidad influenciando la produccién de factores solubles y mediadores inflamatorios, tanto en
humanos como en modelos animales (Kelly, 2001; Bhattacharya y col., 2006). Se ha demostrado
que los CLA aumentan la funcién humoral incrementando la produccién de inmunoglobulinas (IgG,
IgM e IgA de los linfocitos de bazo) de manera dosis dependiente, y que reducen la funcion de los
macrofagos disminuyendo la sintesis de mediadores y/o enzimas inflamatorias (O’Shea y col.,
2004; Ramirez-Santana y col., 2011). También se ha visto que reducen los niveles de IgE, PGE; e
IL-12, los cuales juegan un rol crucial en las reacciones alérgicas tipo-1 (Sugano y col., 1998). Dada
la similitud entre el AL y los CLA, es probable que ciertos efectos de los CLA sean mediados a
través de una modificacion del metabolismo del AA, con los consecuentes cambios en la sintesis de
eicosanoides y mediadores lipidicos derivados de los mismos (O’Shea y col., 2004; Kwak y col.,
2009). Ademas, los CLA disminuyen la produccién de citoquinas proinflamatorias, principalmente

TNF-a e interfer6n-y, que juegan un rol central en la patogénesis de inmunopatologias crénicas
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(Akahoshi y col., 2004; Perdomo y col.,, 2011). Asimismo, se ha observado que los CLA
disminuyen la respuesta inmune innata, decreciendo la actividad de los monocitos, macréfagos y de
las células “natural killers”, como también la produccién de prostaglandinas y leucotrienos (O’Shea
y col., 2004). Existe también, una hipétesis complementaria que postula que los CLA podrian
alterar la funcién inmune interactuando con los PPARs, los cuales regulan la expresion de genes
responsables del balance energético y la inmunidad (Moya-Camarena y col., 1999; Yu y col., 2002;
Perdomo y col., 2011).

Es importante enfatizar que la mayoria de los mecanismos descriptos anteriormente con los
CLA pueden ser base para la interpretaciéon de acciones regulatorias, pero no necesariamente
pueden ser concebidos como efectos que se puedan extrapolar a los diferentes modelos
experimentales y a ambos isémeros por igual. Mds atin, el comportamiento de los isémeros
individuales, como fuera previamente demostrado por nuestro grupo (Scalerandi, 2013), depende
del entorno de otros AG, como también de la matriz, siendo asi esperado que los efectos de los

componentes aislados sean diferentes a los posiblemente observados con leches enriquecidas con

9¢,111-CLA.

5- Grasa lactea

5.1- Composicion de la grasa lactea y su impacto nutricional

Durante anos se ha insistido en recomendar un consumo preferente de productos lacteos
desnatados o con reducido contenido en grasa. Sin embargo, durante los udltimos afios se han
realizado investigaciones que han demostrado la significativa actividad bioldgica de los AG
presentes en la leche, en relacion con la salud humana (Akaln y col., 2006; German y Dillar, 2006;
Steijns, 2008; Parodi, 2009). Estudios epidemioldgicos no han encontrado o han reportado escasas
asociaciones inversas entre la ingesta de productos lacteos y el riesgo de ECV (Soedamah-Muthu y
col., 2011; de Oliveira Otto y col., 2012). Asimismo, Elwood y col. (2010) han demostrado que el
consumo de leche y productos lacteos tiene una incidencia positiva en la salud al disminuir el riesgo
sobre las ECV, ademds estudios longitudinales sugieren que no existe una correlacion entre el
consumo de leche entera y obesidad, diabetes o ECV en adultos (Mozaffarian y col., 2011; Sluijs y
col., 2012; O’Sullivan y col., 2013; Wang y col., 2014; Smith y col., 2015). En lo que respecta a la
grasa lactea (GL) no existe evidencia cientifica clara que demuestre que su consumo moderado
tenga incidencia negativa sobre las ECV (Steijns, 2008), mds atn, se ha demostrado que la GL
puede tener beneficios potenciales para la diabetes mellitus (Mozaffarian y col., 2010 y 2013;

Forouhi y col., 2014; Buijsse y col., 2015; Yu y Hu, 2018) y las ECV (Khaw y col., 2012; de
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Oliveira Otto y col., 2013; Chowdhury y col., 2014; Dehghan y col., 2018; Alvarez-Bueno y col.,
2019). Ademads, se ha sugerido que el consumo de productos lacteos puede prevenir el desarrollo de
SMet (Mena-Sanchez y col., 2019) incluidos algunos factores de riesgo como la resistencia a la
insulina (Drouin-Chartier y col., 2016a), el aumento de la presién arterial, la dislipidemia y la
obesidad abdominal, que en conjunto aumentan notablemente el riesgo de diabetes y ECV (Astrup,
2014; Hu y col., 2014; Qin y col., 2015). Las evidencias sugieren que la combinacion de péptidos
bioactivos, minerales y AG lacteos especificos (ej: 4cidos grasos de cadena ramificada, grasas
saturadas de cadena media, grasas trans especificas de rumiantes) u otros factores solubles en la GL
constituyen una matriz compleja que puede limitar los efectos nocivos como el aumento de Col por
parte de los AGS (Mozaffarian, 2015; Drouin-Chartier y col., 2016b). También se asocié un alto
consumo de productos l4cteos enteros con un menor riesgo de desarrollo de cdncer colorrectal
(Barrubés y col., 2019). Cabe mencionar que Fontecha y col. (2019) concluyeron que el consumo
de productos lacteos no afecta de manera adversa el riesgo de resultados cardiovasculares (ECV,
enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca y accidente cerebrovascular) e incluso puede tener un
débil efecto protector.

No obstante, no se puede dejar de mencionar que existen trabajos de investigacién que
observaron un efecto negativo de la leche y los productos l4cteos principalmente por un alto
consumo de los mismos (Michaélsson y col., 2014; Aune y col., 2015; Brouwer-Brolsma y col.,
2018).

La GL en la leche se presenta en forma de glébulos rodeados de una membrana de
naturaleza lipoproteica compuesta principalmente por FL y glicoproteinas cuyo nicleo estd
constituido mayoritariamente (95 %) por TAG. Su composiciéon comprende ademds otros lipidos
simples (diglicéridos, monoglicéridos, ésteres de Col y ceras), lipidos complejos (mayoritariamente
FL), Col, antioxidantes (especialmente tocoferoles) y escualeno (Jensen, 2002). Los lipidos de la
leche constituyen un vehiculo para las vitaminas liposolubles (A, D, E y K), asi como carotenoides
(Juarez y Fontecha, 2009).

Los lipidos se encuentran entre los componentes mas importantes de la leche, son una buena
fuente de energia y proporcionan atributos sensoriales y fisicos tnicos a los productos lacteos.

La composicién de TAG es compleja existiendo mds de 400 AG diferentes, que dependen
principalmente de la dieta de los rumiantes y su etapa de lactancia (Jensen, 2002; Schroeder y
Vetter, 2013; Shingfield y col., 2013; Hanus$ y col., 2018). El perfil lipidico de la GL contiene un
elevado niveles de AGS (60-70%), un 20-25 % de AGMI con un 20-22 % de 4cido oleico y un 1-4
% de AGT y 3-5 % de AGPI, en cuya fraccion estd incluido el AL y AR (Fontecha y Juarez, 2012).

Los AG que conforman los TAG de la GL provienen de dos fuentes: sintesis de novo en la glandula
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mamaria y la transferencia de AG preformados desde los lipidos dietarios. Los AG de cadena corta
y media (4:0 a 14:0) y la mitad del 16:0 se sintetizan de novo, a partir del acetato y el f-
hidroxibutirato provenientes de la fermentacion microbiana de celulosa y hemicelulosa en el rumen
(Mansbridge y Blake, 1997). Estos sustratos son transportados hacia las células epiteliales de las
glandulas mamarias. Mientras que el resto de los AG, incluido el 50% del 4cido palmitico y los AG
de cadena larga derivan de la captacion de los AG circulantes por parte de las células epiteliales de
las glandulas mamarias. Aquellos AG que provienen de la dieta, se absorben a nivel intestinal y son
transportados como TAG:; por lo tanto, la captacién de los mismos en la glandula mamaria depende
de la accion de la enzima LPL presente en la pared de los capilares. En cambio, los AG de cadena
larga que provienen de las reservas del TA del animal son transportados en la circulacién como
acidos grasos libres (AGL) y la captacién mamaria es proporcional a la concentracién plasmética
(Lock y Bauman, 2004). En condiciones normales, aproximadamente la mitad de los AG de la leche
se sintetiza de novo en la glandula mamaria, mientras que el resto proviene de la captacién de TAG
y AGL circulantes. Esta proporcion puede variar en funcion del estado fisiologico del animal y de
factores ambientales. En el primer caso, las variaciones se deben a cambios en las reservas de tejido
adiposo (Bauman y Griinari, 2003); mientras que, el componente nutricional ha sido el maés
importante dentro de los factores ambientales, siendo asi una herramienta para lograr
modificaciones en el rendimiento y composicién de la GL (Bauman y Griinari, 2001a; Bauman y
col., 2011).

A pesar del elevado contenido en AGS (65%) en la GL, s6lo la fraccién correspondiente a
los 4cidos latrico, miristico y palmitico, podria considerarse desfavorable, si se produce un
consumo excesivo (Legrand, 2008). El 4cido estedrico es considerado neutro desde la perspectiva
de la salud humana, aunque es tan efectivo para reducir el Col plasmatico como el 4cido oleico,
presente en GL en altas concentraciones (15-23%). La presencia de AGS de cadena corta (butirico y
caproico) y cadena media (caprilico y caprico), no ejerce efecto sobre los niveles del Col en sangre
(Parodi, 2004). El 4cido butirico, es un agente antitumoral, inhibe el crecimiento y la diferenciacion
de células tumorales de prostata, mama y colon, y favorece su apoptosis en animales de
experimentacion (Hassig y col., 1997; German, 1999). Por otro lado, los AG de 6 a 10 dtomos de
carbono poseen actividades antibacterianas y antivirales tanto en ensayos in vitro como en animales
de experimentacion (Thormar y col., 1994; Hilmarsson y col., 20006).

Actualmente se ha observado un creciente interés en los lipidos lacteos como fuente de
ingredientes bioactivos y funcionales cuyo consumo aporta beneficios para la salud y la prevencion

de enfermedades cronicas en humanos. En particular, cabe sefialar que la GL es la principal fuente
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natural de CLA de nuestra dieta y es reconocida la actividad de los mismos en la inhibicién del

cancer, aterosclerosis y mejoramiento de las funciones inmunoldgicas (Parodi, 2004).

5.2- Grasa lactea modificada como fuente de CLA

Los productos lacteos poseen una concentracion de CLA natural que varia de 0,34 a 1,07
g/100 g de GL (Fritsche y col., 1999 y 2000), pero esta concentracion de CLA es baja para cumplir
con funciones benéficas y/o reguladoras para el humano (Mir y col., 2004; Zlatanos y col., 2008).
Por lo tanto, se han realizado varias intervenciones para mejorar la concentraciéon de CLA en la
leche. Para este propésito se han utilizado como estrategias diferentes especies de animales, razas,
manipulaciones de la dieta, efectos estacionales, etc. (Griinari y Bauman, 1999; Bauman y col.,
1999 y 2001a).

En lo que respecta a la manipulaciéon de la dieta, los cambios mas importantes se han
logrado agregando aceites vegetales o marinos ricos en AGPI, como suplemento a la dieta del
ganado lechero o cambiando las cantidades y la naturaleza de los forrajes, particularmente las
pasturas (Dewhurst y col., 2006; Chilliard y col.,, 2007). En términos generales, cuando el
porcentaje de pasto aumenta en la dieta, se han observado aumentos lineales en ALA, AV y CLA y
disminuciones en el contenido de los AGS (Couvreur y col., 2006). En lo que respecta a la
influencia del suplemento dietario y del forraje sobre la biohidrogenacién de los AG en el rumen y
en la formaciéon de CLA. Cruz-Hernandez y col. (2007) informaron que hubo un aumento lineal del
contenido de AV y AR (entre un 66 a 85%) en funcién del nivel de aceite de girasol utilizado en la
racion; mientras que, los AGS totales disminuyeron un 18%. Bell y col. (2006), utilizando una
combinacion de aceite de cartamo con monensina, incrementaron 10 veces el contenido de AR en
comparacion con la dieta control. El uso de aceite de pescado en las raciones del ganado lechero
produjo significativos incrementos (mds de 300%) en los niveles de CLA (Chilliard y col., 2001).
Asimismo, Dhiman y col. (2000) lograron aumentar entre 305 y 318% el contenido de CLA total
usando raciones suplementadas con aceite de lino (2 y 4 %, respectivamente). En lo que respecta al
uso de pasturas fresca, estos autores (Dhiman y col.; 1999) informaron que el consumo de la misma
por el ganado bovino incrementé un 500% el contenido de CLA en la leche en comparacién con las
vacas alimentadas con una dieta que contenia 50% de forraje conservado (heno y ensilajes) y 50%
de grano. Del mismo modo, otros autores también reportaron aumentos en el contenido total de
CLA, entre un 100% (Kelly y col., 1998b) y un 187% (Tyagi y col., 2007). Mientras que, Ward y
col. (2003) informaron incrementos menores (26% para el AV y 18% para CLA) al aumentar un

25% la ingesta de pastura fresca.
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6- Esteatosis hepatica

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) se caracteriza por una evidente
esteatosis hepdtica (acimulo de grasa en higado igual o mayor al 5% del peso del 6rgano), en
ausencia de causas secundarias de acumulacion de grasa hepdtica, como son el consumo excesivo
de alcohol y otras afecciones que pueden conducir a la esteatosis hepdtica. La presencia de
esteatosis e inflamacién con lesion de los hepatocitos se define como esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH), que puede estar acompafiada de fibrosis progresiva (Chalasani y col., 2012; Haas y col.,
2016). NAFLD constituye un problema de salud importante, ya que en la mayoria de los casos estd
intimamente relacionada con obesidad, diabetes mellitus tipo 2, IR y otras anormalidades
metabdlicas, incluyendo hipertension y dislipidemia, denominadas colectivamente como SMet
(Petersen y col., 2007; Lewis y col., 2010). A su vez, constituye una de las principales causas de
cirrosis y también puede asociarse con carcinoma hepatocelular (Yasui y col., 2011).

La esteatosis ocurre cuando hay un desequilibrio entre la disponibilidad, secrecion y
eliminacién de los lipidos (Barrows y col., 2005; Lou-Bonafonte y col., 2011). Donnelly y col.
(2005) demostraron en pacientes con NAFLD, que aproximadamente el 60% de los AG que
participan en el acumulo de TAG hepdticos proceden de la lip6lisis del tejido adiposo, el 15%
directamente de la dieta (ingesta excesiva de grasa e hidratos de carbono) y el 25% restante

proceden de la lipogénesis (Figura 10).

Figura 10- Esquema que representa las contribuciones de las distintas vias metabdlicas a la

esteatosis hepatica*

Lipdlisis (60%)

Quilomicrén

S . VLDL
Glucosa e hiperinsulinemia

*Adaptado Ferré y Foufelle (2010)
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Dado que el origen especifico de los lipidos que se acumulan en el higado sigue siendo
desconocido, la comprension de los mecanismos moleculares que conducen a la esteatosis hepdtica
es importante para la prevencion y/o la reversion de esta afeccion. Entre los diferentes mecanismos

propuestos debemos considerar:

6.1- Lipolisis del tejido adiposo y captacion de los AGL por el higado

Una de las principales fuentes de AG hepéticos es el reclutamiento de AGL del torrente
sanguineo. Los mismos derivan de la lip6lisis en los adipocitos, que ocurre en el estado de ayuno,
promovido por catecolaminas, péptidos natriuréticos y glucagén, y generalmente son reprimidos por
la insulina (Arner, 2005). En presencia de IR en el tejido adiposo, los niveles de AGL son altos, a
pesar de los elevados niveles de insulina circulante, debido a la resistencia a la accién
antipolipolitica de esta hormona (Groop y col., 1989; Bugianesi y col., 2005; Lafontan y col., 2009).
Los hepatocitos captan los AGL mediante las proteinas transportadoras de AG (FATP), caveolinas,
traslocasa de AG (FAT/CD36) y/o las proteinas de unién a AG (FABP) o por difusién pasiva
(Trigatti y col., 1999; Doege y col., 2006; Berk, 2008; Snel y col., 2012). La expresion hepética de
FAT/CD36 es normalmente débil, pero aumenta con el contenido de TAG hepético (Degrace y col.,
2006; Greco y col., 2008; Buqué y col., 2010).

Los AGL si no se oxidan, se acumulan bajo la forma de TAG dentro de las gotas de lipidos
intracitoplasmaticos; una vez que se supera el umbral de almacenamiento de lipidos, la acumulacién
excesiva de AGL conduce a la produccion de metabolitos lipidicos téxicos (ceramidas,
diacilgliceroles, lisofosfatidilcolina y metabolitos de Col oxidado) (Peverill y col., 2014; Liu y col.,
2016) que promueven la sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno causando dafio hepético
(Listenberger y col., 2003; Mantzaris y col., 2011; Saponaro y col., 2015). Ademads, otros estudios
han demostrado que la inhibicién de la sintesis de TAG en higado produce una mejoria de la
esteatosis hepatica, pero exacerba el dafio de las células hepaticas debido a una mayor acumulaciéon
intra-hepatica de AGL (Neuschwander-Tetri, 2010). Estos hallazgos sugieren que la acumulacion
de TAG hepaticos podria ser un mecanismo de proteccion (Listenberger y col., 2003; Yamaguchi y

col., 2007).

6.2- Lipogénesis y esterificacion

Cuando la ingesta de carbohidratos es excesiva, la via de la lipogénesis permite su
conversion en AG, que a su vez, pueden ser esterificados a TAG en el higado. En NAFLD el

aumento de la glucemia y la hiperinsulinemia, como consecuencia de la IR, favorecen la conversion
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de glucosa en AG por aumento de la expresion de las enzimas glucoliticas y lipogénicas inducidas

por la activacion del SREBP-1c, ChREBP y LXRa (Foufelle y Ferré, 2002; Fabbrini y col., 2010).

6.3- Acidos grasos dietarios

La composicion de AG de la dieta es un factor importante capaz de influir en el
metabolismo de los lipidos hepaticos siendo capaces de regular varias vias metabdlicas (Nguyen y
col., 2008; Jump, 2011). Dado que el higado desempefia un papel clave en el metabolismo de los
lipidos, la grasa de la dieta y sus metabolitos oxidados no solo pueden influir en la patogénesis de
las enfermedades hepaticas (El-Badry y col., 2007; Lee y col., 2007; Feldstein y col., 2010a y
2010b; Leamy y col., 2013; Santoro y col., 2014), sino también pueden prevenir y/o revertir las
manifestaciones de NAFLD (Masterton y col., 2010). En particular, se ha informado que los AGPI
n-3 pueden reducir la acumulacién de TAG en el higado (Xin y col., 2008; Di Minno y col., 2012),
mientras que una dieta con alta proporcién n-6/n-3 podria inducir higado graso (El-Badry y col.,
2007). Ademas, los AGS son mas lipotoxicos que los AGMI o AGPI (Leamy y col., 2013), y se ha
demostrado que los mismos causan disfuncion hepética al promover el estrés y la apoptosis del
reticulo endopldsmatico (RE) (Wang, D. y col., 2006; Wei y col., 2006; Pfaffenbach y col., 2010).

Es importante destacar que el exceso de energia suministrada por la grasa a menudo conduce
a una menor utilizacién de glucosa en los tejidos, causando hiperglucemia e hiperinsulinemia

(Ikemoto y col., 1996).

6.4- Secrecion de VLDL-TAG

El higado secreta TAG en forma de particulas VLDL, que son transportadas hacia los tejidos
periféricos y convertidos en lipoproteinas de baja e intermedia densidad, por la enzima LPL. En
NAFLD, la cantidad de lipidos para el ensamblaje aumenta, ademds existe una incapacidad de la
insulina para disminuir la produccién de VLDL (Adiels y col., 2007) lo que trae como resultado un
aumento en la trigliceridemia. Aunque la exposicion crénica a la insulina induce mayor produccion
de VLDL, el incremento de su secrecion no compensa la excesiva formaciéon de TAG,

manteniéndose la esteatosis (Choi y Ginsberg, 2011).

6.5- Oxidacion de acidos grasos

La disminucion de las vias de utilizacion de los AG también puede generar esteatosis
hepatica. Los AG son catabolizados a través de la f-oxidacién mitocondrial y peroxisomal y de la
w-oxidacién en el RE, siendo la B-oxidacién mitocondrial, la via dominante de metabolizacién de

los AG de cadena corta, media y larga (Tessari y col.,, 2009). En NAFLD aparecen cambios
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adaptativos dirigidos a incrementar la B-oxidacion mitocondrial para compensar la excesiva
captacion y sintesis de novo de los AG (Kotronen y col., 2009). Sin embargo, al sobrepasarse la
capacidad oxidativa, los lipidos se acumulan en los hepatocitos. Por ejemplo, un incremento de
malonil-CoA puede comprometer la B-oxidacion y favorecer el acumulo de los AG por su funcién
inhibidora sobre la CPT-1, enzima que regula la entrada de los AG en la mitocondria (Lavoie y
Gauthier, 2006). También una menor actividad oxidativa en los peroxisomas induce una esteatosis
severa microvesicular (Reddy y Rao, 2006), mientras que la activacién de PPARa puede prevenir
y/o disminuir la acumulacién de lipidos en el higado (Chou y col., 2002; Ip y col., 2003; Harano y
col., 2006).

7- Resistencia a la insulina y esteatosis hepatica

Estudios han demostrado que la IR periférica (en TA) seria el primer acontecimiento que
originaria un aumento del flujo de AGL al higado, mediante la reduccién del efecto supresor de la
lipdlisis por la insulina en el tejido adiposo (Ginsberg y col., 2005). En NAFLD el higado se hace
resistente a la acciéon de la hormona, incrementando la gluconeogénesis y la glucogendlisis
(Bugianesi y col., 2005) mientras que, por el contrario, responde a la hiperinsulinemia aumentando
la transcripcion de los genes lipogénicos. El aumento en la produccién de glucosa hepdtica acoplada
a su menor captacion periférica acentda la hiperglucemia e incrementa la secreciéon de insulina,
aumentando todavia més la lipogénesis hepatica (Morino y col., 2006). Sin embargo, no esté claro
si la IR hepdtica es la causa o la consecuencia de la esteatosis (Kotronen e Yki-Jarvinen, 2008).

La hiperinsulinemia crénica deteriora atin mds la sefializacién de la insulina en el higado y
en el musculo esquelético, lo que promueve la esteatosis hepatica (Cusi, 2009). El tejido adiposo
resistente a la accién insulinica produce cantidades excesivas de AGL a través de la lipdlisis,
incrementa la produccion de TNFa e [L-6 (Hotamisligil y col., 1993) creando un circulo vicioso de

acumulacion de metabolitos lipotdxicos, esteatosis y resistencia a la insulina (Arner, 2003).

8- Modelos experimentales de esteatosis hepatica

Los modelos animales constituyen una valiosa herramienta para comprender los procesos
fisiopatologicos asociados con diferentes enfermedades, y en nuestro caso en particular con la
esteatosis hepdtica. Asi, entre otros, se puede profundizar en el conocimiento de las causales, sus
caracteristicas histolégicas y ensayar nuevas terapias. Se distinguen dos grandes grupos de modelos
animales: los que son resultado de modificaciones genéticas (espontdneas o artificiales) o los
inducidos por agentes externos (dieta, firmacos o toxinas). En ciertas ocasiones es necesario

combinar ambos tipos. La capacidad de modificar genéticamente animales, mediante la

Bioq. Gerstner Carolina 31 |



Introduccion

sobreexpresion de genes que promueven la lipogénesis o eliminacion de genes especificos que
regulan la oxidacion de AG, o aprovechar mutaciones naturales, ofrece una via para descifrar los
mecanismos asociados al desarrollo de higado graso no alcohdlico. Dentro de los agentes externos
podemos citar: la inhibicién de la oxidacién de AG por hormonas y/o toxinas, induccién de la
lipogénesis hepatica por toxinas y principalmente el uso de distintas dietas.

Los modelos basados en dietas tienen distintos mecanismos de accion, entre ellos:

8.1- Dietas deficientes en colina y metionina

Las dietas deficitarias en colina y metionina (MCD) alteran la B-oxidacién mitocondrial
(Leclercq y col., 2000) y provocan alteraciones en la secrecion hepatica de VLDL (Ibrahim y col.,
2016), lo que resulta en una acumulacién de lipidos en el higado, estrés oxidativo, muerte de las
células hepdticas y cambios en las citoquinas y adipoquinas (Lau y col., 2017). Aunque la dieta
MCD provoca un rapido inicio del fenotipo de NASH, los animales no exhiben ninguna otra
caracteristica metabdlica como las que se observan en la NAFLD humana, incluida la obesidad, la
resistencia periférica a la insulina y la dislipidemia. Por lo tanto, este modelo generalmente se
considera mds adecuado para estudiar los eventos intrahepaticos en relacion con NASH vy el
tratamiento farmacolégico de NASH, que para investigar distintos aspectos del NAFLD (Byrne y
Targher, 2015). Una variante experimental de este modelo estd basado en dietas deficitarias en

metionina y colina, y ricas en grasa (Ustundag y col., 2007).

8.2- Dieta rica en colesterol y acido célico

La dieta aterogénica basada en una dosis relativamente alta de Col (1-1,25%) y é4cido cdlico
(0,5%) (Matsuzawa-Nagata y col.,, 2007) ha demostrado ser util como modelo animal de
aterosclerosis. La presencia de acido célico promueve la absorcion de Col y grasa, suprime la
conversion de Col en 4cidos biliares, reduce su eliminacién y aumenta sus niveles séricos,
promoviendo de este modo el desarrollo de aterosclerosis (Nishina y col., 1990). Ademas, la dieta

induce esteatosis, inflamacion y fibrosis.

8.3- Dieta deficiente en arginina

Las dietas deficitarias en arginina conducen a esteatosis hepdtica en los roedores a través de
un incremento en la biosintesis lipidica hepética. El mismo estaria mediado por una significativa
reduccion del contenido hepdtico de ATP y anormal metabolismo del 4cido ordtico en ratas,

hamsters o conejos (Milner y Hassan, 1981).
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8.4- Dietas ricas en carbohidratos simples

Las dietas ricas en fructosa y/o sacarosa promueven la sintesis hepatica de TAG y su
liberacién en plasma en forma de VLDL. Tanto en ratas como en ratones, estos carbohidratos
producen esteatosis simple, sin caracteristicas de NASH, e induce un aumento del peso corporal,
ademads de provocar hipertrigliceridemia e hiperglucemia (Spruss y col., 2009; Mamikutty y col.,
2015), considerandose un modelo aceptado de SMet.

Una variante de este modelo es con adicién de grasas saturadas, las cuales realizan un
importante aporte de lipidos exdgenos con funciones también deletéreas. Asi, dietas ricas en
sacarosa/grasas (20% de grasas de origen animal, 53% de sacarosa y 2% de Col) inducen higado
graso en roedores (Loria y col., 1976). En modelos semejantes, se demostré que los animales
ademds de esteatosis, obesidad y resistencia a la insulina, progresan a un fenotipo similar a NASH
acompanado de fibrosis (Kohli y col.; 2010; Ishimoto y col., 2013; Kanuri y Bergheim, 2013;
Verbeek y col., 2015 y 2016).

8.5- Dieta de cafeteria

La dieta de cafeteria contiene alimentos de consumo humano altamente energéticos y muy
sabrosos (ricos en grasas, azucares y sal) (Sclafani y Springer, 1976) que inducen hiperfagia
continua y desencadenan obesidad, esteatosis con intolerancia a la glucosa e inflamacién en
animales de laboratorio (Sampey y col., 2011). Este tipo de dieta estd muy estrechamente alineado

con los patrones dietéticos observados en humanos (Martire y col., 2013).

8.6- Dietas ricas en grasas

Existen numerosos modelos animales con dietas ricas en grasas, difiriendo entre otros, en el
tipo y cantidad de grasa dietaria, que presentan alteraciones comunes a enfermedades observadas en
humanos (Buettner y col., 2006; Koppe y col., 2009; Hariri y col., 2010; Krishnan y col., 2014). Se
han usado multiples dietas conteniendo altos niveles de grasa (HFD) (20-60% de energia), cuyo
componente lipidico fueron derivados de animales (manteca de cerdo, sebo de res, aceites de
pescados) y de aceites vegetales (palma, maiz, coco, o aceite de cartamo) (Buettner y col., 2007).
En general, HFD pueden inducir en roedores: obesidad, intolerancia a la glucosa, dislipidemia,
aumento de la expresion de citoquinas proinflamatorias (Takahashi y col., 2012; Hu y col., 2018),
ademds de provocar un aumento en los TAG hepaticos.

Si bien las dietas ricas en AGS son consideradas mds perjudiciales que las que contienen

AGPI (Bray y col., 2002; Buettner y col., 2006; Hariri y col., 2010; Krishnan y col., 2014), se ha
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demostrado que los AGPI exhiben mayor sensibilidad al dafio inducido por especies reactivas de
oxigeno, la susceptibilidad a la oxidacién aumenta exponencialmente en funcién del nimero de
dobles enlaces por molécula de AG (Bielski y col., 1983). Las dietas altas en AGS de cadena larga,
son mds obesogénicas que las ricas en AGMI y AGPI, ya que estos AG se usan de manera
ineficiente para la produccién de energia y, por lo tanto, se almacenan mas facilmente (Storlien y
col., 2001). Por su parte, los AGS de cadena corta se metabolizan muy rdpidamente, no se depositan
en los tejidos y en consecuencia, tienen muy bajo poder obesogénico (Hariri y col., 2010). Estudios
con roedores alimentados con altos contenidos de grasas animales y/o vegetales (Chalkley y col.,
2002; Gustafson y col., 2002; Lee, J. y col., 2005; Honors y col., 2012) a diferencia de aquellos
alimentados con aceites ricos en AGPI-CL n-3 (Storlien y col., 1987 y 1996) han mostrado que
desarrollan hiperglucemia, hiperinsulinemia e IR sistémica (Ikemoto y col., 1996; Buettner y col.,
2007; Ferramosca y col., 2013). Las relaciones existentes entre obesidad y alteraciones en el
metabolismo glucidico, pueden estar exacerbadas por los niveles de citoquinas. Especificamente, la
adiponectina disminuye en obesidad (Tsuchida y col.; 2004) y esto correlaciona con una baja
sensibilidad a la insulina y disminucién de la utilizacién periférica de la glucosa. Ademds, se ha
reportado que las dietas enriquecidas en grasa modifican la composicién de los FL. de membranas
musculares, influyendo en la unién de la insulina y/o en la funcién del GLUT4 (Pan y Storlien,
1993; Liu y col., 1994). Efectos similares a los observados en el metabolismo de la glucosa, han
sido observados en el contenido de los TAG circulantes, donde roedores alimentados con HFD a
base de grasa animal y/o vegetal (Yaqoob y col.,, 1995; Briaud y col.,, 2002), presentan
hipertrigliceridemia, mientras que en los alimentados con aceite de pescado los niveles de TAG
circulantes tendieron a disminuir (Rokling-Andersen y col., 2009).

En ratas se ha demostrado que HFD puede progresar de la esteatosis a alteraciones
bioquimicas observadas en procesos clinicos de NASH (Baumgardner y col., 2008), lo que dificulta
la reversion de las alteraciones y agrava el cuadro metabdlico conduciendo a consecuencias mas

severas.

En virtud del potencial poder funcional y aplicaciéon al consumo humano, la grasa lactea
modificada (GLM) caracterizada por moderada carga de compuestos biologicamente activos
(9¢,11-CLA y AV) y bajos niveles de AGS aterogénicos (12:0, 14:0 y 16:0), pareciera tener
grandes ventajas distintivas frente a aquellas adicionadas de CLA comerciales. Asi, nos resultd
relevante investigar algunos de los potenciales efectos benéficos que podria tener la GLM vy los
mecanismos involucrados en la posible prevencion o atenuacion de la formacion de higado graso,

acumulacion de lipidos en TA, alteraciones en la utilizacién de la glucosa e inflamacién en un

Bioq. Gerstner Carolina 34 |



Introduccion

modelo experimental que comparte alteraciones de muy alta prevalencia y repercusion en la morbi-
mortalidad de nuestra poblacion. Asimismo, los resultados podrdn tener alta repercusion en la
profundizacién del conocimiento de las propiedades bioactivas de los componentes de la GLM,
como de los mecanismos bioquimicos y moleculares de accidén, permitiendo colaborar a una
posterior intervencién o prevencion de alteraciones producidas nutricionalmente.

Asi, basados en: 1) ingestas elevadas de grasas y/o desequilibrios en el tipo de AG aumentan
la acumulaciéon de lipidos en higado y tejido adiposo, como asimismo pueden incrementar la
inflamacién, factores criticos para el desarrollo de enfermedad de higado graso no-alcohdlico
(NAFLD), dafio hepatico y alteraciones en la utilizacion de la glucosa, 2) variaciones en los niveles
y tipos de AGS y AGI de la GL son determinantes de las alteraciones en el metabolismo lipidico e
hidrocarbonado, como asi también sobre el efecto pro-inflamatorio, 3) si bien existen resultados
controvertidos, los CLA han mostrado acciones benéficas incluyendo: antiobesogénicas,
antidiabetogénicas, antiinflamatorias y atenuantes de la acumulacién lipidica en higado y otros
tejidos, 4) los efectos y mecanismos de accién de los distintos CLA dependen del isémero
individual considerado y de la relacion entre ellos, y con otros AG no isoméricos, 5) el AV es un
AGT natural, que a diferencia de los AGT de origen sintéticos, tiene efectos funcionales per se
sobre el metabolismo lipidico y glucidico, ademds de ser un precursor del AR cuyos efectos
benéficos son mds reconocidos, 6) que modificaciones de la alimentacién del ganado con pastura y
aceites ricos en AGPI-CL, sin la adicién de compuestos de sintesis y por procesos totalmente
naturales, es posible modular la composicion de la GL disminuyendo los AGS (principalmente los
aterogénicos), aumentando las relaciones AGl/ AGS y AGPI n-3/ AGPI n-6, al mismo tiempo que
los niveles de AR y AV, produciendo asi una GLM con propiedades bioactivas, podemos formular
las siguientes hipétesis: 1) la GLM caracterizada por una reduccién de AGS e incremento de AG
bioactivos (AR y AV) disminuye o atenda la acumulacién lipidica en tejido hepdatico, muscular y
adiposo, al mismo tiempo que mejora la utilizacion de la glucosa, y 2) los mecanismos involucrados
en estas potenciales propiedades funcionales pueden fundamentarse en un mejoramiento del balance
oxidacion/biosintesis de AG, cambios en la composicion de AG tisulares, reduccién del estrés
oxidativo, incremento de biomoduladores con efectos predominantemente oxidativos, incremento
de la secrecion hepatica de pre-B-lipoproteinas y modificaciones en el equilibrio

captacion/liberacion de AG por los tejidos periféricos.
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OBJETIVOS

En funcién de todo lo expuesto anteriormente, se plantearon los siguientes objetivos del

trabajo de tesis:

Objetivo general

Investigar los mecanismos involucrados en los potenciales efectos benéficos de una GLM
ricaen CLA y AV, y reducida en AGS, sobre la prevencion o atenuacion de la formacién de higado
graso y alteraciones en el metabolismo intermedio glucidico y lipidico, inducidas por la

alimentacion crénica con altos niveles de lipidos dietarios en un modelo experimental animal.

Objetivos especificos

1.- Evaluar, durante los tratamientos experimentales, pardmetros nutricionales incluyendo:
consumo de alimentos e ingesta energética, ganancia de peso.

2.- Estudiar, al final del tratamiento dietario: composicién corporal, como también, peso del
higado, de los tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal, y del misculo gastrocnemio.

3.- Determinar los potenciales cambios en los niveles séricos/plasmédticos de TAG, Col,
glucosa e insulina.

4.- Determinar la incorporacién y retenciéon de AV y AR en los lipidos de suero, higado,
tejido adiposo y misculo gastrocnemio; como también la conversiéon de AV en AR en dichos
tejidos.

5.- Estudiar el impacto de las variables nutricionales sobre la composicién de AG en plasma,
higado, tejido adiposo y musculo gastrocnemio.

6.- Analizar el contenido de TAG en higado y muisculo gastrocnemio.

7.- Evaluar los mecanismos involucrados en la posible prevencién de la formacion del
higado graso y de alteraciones en pardmetros lipidicos en plasma y tejidos claves. Las mismas
incluyen: secrecion hepatica “in vivo” y remocion plasmatica de TAG-pre-p lipoproteinas por el
tejido adiposo epididimal y muisculo gastrocnemio.

8.- Evaluar las actividades y expresiones relativas de enzimas claves de la lipogénesis y
biosintesis hepatica de acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (AGPI-CL).

9.- Estimar la expresion relativa de factores de transcripcion claves en la regulacion del

metabolismo lipidico y glucidico en los principales tejidos reguladores.
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10.- Cuantificar la capacidad oxidativa de AG en higado, musculo gastrocnemio y tejido
adiposo mediante la actividad y expresion de las enzimas claves.

11.- Medir la expresion génica de enzimas involucradas en la lipdlisis del tejido adiposo
epididimal.

12.- Estimar el dafio peroxidativo y el estado de las defensas antioxidantes a nivel hepatico.

13.- Medir la expresion génica de algunos biomoduladores del metabolismo lipidico/
inflamatorio en tejido adiposo epididimal e higado.

14.- Evaluar la capacidad de asimilaciéon y metabolizacion de la glucosa por los tejidos
periféricos a través de un test de tolerancia oral a la glucosa.

15.- Cuantificar los niveles de metabolitos glucoliticos en musculo gastrocnemio, como asi
también el flujo a través de algunas enzimas claves del metabolismo de la glucosa.

16.- Determinar las actividades y expresiones de algunas enzimas clave del metabolismo de

la glucosa en tejido muscular.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los estudios fueron programados seglin normas internacionales para el uso de
animales de laboratorio (Guide to the Care and Use of Experimental Animals of Laboratory) y

fueron aprobadas por el comité de ética de la FBCB-UNL.

1- Dietas experimentales

Para investigar los posibles efectos metabodlico-nutricionales potencialmente benéficos de
una “Grasa Lactea Modificada” (GLM) y los mecanismos involucrados en la posible prevencion o
atenuacion de la formacién de higado graso, se alimentaron animales de experimentacion con dietas
preparadas en el laboratorio a partir de los componentes de grado alimenticio. Las mismas se
basaron en las recomendaciones emanadas del comité ad hoc del “American Institute of Nutrition”
(Reeves y col., 1993).

- S7 (Soja a niveles recomendados de grasa): dieta control segin las recomendaciones emanadas del
comité ad hoc del “American Institute of Nutrition” (AIN-93G) para roedores en crecimiento
(Reeves y col., 1993) conteniendo 7% (p/p) de aceite de soja (AS).

- S30 (Soja a niveles elevados de grasa): dieta control al 30% (p/p) de grasa, obtenida a partir de la
sustitucion de 23% (p/p) de los hidratos de carbono (almiddn) de la dieta S7 por 23% (p/p) de aceite
de soja.

- GL30 (Grasa Léctea a niveles elevados de grasa): se sustituyd 27 % del aceite de soja de la dieta
S30 por 27% de GL.

- GLM30 (Grasa Lictea Modificada a niveles elevados de grasa): se sustituyd 27% del aceite de
soja de la dieta S30 por 27% de GLM enriquecida con CLA natural y mejorada en la composiciéon
de los AGS.

- GLE30 (Grasa Lactea Estandarizada a niveles elevados de grasa): se sustituyé 27% del aceite de
soja de la dieta S30 por 27 % de GLE a equivalentes niveles de grasa saturada e insaturada que la
GLM30.

Todas las dietas cumplieron las recomendaciones de AG esenciales para asi evitar cualquier
posible alteracién como consecuencia de un déficit dietario de los mismos. Cada dieta fue preparada
semanalmente, conservada a -20°C y ofrecida a los animales diariamente durante el periodo
experimental (60 dias).

La GL fue adquirida de comercios locales.
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La GLM fue obtenida por pequeios y medianos productores de leche. La metodologia para
la obtencion de la GLM se basé en la suplementacion del ganado con aceites ricos en AGPI. Debido
a dificultades para garantizar la obtencién de grasas licteas con elevados niveles de CLA
(aproximadamente 3% de AR) se trabajé con GLM con niveles moderados de CLA (1,90-2,30 g
CLA/100g), los cuales pueden ser facilmente transferidos a empresas ldcteas para su
comercializacion.

La GLE se obtuvo por mezclado de GL con aceite de oliva, soja y maiz para obtener
equivalentes niveles de AGS, AGI totales y la misma relacion AGPI n-3/n-6 que la GLM.

El grupo S30 (conteniendo 53% de calorias como grasas), tuvo como fundamento estimular
la acrecién de lipidos en tejidos claves para producir algunas de las alteraciones observadas en la
enfermedad de higado graso no alcohdlico humano (NAFLD). Frente a dicho grupo, la dieta GLM
permite inferir los efectos ocasionados por los cambios composicionales en todos los AG dietarios.

La comparacién de la GLM con la GL permitié distinguir los potenciales efectos benéficos
de la modificacién total en la composicion de AG de la grasa lactea; especificamente por: 1)
enriquecimiento de 9¢,11~-CLA (mas su precursor: AV) y 2) mejoramiento del perfil de AG por
reduccién de AGS. Dado que los posibles efectos benéficos podrian ser debidos a la presencia de
9¢,11#-CLA o a la disminucién en los niveles de AGS, se comparé los resultados del grupo GLM
con el grupo GLE. Asi, de encontrarse diferencias entre GLM y GLE las mismas son debidas al

efecto del CLA (y su precursor: AV).

Tabla 1- Composicion de las dietas experimentales (g/kg dieta)

S7 S30 GL30 GLM30 GLE30

Almidén 529,5 299,5 299,5 299,5 299,5
Sacarosa 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Caseina 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0
Aceite de soja 70,0 300,0 30,0 30,0 30,0
GL - - 270 - -
GLM - - - 270 -
GLE - - - - 270
Fibras 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
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Vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Minerales 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0

L-Cisteina +

L-Metionina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia

16529 21344 21344 21344 21344
(KJ/Kg)

Grupos experimentales: S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta
conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo
27% de GLE+ 3% de AS.

La composicion de AG de los lipidos constituyentes de las grasas y aceites, como metil
ésteres, se evalio por cromatografia gaseosa (GC) con un cromatégrafo 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 estdndares comerciales. La composicion de AG de las
dietas experimentales se muestra en las Tabla 2. Se preservo la calidad de las grasas y aceites para
minimizar procesos de oxidacion a través de la eliminacion del oxigeno por desplazamiento con gas
nitrégeno y se controld antes de su uso el grado de deterioro mediante la evaluacion del indice de
peréxidos, AGL y formacién de dienos, trienos y tetraenos conjugados por andlisis espectrales de

absorcién (AOAC).

Tabla 2- Perfil de dcidos grasos de las dietas experimentales (% del total AG)

Acido graso S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
4:0 ND ND 2,86 2,36 2,25
6:0 ND ND 1,74 1,36 1,37
8:0 ND ND 1,02 0,77 0,80
10:0 ND ND 2,19 1,77 1,72
12:0 iso ND ND 0,22 0,14 0,17
12:0 ND ND 2,46 2,18 1,94
9c-12:1 ND ND 0,06 0,05 0,05
14:0 0,07 0,07 9,04 8,27 7,12
15:0 iso ND ND 0,21 0,14 0,17
15:0 anteiso ND ND 0,37 0,33 0,29
9c-14:1 ND ND 0,69 0,82 0,54
15:0 ND ND 0,86 0,68 0,68
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16:0 iso ND ND 0,18 0,12 0,14
16:0 11,05 11,05 27,40 22,23 25,09
11z-16:1 ND ND 0,06 0,12 0,04
17:0 iso ND ND 0,27 0,38 0,21
7c-16:1 ND ND 0,18 0,04 0,14
9¢-16:1 0,07 0,07 0,97 1,04 1,14
17:0 anteiso ND ND 0,34 0,34 0,27
17:0 0,09 0,09 0,42 0,31 0,35
9¢-17:1 ND ND 0,13 0,09 0,10
18:0 4,26 4,26 11,81 11,23 9,70
81-18:1 ND ND 0,25 0,38 0,20
9¢-18:1 ND ND 0,21 0,34 0,16
10z-18:1 ND ND 0,43 1,05 0,34
11#-18:1 (AV) ND ND 1,88 4,26 1,48
9c-18:1 (AO) 19,86 19,86 22,73 24,98 28,86
11¢-18:1 1,17 1,17 0,87 1,55 1,62
12¢-18:1 ND ND 0,20 0,55 0,16
14¢-18:1 ND ND ND 0,29 ND
15¢-18:1 ND ND ND 0,13 ND
9¢, 12¢-18:2 ND ND 0,11 0,25 0,09
9¢c, 12¢-18:2 ND ND ND 0,12 ND
9¢, 12¢-18:2 ND ND ND 0,13 ND
9¢, 12¢-18:2 (AL) 54,89 54,89 7,35 7,53 10,24
6c, 9¢c, 12¢-18:3 (GLA) 0,33 0,33 0,14 0,14 0,12
20:0 0,43 0,43 0,04 0,04 0,10
5¢-20:1 0,36 0,36 0,04 0,04 0,04
9¢, 12¢, 15¢-18:3 (ALA) 6,24 6,24 1,14 0,94 1,17
8c-20:1 0,18 0,18 0,04 0,15 0,04
11¢-20:1 ND ND ND ND 0,05
9¢, 11£-18:2 (AR) ND ND 0,78 2,07 0,62
11c, 14¢-20:2 0,03 0,03 ND ND ND
8¢, 11c, 14¢-20:3 (DGLA) ND ND 0,02 0,05 0,02
22:0 0,37 0,37 0,09 0,09 0,10
11c, 14¢, 17¢-20:3 ND ND ND 0,07 ND
Sc, 8¢, 11c, 14¢-20:4 (AA) ND ND 0,09 0,02 0,11
24:0 0,10 0,10 0,04 0,01 0,03
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7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:5 ND ND 0,05 0,03 0,04

> NI 0,50 0,50 0,05 0,06 0,14

Grupos experimentales: S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta
conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo
27% de GLE+ 3% de AS. ND: no detectado. NI: no identificado. X NI: sumatoria de AG no identificados.

2- Seguimiento experimental de los animales

Se emplearon ratas machos de la cepa Wistar provistas por el Centro de Medicina
Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (Esperanza, Santa Fe), las cuales se
alojaron en las facilidades del Departamento de Ciencias Bioldgicas de la FBCB en un ambiente
con ciclo luz-oscuridad de 12 hs, a temperatura controlada (23 + 2°C) y libre acceso al agua y
comida. Los animales alimentados con dieta estandar de laboratorio para ratas en crecimiento, luego
de un periodo de aclimatacion en el bioterio y habiendo alcanzado los 100 + 10 g de peso, fueron
distribuidos aleatoriamente en los 5 grupos experimentales y alimentados durante 60 dias con
alguna de las dietas anteriormente mencionadas. Asi, los grupos dietarios utilizados a lo largo del
trabajo de tesis fueron identificados como: S7, S30, GL30, GLM30 y GLE30. Para desarrollar las
diferentes experiencias se emplearon 3 lotes de los 5 grupos dietarios con un tamafio muestral de 6
animales por grupo y por lote experimental.

A lo largo de todo el tratamiento dietario se realiz6 el seguimiento de la ingesta energética

de alimentos y de los pesos corporales de los animales.

2.1- Ingesta energética

La ingesta energética se calculé multiplicando la ingesta dietaria (g) por la densidad calérica
de la dieta (KJ/g de alimento). La ingesta dietaria se determiné por la diferencia entre la comida
ofrecida y remanente corregidos por los cambios en la humedad. Para corregir los cambios en el
contenido de agua, se llevaron a peso constante una fraccién de la dieta proporcionada y el
remanente de la dieta ofrecida. Con el factor de correccion de humedad estimado por el peso
humedo/ peso seco de la dieta ofrecida, y el peso seco de la dieta remanente, se determiné la masa

de alimento sobrante en base humeda.

2.2- Ganancia de peso

Con los datos obtenidos del registro diario de peso de los animales de cada grupo
experimental (promedio + SEM) se confeccionaron curvas de peso. Se calculd, ademds, la ganancia

de peso por diferencia entre el peso al final y al inicio de la experiencia (n=6 por grupo).
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2.3- Sacrificio de los animales y toma de muestras

Al finalizar el tratamiento dietario experimental, los animales fueron ayunados 8-10 hs. y
sacrificados (9.00-11.00 am) bajo anestesia (1 mg acepromicina + 100 mg ketamina/Kg peso). Se
extrajeron muestras de sangre por puncion cardiaca con o sin anticoagulante (segin corresponda) y
se centrifugaron a 4°C. El plasma/suero obtenido fue alicuotado y procesado de inmediato o
congelado a -80°C hasta el momento de su valoracion, segun corresponda. Higado, tejido adiposo
epididimal (TAE), tejido adiposo retroperitoneal (TAR) y musculo gastrocnemio fueron extraidos
en forma completa, pesados y alicuotas de cada uno de ellos fueron congeladas con una pinza
enfriada en nieve carbdnica, morterizadas y conservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta su
procesamiento. En requerimiento de muestras frescas, detalles son provistos en las determinaciones

especificas.

2.4- Composicion corporal

Animales que cumplimentaron los tratamientos nutricionales fueron anestesiados y
sacrificados para evaluar la composicion corporal de la carcasa. Los cuerpos de los animales, fueron
rasurados para eliminar el pelo en su totalidad. Posteriormente se realizé una incision abdominal y
fueron eviscerados. Las carcasas fueron pesadas y llevadas a estufa a 60°C hasta pesada constante,
para lograr el secado total de las mismas y estimar el contenido porcentual de agua. Cada una de las
carcasas secas fueron trituradas hasta obtener una muestra homogénea, a partir de la cual, distintas

alicuotas fueron utilizadas para las determinaciones de los contenidos de proteinas y grasas.

2.4.1- Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua fue determinado por diferencias de pesadas mediante método de
secado térmico a 60°C (Whindham, 1999). Los resultados se expresaron como g de agua/100 g de

carcasa.

2.4.2- Determinacion del contenido de proteinas

La cuantificacién de nitrégeno (N) en alicuotas de carcasas secas y trituradas se realizd
mediante el método de Kjeldahl (Windham, 1999). Para ello, la muestra se digirié con H,SO4
concentrado con el fin de destruir oxidativamente la materia orgdnica. De esta manera todo el N
orgdnico fue transformado en HsN, el cual quedd retenido como (H4N),SO4. El proceso fue
acelerado mediante catalizadores como CuSQO, y Se, y por elevacién de la temperatura de ebullicién
del H,SO, por el agregado de Na,SO4 o K,SO,4 anhidro. El resto de la materia orgdnica fue

transformada en CO, y H,O, que se eliminé por calentamiento. E1 H4N" se transformé en H3N por
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adicién de una solucién alcalina (NaOH concentrado). Este HsN fue arrastrado por vapor de agua y
recibido en un frasco colector conteniendo HC1 0,1N. El exceso de HCl que no reaccion6 con el
H:3N se titul6 con NaOH 0,1N. 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 carcasa 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.
2.4.3- Determinacion del contenido de grasa

La cuantificaciéon del contenido de grasa total se realiz6 en alicuotas de carcasas secas
mediante el método extractivo con éter de petréleo utilizando el extractor tipo Twisselman. La
cantidad de grasa se obtuvo por gravimetria (Windham, 1999). Los resultados se expresaron como g

de grasa/100 g de carcasa.

3- Parametros metabdlicos plasmaticos y tisulares
3.1- Cuantificacion de triacilglicéridos en suero

La concentracién de triacilglicéridos (TAG) en suero fresco fue determinada mediante un
método enzimdtico empleando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina). El método se
basa en la hidrélisis enzimdtica (lipasas) de los TAG generando glicerol y 4cidos grasos libres. El
glicerol es fosforilado a glicerol-fosfato en presencia de la enzima glicerol kinasa y ATP, luego este
derivado fosforilado es oxidado con produccién de peréxido de hidrégeno por accién de glicerol
fosfato oxidasa. El producto final de color es una quinonimina roja formada a partir del peréxido de
hidrégeno, 4-aminofenazona y clorofenol, con la accién catalitica de una peroxidasa. La
quinonimina posee un pico de absorcién a 505 nm. La intensidad de color es directamente
proporcional a la concentraciéon de TAG presentes en la muestra. Los resultados fueron expresados

en g/l.

3.2- Cuantificacion de colesterol total en suero

La concentracion de colesterol (Col) total en suero fresco fue determinado mediante un
método enzimdtico utilizando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina). El método se
fundamenta en la hidrdlisis enzimdtica de los ésteres de Col por la enzima colesterol esterasa
liberando colesterol y AG. El Col producido en esta reaccion, mds el Col libre, es oxidado por
accion de una colesterol oxidasa, con formacién de peréxido de hidrégeno. Este ultimo, en

presencia de peroxidasa y fenol, oxida el cromdégeno 4-aminofenazona a un compuesto de color
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rojo. La quinona roja formada posee un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad de color es
directamente proporcional a la concentracion de Col presente en la muestra. Los resultados se

expresaron en g/1.

3.3- Cuantificacion de glucosa plasmatica

La concentracion de glucosa en plasma se determindé mediante un método enzimédtico
empleando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina). El fundamento se basa en que la
glucosa circulante es oxidada por la glucosa oxidasa, a 4cido glucénico y peréxido de hidrégeno.
Este dltimo en presencia de peroxidasa, oxida al cromégeno 4-aminofenazona/ 4-hidroxibenzoato a
una quinonimina de color rojo cuya intensidad se mide espectrofotométricamente a 505 nm y es
proporcional a la concentracidén de glucosa presente en la muestra. Los resultados se expresaron en

g/l.

3.4- Cuantificacion de insulina circulante

Se cuantificaron los niveles circulantes de insulina en muestras de plasma por
radioinmunoensayo (derivado a un laboratorio externo IBYME-CONICET). Los resultados se
expresaron como ng/ml. A partir de estos datos y de la concentracién de glucosa se calculd el indice

HOMA (Homeostasis model assessment for insulin resistence) segtn la formula de Matthews.

HOMA = [(Insulina (mU/I) x Glucosa (mmol/1)]/ 22,5

3.5- Cuantificacion de triacilglicéridos tisulares

Para cuantificar el contenido de TAG tisulares, una alicuota de tejido (higado y/o misculo)
conservado a -80°C fue homogeneizada con un volumen apropiado de agua destilada fria (4°C,
dilucion 1:20 y 1:10 respectivamente). El contenido de TAG fue determinado mediante la técnica
propuesta por Laurell (1966). Los TAG fueron extraidos utilizando una mezcla éter isopropilico:
etanol (95:5, v/v) y luego fueron saponificados con una solucion KOH 6N: etanol (0,5:9,5, v/v). El
glicerol liberado fue cuantificado mediante el ensayo de Lambert y Neish (1950) que consiste en la
oxidacion del glicerol con peryodato generando un mol de &4cido férmico y dos moles de
formaldehido por cada mol de sustrato. El formaldehido reacciona a 100°C con acido cromotrépico
para dar un compuesto violeta, cuya intensidad de color se mide a 570 nm y es proporcional a la
cantidad de TAG presentes en la muestra. Los resultados fueron expresados como pmol de TAG/g

tejido humedo.
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3.6- Composicion y relaciones de acidos grasos circulantes y tisulares

El perfil de AG circulante y tisular, se cuantificO mediante GC, empleando un cromatografo
gas-liquido marca Shimadzu (GC-2014), con detector FID y columna capilar CP-Sil 88 (100 m x
0,25 mm id x 20 mm de espesor). Los metil ésteres de los AG circulantes y tisulares fueron
identificados por comparacién con los tiempos de retencion relativos a estdndares comerciales.

La identificacion y cuantificacion de ésteres metilicos correspondientes a AG presentes en
materias grasas, requiere de tres etapas: obtencion del extracto lipidico, derivatizacion de los AG, e

identificacion y cuantificacién de AG.

3.6.1- Obtencion del extracto lipidico

La extraccion de la materia grasa se realizé mediante el método de Bligh y Dyer (1959).
Este método permite una répida 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 formar una sola fase miscible con el agua
de la muestra, que extrae, tanto la grasa libre, como estructural. La separacion de fases se logra con
la adicion de alicuotas de cloroformo y agua. El material lipidico se encuentra en la fase orgéanica,
mientras que el material no lipidico se ubica en la fase acuosa. Los extractos fueron centrifugados,
la fase acuosa fue descartada y la fase orgdnica evaporada bajo corriente de gas N,. Los extractos
lipidicos obtenidos continuaron con su procesamiento o fueron resuspendidos en cloroformo y
conservados en viales apropiados herméticamente cerrados bajo corriente de gas N», a -80°C para su
posterior andlisis.

El volumen de suero utilizado fue de 0,8 ml para la extraccién lipidica (ajustdndose con el
agregado de agua destilada, de ser necesario), ya que el contenido de agua de la muestra es critico
para conservar la proporcién de cloroformo, metanol y agua, que permite la formacién del sistema

homogéneo.

3.6.2- Derivatizacion de acidos grasos

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 hidrégeno. Esta estructura
corresponde al doble de su peso molecular y se refleja en sus propiedades fisicas, como el punto de
ebullicién. Asi, los AG tienen sus puntos de ebullicion anormalmente altos, lo cual impide su
andlisis directo por GC. Por esta razén los AG de los TAG presentes en la muestra son convertidos
en metil ésteres con KOH 2N, previa disolucién del extracto lipidico en hexano calidad HPLC. Los

ésteres metilicos formados tienen un peso molecular algo mayor que el respectivo AG, pero, al
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romperse el puente de hidrégeno, bajan su punto de ebullicién a la mitad, pudiendo ser analizados

perfectamente por GC.

3.6.3- Identificacion y cuantificacion de acidos grasos

La GC 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: una gaseosa que corresponde al gas de arrastre o gas portador que es movil, y una fase
liquida estacionaria. A medida que va pasando el gas portador con la muestra formada por “n”
componentes, la separacién de cada uno de ellos se efectia de acuerdo a su propio coeficiente de
reparto entre el gas portador y la fase liquida. Los ésteres metilicos de los AG, de cualquier muestra
de materia grasa, emergen como sefiales agudas denominadas picos, por lo tanto la identificacion se
basa en comparar el tiempo que se demora (tiempo de retencion) en emerger un pico determinado y
con el tiempo que demora en hacerlo en iguales condiciones, el éster metilico correspondiente al
patrén 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. Los resultados se expresaron como porcentaje

de los AG totales (Masson y col., 2015).

3.6.4- Flujo a través de enzimas claves involucradas en el metabolismo lipidico

El palmitato y el estearato son los precursores de los AGMI mds abundantes en el tejido
animal. El doble enlace es introducido en la cadena del AG mediante una reaccién oxidativa
cataliza por la enzima A9-desaturasa (SCD). Cabe mencionar que esta enzima también estd
involucrada en la bioconversion del AV a AR, para poder estimar el flujo de dicha enzima se realiz6
la relacion porcentual producto/sustrato a partir de los niveles de dichos AG medidos por GC en

higado (principalmente), musculo y TAE (Sjogren y col., 2008; Flowers, 2009).

(9c¢-16:1/16:0) X 100
A9-desaturasa (9¢-18:1/18:0) X 100
(9¢,11£-18:2/ 11£-18:1) X 100
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El AL (9¢,12¢-18:2) es uno de los principales AG esenciales presente en la dieta, y es el
precursor de los AGPI-CL de la serie n-6. Dentro de esta familia se destaca el DGLA (8c,11c,14c-
20:3), que daré lugar a eicosanoides de la serie El, y el AA (5¢,8¢,11c,14¢-20:4) que deriva en
eicosanoides de la serie E2 (con caracteristicas pro-inflamatorias). Por otra parte, el ALA
(9¢,12¢,15¢-18:3) es otro AG esencial y es el precursor de los AGPI-CL de la serie n-3,
destacdndose el EPA (5¢,8¢,11¢,14¢,17¢-20:5), como principal precursor de los eicosanoides de la
familia E3 (con caracteristicas anti-inflamatorias), y el DHA (4¢,7¢,10c,13¢,16¢,19¢-22:6). El
metabolismo de los AG esenciales ocurre principalmente en el higado e involucra reacciones de
desaturacion y elongacién compartiendo las principales enzimas como la A5 y 6-desaturasa y las
elongasas 2 y 5 (Gibson y col., 2011; Hofacer y col., 2011; Zhang y col., 2016). Para poder evaluar
la biosintesis de estos AG e intermediarios de ambas familias y estimar el flujo de las principales
enzimas involucradas se realiz6 un cociente (porcentual) entre producto y sustrato, quedando

conformada de la siguiente manera:

Biosintesis de AGPI-CL n-6 (AA/AL) X 100
A6-desaturasa (GLA/AL) X 100
Elongasa 5 (DGLA / GLA) X 100
A5-desaturasa (AA/DGLA) X 100
Biosintesis de AGPI-CL n-3 (DHA / ALA) X 100
Biosintesis de EPA (EPA / ALA) X 100
Elongasa 2 y A6-desaturasa (DHA /EPA) X 100

4- Actividad de enzimas reguladoras del metabolismo lipidico en higado
4.1- Sintasa de acidos grasos

Las enzimas relacionadas con la actividad lipogénica en higado se encuentran en la fraccion
citosdlica celular. Para la determinacién de la actividad de la sintasa de acidos grasos (FAS, E.C.
2.3.1.85) se homogenizaron fracciones de higado (0,5 g) frescos en buffer pH 7,6 (KCI 150 mM,
MgCl, 1 mM, N-acetil-cisteina 10 mM vy ditiotreitol 0,5 mM) en proporcion 1:10. Luego, se
centrifugé el homogenado a 60.000g a 4°C durante 90 minutos y se separé el sobrenadante
(Herzberg y Janmohamed, 1980); la actividad de la enzima se determind inmediatamente,

espectrofotométricamente a 340 nm, mediante la diferencia en la oxidacion de NADPH en
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presencia y en ausencia de malonil-CoA. Para esta determinacidn, cantidades adecuadas del
sobrenadante fueron adicionadas a una mezcla previamente incubada a 37°C, que comprendid
buffer KH,PO, 100 mM, pH 6,5, en presencia de EDTA 2,5 mM, cisteina 10 mM, albtiimina sérica
bovina 0,3 mg/ml, acetil-CoA 0,06 mM y NADPH 0,15 mM. La reaccion fue iniciada con 10 ul de
malonil-CoA 7 mM (Lynen, 1969). Se registré la variacion de densidad Optica debido a la
oxidaciéon de NADPH; una unidad de actividad enzimatica representa 1 pmol de NADPH oxidado
por minuto a 37°C. Por otro lado, una alicuota del sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de
la concentraciéon de proteinas a través de la técnica de Lowry y col. (1951). Los resultados se

expresaron como mU/mg proteina.

4.2- Acetil-CoA carboxilasa

Para la determinacién de la actividad de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC, E.C.
6.4.1.2) se realiz6 un homogenado a partir de tejido hepatico frescos en buffer fosfato pH: 7,0
(KH,PO4 9 mM, K,HPO, 85 mM, ditiotreitol 1 mM y KHCO3; 70 mM) en proporcién 1:10, el cual
fue posteriormente centrifugado a 60.000g a 4°C durante 90 minutos, se separ6 el sobrenadante en
tres alicuotas; en las dos primeras porcion se midié inmediatamente la actividad de ACC y Glucosa-
6-Fosfato Deshidrogenasa y la dltima alicuota se utiliz6 para la determinacién de la concentracién
de protefnas utilizando la técnica de Lowry y col. (1951).

La actividad de ACC se cuantificé espectrofotométricamente a 340 nm con una mezcla de
reaccion a 37°C conteniendo: Tris-HCl 50 mM (pH 7.,5), citrato de potasio 10 mM, MgCl, 10 mM,
glutation 3,75 mM (pH 8,0), albimina sérica bovina 0,75 mg/ml, acetil-CoA 0,125 mM,
fosfoenolpiruvato 0,5 mM, NADH 0,125 mM, piruvato quinasa 15 pg/ml, lactato dehidrogenasa 6
pg/ml y cantidades adecuadas de sobrenadante. La reaccion fue iniciada por la adiciéon de ATP 150
mM y KHCOs; 1 M. La actividad de la enzima se determind siguiendo el decaimiento de la
absorbancia por oxidacion del NADH durante 5 minutos y se expres6 como mU/mg proteina, donde
una unidad de actividad enzimatica representa 1 pmol de NADH oxidado por minuto a 37°C

Zimmermann y col. (2003).

4.3- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La actividad de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH, E.C. 1.1.1.49) se
determind, utilizando el sobrenadante obtenido anteriormente, espectrofotométricamente a través de
la formacién de NADPH durante 5 minutos a temperatura ambiente, medida por absorbancia a 340
nm, en un medio: buffer trietanolamina 0,05 M, pH 7,5 en presencia de NADP* 0,03 M disuelto en
NaHCO3 1% y glucosa 6-fosfato 0,04 M. La velocidad de formacion de NADPH, expresada en
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umol/minuto, representa la actividad enzimatica de G6PDH. La concentracion de proteinas de
determind a través de la técnica de Lowry y col. (1951). Los resultados fueron expresados como

mU/mg proteina. (Lohr y col., 1974).

4.4- Carnitina palmitoil transferasa-1

El proceso de B-oxidacion de los AG se realiza en la matriz mitocondrial de las células,
siendo una de las enzimas clave la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1). Esta enzima es la
encargada de transportar los AG, que se encuentran en el citosol, hacia el interior de las
mitocondrias.

La actividad de la enzima CPT-1a (E.C. 2.3.1.21) se determin6 seguin Ling y col. (2012) con
algunas modificaciones. Se realizé un homogenado (proporcién 1:10) a partir de tejido hepético
fresco en buffer (HEPES 20 mM pH 7.4, KCl 140 mM, EDTA 10 mM y MgCl, 5 mM). El
homogenado se centrifugo a 600g a 4°C durante 10 minutos, luego el sobrenadante se volvié a
centrifugar a 9.500g a 4°C por 35 minutos; se descarté el sobrenadante. El pellet fue resuspendido
con 500 pl de buffer homogenado, se centrifugo 9.500g a 4°C por 10 minutos; esta operacion se
repitid. Por dltimo se descart6 el sobrenadante y se resuspendid el pellet mitocondrial en 200 pl de
buffer homogenado. Se determiné la concentracién de proteinas siguiendo la técnica de Lowry y
col. (1951). Para determinar la actividad total de CPT, se incub6 a 37°C por 5 minutos 100 pg de
proteinas del resuspendido con un buffer de reaccion (HEPES 20 mM pH 7.4, sacarosa 220 mM,
KCI 40 mM, EGTA 1 mM, &cido 5,5'-ditio-bis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB) 0,1 mM, albtimina
sérica bovina 1,3 mg/ml y palmitoil CoA 40 pM). La reaccion se inicia con L-carnitina ImM. La
tasa de aparicion de COASH-DTNB se registré espectrofotométricamente a 412 nm. La actividad de
CPT-2 se midi6 bajo las mismas condiciones en presencia de malonil CoA 10 pM (inhibidor de la
CPT-1). La actividad de CPT-1a se calcul6 por la diferencia entre la actividad total de CPT y CPT-2

y se expres6 como nmol CoASH liberado por minuto por mg de proteina (nmol/min.mg proteina).

5- Actividad tisular de la enzima lipoproteina lipasa

5.1- LPL en tejido adiposo epididimal

La actividad total de la enzima LPL (E.C. 3.1.1.34) en TAE se determiné empleando el
método fluorimétrico descripto por Del Prado y col. (1994). Para tal fin, una cantidad de TAE
fresco se homogeneizo en frio con buffer Tris-HCI1 0,2 M pH 8,2 a 4°C, en una proporcién 0,2g de
tejido/ml de buffer. Una alicuota del homogeneizado fue utilizada para la preparacion de extracto

enzimatico “polvo de acetona” (Lutz y col.,, 1989). Esta preparacién consiste en una doble
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extraccion con acetona fria (dil. 1:4, -20°C) seguida de una doble extraccion con éter dietilico frio
(dil. 1:4, -20°C). El polvo de acetona obtenido se llevé a sequedad bajo corriente de N; (1 hora a
4°C) y se resuspendié en 1 ml de buffer NH4Cl 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 y col.
(1951).

Para la determinacién de la actividad LPL se utilizé di-butiril fluoresceina (DBF) como
sustrato enzimdtico, el cual fue sintetizado segun Kramer y col. (1963). Para esto, 10 g de
fluoresceina se mezclaron con 10 ml de piridina y 30 ml de anhidrido butirico, almacenada a
temperatura ambiente por 24 hs. antes de la adicién de 300 ml de etanol absoluto y finalmente, la
mezcla se guardé a -20°C por 18 hs. El DBF fue recristalizado en 95% de etanol varias veces hasta
remover las trazas de fluoresceina libre. La pureza del producto final se evalu6 mediante un
espectro de emision, comprobando la ausencia de pico de excitacion de fluoresceina a 490 nm.

La cuantificacién de la actividad LPL se realiz6 midiendo el aumento de fluorescencia
(Aexcitacion= 490 nm; Aemisisn= 530 nm) producto de la liberacion de fluoresceina como consecuencia
de la hidrélisis enzimatica del DBF. La reaccion se realiz6é a 37°C en buffer fosfato 0,1 M pH 8 en
presencia de 5% de 2-etoxietanol y 10 mM de DBF vy se inicié con la adicién del polvo aceténico
previamente resuspendido en 1 ml de buffer NH4Cl 25 mM pH 8,1 con 1 Ul/ml de heparina. Es
importante considerar que los niveles de proteinas en la mezcla de reaccién no deben superar los 15
mg, por tal motivo, se cuantificé en los resuspendidos de los polvos acetonicos la concentracion de
proteinas por la técnica de Lowry y col. (1951).

Paralelamente, el mismo ensayo, fue llevado a cabo en presencia de NaCl 1M para inhibir la
actividad enzimdtica especifica. La actividad LPL en tejido adiposo se determiné 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).

5.2- LPL en musculo gastrocnemio

Una porcién de musculo gastrocnemio fresco fue homogeneizado (dil. 1:10) en una solucién
buffer NH4sCI/NH4OH-Heparina (50 mM, pH 8,6, conteniendo 4 Ul/ml de heparina). Luego de
reposar 15 minutos a 4°C los homogenados fueron centrifugados a 2.600g a 4°C durante 15 minutos
obteniéndose los extractos crudos frescos tisulares. La cuantificacion de la actividad LPL se realiz6
midiendo durante 5 minutos el aumento de fluorescencia (Aexcitacion= 490 NM; Aemisisn= 530 nm)
producto de la liberacion de fluoresceina como resultado de la hidrdlisis enzimética del DBF. La

reaccion se llevd a cabo a 37°C en un buffer fosfato 0,1 M, pH 8,0, conteniendo 5% de 2-
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etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimético (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).

6- Secrecion hepatica de TAG-pre-p-lipoproteinas

La velocidad de secreciéon de TAG-pre-f3 lipoproteinas (VSTAG) se determiné “in vivo”
utilizando la metodologia propuesta por Otway y col. (1967) modificada por Bernal y col. (1989).
La misma se fundamenta en la inhibicién de la remocién intravascular de las lipoproteinas de & <
1,006 g/ml por la administraciéon de Triton WR 1339, de modo que los TAG se acumulan en el
tiempo en el sistema vascular en forma proporcional a la velocidad con la que son secretados por el
higado.

Animales pertenecientes a un segundo lote alimentado con alguno de los 5 tratamientos
dietarios descriptos, fueron ayunados 12-18 hs. Bajo la accién de anestesia, se administré por via
endovenosa una solucién de Triton WR 1339 al 10% (v/v) en NaCl 0,9% (dosis: 600 mg/kg peso).
Se tomaron muestras de sangre para el dosaje de TAG a tiempo 0 y 120 minutos (previo y dos horas
posteriores a la administraciéon de la droga). El volumen plasmatico (Vp) se determind en una

experiencia paralela mediante la técnica de dilucion del azul de evans (Wang y col., 1949).
La VSTAG fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

(ITAGi20] - [TAGo]) x Vp

VSTAG (nmol/100g/min) =
Pxt

Siendo [TAGi] y [TAGo] las concentraciones de TAG a tiempo 120 y O minutos de la
administracion del Triton WR 1339 y expresadas en pumol/ml; el peso (P) en gramos del animal; Vp
en ml y t en minutos.

En un trabajo previo (Bernal y col., 1989) ha sido demostrado que, en ratas, la dosis
empleada es la que provee la mdxima inhibicion de la clarificacion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)-TAG y que bajo estas condiciones el acimulo de TAG en el plasma es lineal
hasta los 150 minutos, razén por la que sélo se cuantificaron los niveles de TAG a los tiempos 0 y

120 minutos.
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7- Metabolismo de la glucosa

7.1- Test de tolerancia oral a la glucosa

Con la finalidad de evaluar la capacidad de utilizacién de la glucosa, por los tejidos
periféricos, se realizé un test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG). Un lote de animales fueron
ayunados aproximadamente 10 hs. y el dia de la experiencia se les administré por sonda oral una
solucién de glucosa al 20% a razén de 1g de glucosa/ kg de peso corporal. Se recolectaron muestras
de sangre de la cola en tubos conteniendo EDTA (18 mM de concentracién final) inmediatamente
antes y a los 30, 60, 90, 120 y 180 minutos después de la incorporacion de la glucosa (Teachey y
col., 2003). Inmediatamente después de finalizado el TTOG, los animales recibieron
subcutdneamente 2,5 ml de solucion salina estéril 0,9% para compensar las pérdidas de plasma. Las
concentraciones de glucosa en plasma a diferentes tiempos fueron cuantificados mediante kit
enzimético comercial. La respuesta al TTOG fue evaluada a través de la comparacion de los valores
individuales a cada tiempo y mediante la cuantificacién del drea integrada bajo la curva (AIC, 0 a

180 minutos).

7.2- Metabolitos tisulares de la glucosa

Para determinar los niveles de los diferentes metabolitos se realiz6 una deproteinizacion de
la muestra con &cido perclérico (PCA) 1,5 M (0,1g de tejido hepatico/muscular: 4 ml del
desproteinizante). Los desproteinizados fueron centrifugados a 11.000g a 4°C durante 10 minutos.
El sobrenadante se neutraliz6 con 0,25 volimenes de KHCO3 2,3 M y nuevamente se centrifugé a
11.000g y 4°C durante 10 minutos. Este sobrenadante fue utilizado como extracto para medir las
concentraciones de metabolitos por métodos fluorimétricos (Lowry y Passonneau, 1972) utilizando
sistemas de acoples enzimadticos. Los resultados se expresaron en pmol/g tejido himedo (Bernal y

col., 2000).

7.2.1- Glucosa 6-fosfato, glucosa 1-fosfato, fructosa 6-fosfato, glucosa y fructosa 1,6-bisfosfato

Para la cuantificacion de los niveles de glucosa 6-fosfato (G-6-P), glucosa 1-fosfato (G-1-P),
fructosa 6-fosfato (F-6-P) y glucosa, se empleé un medio conteniendo Tris 1M pH 8,1, MgCl, 0,25
M, DTT 0,25 M, ATP 300 mM, NADP 25 mM y EDTA 50 mM. La G-6-P presente en la muestra
fue transformada inicialmente por la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) a 6-
fosfogluconato y NADPH. El aumento de la fluorescencia debido a la formacién de NADPH a 340
nm es proporcional a la concentracion de G-6-P en la muestra. Una vez realizada la lectura

correspondiente a la G-6-P, se adiciond la enzima, fosfoglucomutasa (PGM). La G-1-P fue
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convertida por la PGM a G-6-P, y a su vez la G-6-P por accién de la G6PDH fue convertida en 6-
fosfogluconato y NADPH. En este caso, el aumento de la fluorescencia debido a la formacion de
NADPH es proporcional al contenido de G-1-P. De la misma manera las concentraciones de F-6-P
y glucosa fueron medidas adicionando e incubando en cada caso con su correspondiente enzima de

acople: fosfoglucoisomerasa (PGI) y hexoquinasa (HK), respectivamente; segin:
Glucosa 6-P + NADP* _ %™ | 6 fosfogluconato + NADPH

Glucosa 1-P + ATP "M, olucosa-6-P + ADP

G6PDH + NADP*
6-fosfogluconato + NADPH

Fructosa 6-P + ATP ', olucosa-6-P + ADP

l G6PDH + NADP*
6-fosfogluconato + NADPH

Glucosa + ATP —HX __, glucosa-6-P + ADP

G6PDH + NADP*
6-fosfogluconato + NADPH

Para determinar los niveles de fructosa 1,6-bisfosfato (F-1,6-P,) se prepar6 un medio
conteniendo imidazol 1 M, NAD 100 mM, Na,HAsO, 0,5 M, EDTA 50 mM y B-mercaptoetanol
4,5 M. Se utilizé un sistema de acople enzimdtico conteniendo aldolasa, triosa fosfato isomerasa
(TPI) y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y se cuantific6 la formacion de NADH a

340 nm, segun la reaccion:

Fructosa 1,6-P, Aldolasa » Dihidroxiacetona-fosfato + Gliceraldehido-3-P

l TPI

Gliceraldehido-3-P

GAPDH+ NAD*

1,3- bisfosfoglicerato + NADH
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7.2.2- Citrato

La cuantificacion de los niveles de citrato se realizo con un buffer Tris 1M pH 8,1, MgCl,
0,5M, EDTA 50 mM y NADH 15 mM. El citrato presente en la muestra fue convertido inicialmente
en acetato y oxalacetato por accidn de la enzima citrato liasa. Posteriormente, se adiciond la enzima
malico deshidrogenasa, la cual cataliza la conversién del oxalacetato y NADH en malato y NAD™.
La disminucion de la fluorescencia debido a la oxidacion del NADH a 340 nm es proporcional a la

concentracion de citrato presente en la muestra, segun:

Citrato _SUolisa | Oxalacetato + acetato

l Milico Deshidrogenasa + NADH+H*

Malato + NAD*

7.2.3- Glucégeno

Para medir el contenido de glucgeno presente en los tejidos, se desproteinizéd tejido
hepético o muscular congelados a -80°C con PCA 1,5 M (1:10). Las muestras fueron centrifugadas
y el sobrenadante se empled para determinar el contenido de macroglucégeno mientras que en el
precipitado se cuantificaron los niveles de proglucégeno. Con el fin de hidrolizar el gluc6geno a
glucosa se trataron 200 pl de sobrenadante y el precipitado correspondiente a 20 mg de tejido a
100°C durante 2 hs con 650 ul HC1 2 M (Adamo y Graham, 1998). Se neutralizé la mezcla de
reaccién con NaOH 2 M y luego se centrifugd a 6700g a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Los niveles de glucosa de ambas fracciones se cuantificaron siguiendo la metodologia mencionada
anteriormente (punto 7.2.1). Los resultados de macroglucégeno y proglucégeno se expresaron en

umol de glucosa/g tejido humedo (Bernal y col., 2006).

7.3- Actividad y flujo a través de enzimas reguladoras
7.3.1- Fosfofructoquinasa muscular

La determinacién de la actividad de la enzima fosfofructoquinasa-1ac (PFK-1a, E.C.
2.7.1.11) se realizé en tejido muscular fresco. Para tal fin, se homogeneiz6 una alicuota de misculo
gastrocnemio (relacion 1:5) en buffer Tris-HCl pH 7,0 (Tris-HCI 50 mM, EDTA 4 mM, NaF 30
mM, B-Mercaptoetanol 30 mM), el cual fue posteriormente centrifugado a 12.000 g a 4°C durante
15 minutos. Un volumen del sobrenadante de centrifugacién fue incubado 1 min a 30°C con medio
de reaccién (Tris-HC1 200 mM pH 8,0, EDTA 1 mM, MgCl, 24 mM, (NH,4),SO4 16 mM, fructosa-
6-fosfato 10 mM, NADH 2 mM, Aldolasa 0,04 U/pl, Triosa fosfato isomerasa 0,04 U/pul,

Bioq. Gerstner Carolina 57 |



Materiales y Métodos

Glicerofosfato isomerasa 0,04 U/ul) en presencia o no de ATP 50 mM para determinar la actividad
especifica e inespecifica, respectivamente. La actividad de la enzima se determiné siguiendo el
decaimiento de la absorbancia a 340 nm por oxidacién del NADH durante 3 minutos y se expreso
como mU/mg proteina (Cadefau y col., 1990). La concentracién de proteinas se estimé en el

sobrenadante utilizando la técnica de Lowry y col. (1951).

7.3.2- Flujo a través de enzimas glucoliticas claves

Debido a la importancia de la fosforilacion de la glucosa, primera reaccion irreversible de la
fase preparatoria de la glucélisis catalizada por quinasas que produce glucosa 6-fosfato, se estimo el
fluyjo a través de la glucoquinasa (higado) y hexoquinasa (musculo) mediante la relacion
producto/sustrato (G-6-P/ glucosa).

El paso limitante de la via glucolitica es la reaccion catalizada por la PFK-1 donde la F-6-P
se fosforila convirtiéndose en F-1,6-P,. El flujo de dicha enzima fue calculado a partir del contenido
de dichos metabolitos medidos en musculo gastrocnemio por medio del cociente producto/sustrato

(F-1,6-P,/F-6-P) (Bernal y col., 20006).

8- Estado oxidativo en higado

8.1- Daiio peroxidativo

El dafio peroxidativo -grado de lipoperoxidacién (LPO)- a nivel hepdtico fue evaluado a
través del andlisis de las sustancias reactivas al dcido tiobarbitdrico. Para tal fin, los higados
posterior a su remocién, fueron rdpidamente lavados con solucién salina enfriada a 4 °C y
conservados a -80 °C. La determinacion se realizé en homogenados hepéticos preparados en una
proporcién 1:9 con KCl 1,15% de acuerdo al método de Ohkawa y col (1979). El método se
fundamenta en la reaccién del 4cido tiobarbitirico con un producto secundario de la peroxidacién
lipidica, identificado como malondialdehido (MDA), formado durante la incubacién de
homogenados tisulares bajo condiciones aerdbicas, para producir, en medio acético y en caliente, un
cromégeno rojo con un pico de absorcién espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se

expresaron en nmol MDA/g tejido himedo.

8.2- Sustancias reactivas de oxigeno

Las sustancias reactivas de oxigeno (ROS) fueron medidas por métodos fluorimétricos. Los
niveles de ROS se cuantificaron utilizando el método de la 2’7’-diclorodihidrofluoresceina
diacetado (DCFH,-DA) seguin la metodologia propuesta por Chen y col. (2010). La DCFH,-DA es

un colorante permeable a membrana capaz de difundir pasivamente dentro de las células, donde sus

Bioq. Gerstner Carolina 58 |



Materiales y Métodos

grupos acetato son clivados activamente por esterasas para formar 2’7’-diclorodihidrofluoresceina.
Esta es oxidada por radicales libres para formar el compuesto fluorescente 2°7’-diclorofluoresceina.
La determinacion se realizé segin Wang, X. y col. (2015) con algunas modificaciones.
Especificamente, se homogeneizaron 0,2 g de tejido hepaticos en 3 ml de buffer PBS 0,IM (pH
7,4). El homogenado se centrifugo a 900g a 4°C por 20 minutos y posteriormente el sobrenadante
fue incubado en oscuridad con DCFH,-DA 10uM a 37°C por 30 minutos. La cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia fue determinada utilizando un espectrofotometro de luminiscencia
(Aexcitacion= 485 nm; Aemisisn= 538 nm). En cada caso se realiz6 un blanco de muestra incubando la
muestra bajo las mismas condiciones pero sin la adicién del reactivo fluorescente, el valor obtenido
fue restado al valor de la muestra correspondiente. Los resultados fueron expresados como unidades
de fluorescencia/mg de proteina. La concentracion de proteinas de determiné a través de la técnica

de Lowry y col. (1951).

8.3- Cociente Glutation reducido (GSH)/ Glutation oxidado (GSSG)

La cuantificacién simultinea de GSH y GSSG se llevé a cabo siguiendo la metodologia
propuesta por Maeso y col. (2005). Para tal fin, 100 mg de higado fueron homogeneizados en frio
con 4 ml de AcN/H,O (62,5:37,5 v/v). Se transfirieron 800 ul de los homogeneizados a tubos
eppendorf y se centrifugaron a 36000g a 4°C durante 10 minutos. El sobrenadante fue filtrado con
filtros de nylon 0,22 pm Micron Separation Inc. e inmediatamente medidos por electroforesis
capilar (P/ACE TM MDQ. Beckman Coulter, CA, U.S.A. Capilar desnudo de silice fundido de 55
cm por 75 pm de d.i. con deteccién UV 200£10 nm) usando como buffer de corrida H;BO; 0,2 M

pH 8. Los resultados se expresaron como la relaciéon GSH/GSSG.

8.4- Actividad de la enzima catalasa

Para la determinacion de la actividad de la enzima catalasa (CAT E.C. 1.11.1.6) se
obtuvieron homogenados hepéticos con buffer fosfato 50 mM, pH 7,0 en una relacion de 1g de
tejido fresco por 9 ml de buffer, los cuales fueron luego centrifugados a 10.000g a 4°C durante 12
minutos. La actividad enzimdtica se determiné en el sobrenadante obtenido luego de la
centrifugacion y 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 disminucion en el contenido de H,O, fue
medida espectrofotométricamente a 240 nm durante 30 segundos. La actividad enzimética fue
expresada U/mg de proteina, siendo una U la cantidad de enzima que cataliza la conversién de un
umol de sustrato por minuto (Aebi, 1984; Cohen y col., 1970). La concentracion de proteinas en el

sobrenadante fue determinada por el método de Lowry y col. (1951).
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9- Niveles de ARNm de diferentes parametros metabdlicos

El ARN total fue aislado a partir de 100 mg de tejido (higado, musculo y TAE) utilizando
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras
de ARN fueron tratadas con kit DNA-free (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) para
remover cualquier contaminacién con ADN gendémico. El rendimiento y calidad del ARN fue
evaluado por medidas de absorbancia a 230, 260, 280 y 310 nm para higado y musculo
gastrocnemio y para TAE se utiliz6 el kit enzimdtico Qubit® RNA HS Assay Kit. De cada muestra,
1 pg de ARN total fue sometido a transcripcion reversa para sintetizar la primera cadena de ADN
complementaria (ADNc) usando el kit de sintesis M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Argentina).

En el tejido hepatico se analizaron los niveles de ARNm de las enzimas vinculadas a la
lipogénesis y sintesis de TAG: FAS, ACC, SCD1 y diacilglicerol aciltransferasa (DGAT?2) y de las
principales enzimas vinculadas a la B-oxidacién: CPT-la y ACOXI1. También se evalud la
expresion génica de los factores de transcripcion: LXRa, SREBP-1a, SREBP-1c y PPARa y de las
proteinas transportadoras de acidos grasos: FATP2, FATPS5 y CD36, ademds del receptor de
adiponectina AdipoR2 y ChREBP. En este tejido también se evaluaron los niveles de ARNm de
interleuquinas, factores de transcripcion y enzimas relacionadas con el estado lipoperoxidativo.
Especificamente: IL-6, TNFa, factor nuclear kappa B (NF-«x), catalasa (CAT), glutation reductasa
(GR), superéxido dismutasa 2 (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px) y factor nuclear derivado de
eritroide 2 (Nrf2).

En musculo gastrocnemio se evalué el nivel de¢ ARNm de CPT-1b y AdipoR1.

Se analizaron en TAE los niveles de ARNm de las enzimas vinculadas a la lipogénesis:
DGAT2 y SCD1; y de las enzimas vinculada a la B-oxidacién: CPT-1la y ACOXI1. También se
evalud la expresion génica de una de las enzimas vinculadas con la lipdlisis de los TAG: lipasa
triglicérido adiposo (ATGL). Por ultimo, se evalu6 el nivel de ARNm de adiponectina y de CD36.

Los oligonucledtidos especificos fueron disefiados utilizando informacién en GenBank,
sintetizados comercialmente (Invitrogen Argentina S.A.-Thermo Fisher Scientific) y las secuencias

se detallan a continuacion:
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Acc
Acoxl
Adiponectina
Adiporl
Adipor2
Atgl

Cat
Cd36
Chrebp
Cpt-la
Cpt-1b
Dgat?
Fas
Fatp2
Fatp5
Gr
Gsh-px
1l-6

Lxra
Nf-kp
Nif2
Pparo
Scdl

Sod
Srebp-1la
Srebp-1c
Tnfo

[S-actina

ID GenBank

NM_022193.1
NM_017340.2
NM_144744.3
NM_207587.1
NM_001037979.1
NM_001108509.2
NM_012520.2
NM_031561.2
NM_133552.1
NM_031559.2
NM_013200.1
NM_001012345.1
NM_017332.1
NM_031736.1
NM_024143.2
NM_053906.2
NM_030826.4
NM_012589.2
NM_031627.2
NM_001276711.1
NM_031789.2
NM_013196.1
NM_139192.2
NM_017051.2
NM_001276707.1
NM_001276708.1
NM_012675.3

NM_031144.3

Sentido (5-3’)

AACAGTGTACAGCATCGCCA
CCCGTCCCAAGAACTCCAGA
ACTCAGCATTCAGCGTAGGGG
AAACGTGACGGCTCTCCCTC
ACAATGACAACCACCACGGA
CTTCAAGGGGTGCGCTATGT
AGCCAGAAGAGAAACCCACA
GTACTCTCTCCTCGGATGGC
AACAGAGGACCCCAAACGCA
ACGTGAGTGACTGGTGGGAAGAAT
CGAGTTCAGAAACGAACGCCC
GGCTTCAGCATGAAGACCCT
CAGAACTCTTCCAGGATGTCAACA
GTGGTTGGGGCTACATTTGC
GCTGCTTACAACTTGGAGCC
GGGCAAAGAAGATTCCAGGTT
TTCGGACATCAGGAGAATGG
CCTTCTTGGGACTGATGTTGTTGAC
CCTTCCTCAAGGACTTCAGTTACAA
GCCGTGGAGTACGACAACATC
CACATCCAGACAGACACCAGTT
CCCCACTTGAAGCAGATGACC
CACACGCCGACCCTCACAACT
CACCACAGCAAGCACCAC
AGCGCTACCGTTCCTCTATC
GGAGCCATGGATTGCACATT
GCCTCTTCTCATTCCTGCTCGTGG

ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC

Materiales y Métodos

Antisentido (5’-3’)

CATGCCGTAGTGGTTGAGGT
GCCTCGAAGATGAGTTCCGTG
TGGTCGTAGGTGAAGAGAACGG
TGATGGACACTTAGGCCTGTCG
CGAGTTCCTCGGGGCTATTTT
GAGCTGTCTTGTGGGCAGAT
CGGTCGCTGAACAAGAAAG
ATGTGGCCTGGTTCAACTAAT
CCCGGCTCAGGAACTAAGGG
TCTCCATGGCGTAGTAGTTGCTGT
GTCGGCGATATCCAACAGTGC
GAGCCAGTGCCCCATCG
GTCGCCCTGTCAAGGTTCAG
GTACCGAAGCAGTTCACCGA
GGTTGCCCTGGGACATTACA
CATTTCGTCTTCCTCGTGGTT
GAAGGTAAAGAGCGGGTGAG
GGGTGGTATCCTCTGTGAAGTCTCC
CATGGCTCTGGAGAACTCAAAGAT
TTTGAGAAGAGCTGCCAGCC
CTACAAATGGGAATGTCTCTGCC
CCCTAAGTACTGGTAGTCCGC
TCCGCCCTTCTCTTTGACAGCC
GCCTCCAGCAACTCTCCT
GCGCAAGACAGCAGATTTAT
GCTTCCAGAGAGGAGCCCAG
TTCTCCTCCTTGTTGGGACCGATC

TCATCCATGGCGAACTGGTGG
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Hprtl NM_012583.2 TCCTCCTCAGACCGCTTTTC ATCACTAATCACGACGCTGGG

Ubc NM_017314.1 ACACCAAGAAGGTCAAACAGGA CACCTCCCCATCAAACCCAA

Los niveles de ARNm relativos fueron cuantificados usando PCR en tiempo real con un
equipo de deteccidon StepOne TM Real-Time PCR (Applied Biosystems). Se tomaron 0,1 pl de cada
ADNCc que fueron agregados a la mezcla de reaccién de PCR, HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR
Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne) con los primers (pares de oligonucledtidos) correspondientes. Las
condiciones de amplificacion de la PCR fueron: 1° ciclo de desnaturalizaciéon a 95°C por 15
minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 15 segundos combinados con
anillado a 60°C por 20 segundos y extension a 72°C por 20 segundos.

Se realizaron curvas estdndar para cada oligonucledtido utilizando diluciones seriadas (1/10-
1/1000) de un pool de muestras de ADNc. La eficiencia correspondiente a cada primer (E) fue
calculado de un ciclo en fase exponencial de acuerdo con la ecuacién E=10"/ P (Rasmussen y
col., 2001). Todas las eficiencias de los primer fueron 100 (SEM 10)%. Los genes en estudio fueron
normalizado con la media geométrica de tres genes de referencia: f-actina, ubiquitina ¢ (Ubc) y
hipoxantina fosforibosiltransferasa-1 (Hprtl) (Vandesompele y col., 2002). Los resultados fueron

expresados usando el método recomendado de 2728 (Livak y col., 2001).

10- Analisis Estadistico

Para el andlisis estadistico se consideré un nimero de 6 ratas por grupo (n=6), procurando la
mdaxima optimizacién de los animales, los resultados fueron expresados como la media + error
estdndar de la media (SEM). Para evaluar el efecto del consumo de una dieta rica en grasa, se
realizé un test t de Student entre los grupos S7 y S30, mientras que las diferencias estadisticas entre
las medias de los grupos que recibieron dietas ricas en grasa (S30, GL30, GLM30 y GLE30) se
analizaron mediante un Andlisis de Variancia (One Way ANOVA, 1x4); las comparaciones
multiples post-hoc se realizaron mediante el test de Tukey’s. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas para valores de p<0,05 (DeGroot, 1986).
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RESULTADOS

1- Parametros nutricionales

1.1- Consumo de alimento e ingesta energética

Todos los animales correspondientes a los distintos lotes experimentales aceptaron las dietas
suministradas, sin manifestar rechazo o resistencia a la ingesta de las mismas, lo cual se refleja a
través del equivalente consumo medio diario de energia (Tabla 3) y por el registro del aumento de
peso corporal desde el inicio hasta el final del periodo experimental (Figura 11). Como es de
esperar, al incrementar la densidad energética de la dieta, se observé una menor ingesta de alimento
en los animales correspondientes a todos los grupos con dietas ricas en grasas, manteniendo un

equivalente consumo energético.

1.2- Ganancia de peso y composicion corporal

En virtud de una ganancia de peso corporal similar entre los 5 grupos, el peso corporal al final
de la experiencia no present6 diferencias significativas (Tabla 3).

Los posibles cambios en la composiciéon corporal inducidos por las diferentes dietas se
evaluaron mediante los contenidos de grasa, proteinas y agua en las carcasas correspondientes a los
animales eviscerados de cada grupo experimental. El incremento del consumo de grasa dietaria, fue
acompafiado de un mayor contenido de grasa corporal (S30 vs S7). A elevados niveles de grasa, sélo
alcanzaron diferencias significativas entre el grupo GLM30 y el GL30. Los cambios en el contenido
porcentual de grasa corporal condujeron a una disminucién en el contenido de proteinas corporales, sin

observarse cambios entre las dietas a altos niveles de grasa (Tabla 3).
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Tabla 3- Consumo de alimentos, ingesta energética, ganancia de peso y composicion corporal

Grupos Experimentales

S7 S30 GL30 GLM30 GLE30

Consumo de alimento (g/dia) 21,6 1,4  17,3+0,7 169+12 18,8 £ 1,1 16,9 £0,6
Ingesta energética (KJ/dia) 362,1 £23,3 3739+14,6 363,5+26,6 4044 +244 401,4+152
Ganancia de peso (g) 2924 +41 294,1+84 311,1+11,7 290,0+84 286,3+7,0
Composicion corporal (g/100g)

Grasa 160+0,6 184+02™ 168+0,6" 196+0,7" 184+02"
Proteinas 21,7+04 174+0,9 17,6+0,3 16,7+0,6 17,8 £0,5
Agua 551+1,1 536+0,2° 572+04" 54,1+04° 552+0,1°

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

Figura 11- Evolucién de la ganancia de peso diaria
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS.
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1.3- Peso de tejidos

Debido a la importancia del higado, tejido adiposo y musculo esquelético en la regulacion
metabodlica, y dado que dichos tejidos pueden ser modificados de acuerdo a la grasa dietaria
consumida, se presentan los pesos del higado, TAE, TAR y del musculo gastrocnemio (MG).

Los pesos del higado, TAR y musculo gastrocnemio (tanto absolutos como relativos) no
fueron alterados por los diferentes tratamientos dietarios. Mientras que el peso del TAE (absoluto y
relativo) mostré diferencias estadisticamente significativas, observdndose un incremento en el

grupo GL30 vs S30 (p<0,01) (Tabla 4).

Tabla 4- Peso de higado, TAE, TAR y del musculo gastrocnemio

Grupos Experimentales
S7 S30 GL30 GLM30 GLE30

Peso Higado (g) 9,6 +0.4 9,7+0,2 9.4+0,5 10,0+ 0,4 9.5+0,2
Peso Higado relativo (g/100g) 2,52+£0,06 2,53+0,05 235+0,08 248+0,06 2,44+0,03

Peso TAE (g) 11,1+£0,7 11,5+0,6° 150+0,5° 134+08" 12,9+0,7®
Peso TAE relativo (g/100g) 2,92+0,13 297+0,11* 3,57 +0,17° 3,32+0,12* 3,27 +0,10®
Peso TAR (g) 10,1+£0,7 10,706 120+1,1 11,3£09 109+1,1
Peso TAR relativo (g/100g) 2,65+0,14 2,78+0,11 298+0,22 2,78+0,14 2,76 +0,21
Peso MG (g) 1,49+0,07 147+0,04 1,54+005 1,66+005 147+0,07
Peso MG relativo (g/100g) 0,39 £0,02 0,38 +£0,01 0,39 +0,02 0,41 £0,01 0,37 +0,02

Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: diecta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

2- Parametros lipidicos

2.1- Concentracion de triacilglicéridos, colesterol y acidos grasos circulantes

Las concentraciones de TAG séricos descendieron por el consumo de la dieta S30, y
respecto a este grupo, la ingesta de dietas conteniendo distintas grasas lacteas incrementaron sus

niveles independientemente del tipo de grasa (Figura 12). La concentracién de Col disminuyé en
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suero de animales alimentados con altos niveles de soja dietaria respecto a la dieta control (p<0,01),

y no se observaron diferencias entre las dietas a altos niveles grasa dietaria (Figura 13).

Figura 12- Niveles séricos de triacilglicéridos

0,8 -

0,7 1

HH o

5
(o)
1

Triacilglicéridos (g/l)
N
[\S] [ON] S [9)]

l_

e
—
1

2
=)

S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas

Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

Figura 13- Niveles séricos de colesterol
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Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student.
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Entre los cambios mds importantes en el perfil de AG circulantes, se observd que el
incremento de los niveles de aceite de soja dietario, aumenté los niveles de AL y ALA, al mismo
tiempo que disminuyo los niveles de 9¢-16:1, 11¢-18:1 y AA (Tabla 5).

En los lipidos circulantes de los animales alimentados con dietas ricas en grasas lacteas, se
encontré un significativo contenido de dcido ruménico (AR) y de su precursor, acido trans-
vaccénico (AV). Dichos niveles fueron méds manifiestos en el grupo GLM30. A elevados niveles de
grasas dietarias, el contenido de 4cidos grasos saturados (AGS) s6lo mostré una disminucién en el
grupo GLM30 vs GL30. Mientras que las principales diferencias se observaron entre los AGMI y
AGPI. Especificamente, las grasas lacteas incrementaron los niveles de AGMIc (principalmente 9c-
16:1, 9¢-18:1 y 11¢-18:1) y AGMI¢ a expensas de una reduccioén de los niveles de AGPIL. Dicha
reduccion fue observada en las familias de AGPI n-3 y n-6, a excepcidn del grupo GLM30, el cual

mostré niveles de AGPI n-3 equivalentes a los de la S30.
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Tabla 5- Perfil de 4cidos grasos circulantes (% del total de AG)

Resultados

Acidos Grasos s7 S30 GL30 GLM30 GLE30 Prucbat | One ey

12:0 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,04+0,00° 0,04+0,01° NS 0,000
14:0 0,20+0,02 0,17+0,01* 0,92+0,08" 0,78+0,04° 0,52+0,04° NS 0,000
9c-14:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,08+0,01° 0,07+0,01° 0,00+0,00° NS 0,000
15:0 0,09+0,00 0,130,017 0,35+0,03" 0,32+0,02" 0,27+0,03" 0,006 | 0,000
16:0 iso 0,05+0,00 0,04+0,00° 0,05+0,00™ 0,07+0,01° 0,060,00™ NS 0,002
16:0 21,52+0,76 17,18+0,13™ | 20,68+0,88" | 18,84+0,23" | 19,34+0,35° | 0,001 | 0,003
9-16:1 0,000,00 0,000,00° 0,00+0,00° 0,140,00° 0,00+0,00° NS 0,000
11£-16:1 0,060,01 0,100,017 0,07+0,00° 0,13+0,02° 0,07+0,02° 0,012 | 0,029
17:0 iso 0,10+0,00 0,07+0,00™ 0,15+0,01° 0,22+0,02° 0,12+0,01° 0,000 | 0,000
9¢-16:1 0,89+0,06 0,17+0,01°* 0,85+0,02° 0,810,08" 0,62+0,08° 0,000 | 0,000
17:0 anteiso 0,07+0,01 0,00+0,00" 0,09+0,01" 0,10+0,01° 0,07+0,01° 0,000 | 0,000
17:0 0,26+0,03 0,310,02 0,30+0,01 0,32+0,01 0,32+0,01 NS NS

(9-10)c-17:1 0,42+0,03 0,23+0,01° 0,18+0,01 0,19+0,02 0,17+0,01 0,001 NS

18:0 18,04+1,27 21,34+1,00° | 18,69+0,68" | 17,37+0,57° | 19,36+0,90" NS 0,030
6t-18:1 0,000,00 0,000,00° 0,040,00° 0,00+0,00°* 0,00+0,00" NS 0,000
9¢-18:1 0,02+0,00 0,00+0,00™ 0,17+0,02" 0,21+0,02° 0,15+0,01° 0,000 | 0,000
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11£-18:1 (AV) 0,03+0,00 0,07+0,01" 0,57+0,04° 1,26+0,09° 0,41£0,05° | 0,006 | 0,000
9¢-18:1 (AO) 5,49+0,48 4,65+0,09" 11,8620,28™ | 13,76+£0,48° | 11,45+0,85" NS 0,000
11c-18:1 3,10+0,16 1,61+0,07 " 2,41£0,15 2,37+0,03" 2,47+0,15" 0,000 | 0,000
12¢-18:1 0,18+0,02 0,07+0,00™ 0,41+0,03" 0,49+0,02° 0,38+0,04 0,001 | 0,000
14¢-18:1 0,000,00 0,00+0,00° 0,34+0,04" 0,39+0,03¢ 0,27+0,02° 0,000 | 0,000
9¢, 12¢-18:2 (AL) 16,34+1,46 | 22,33%1,55™ | 13,29+0,81° | 14,06+0,89° | 14,61£122° | 0,030 | 0,000
6c, 9c, 12¢-18:3 (GLA) 0,18+0,01 0,17+0,00 0,11+0,01° 0,14+0,01°¢ 0,08+0,00° NS 0,000
20:0 0,08+0,01 0,140,00" 0,08+0,00" 0,04+0,01° 0,040,00° 0,002 | 0,000
5¢-20:1 0,030,00 0,05+0,00" 0,010,00° 0,010,00° 0,010,00° 0,007 | 0,000
9¢, 12¢, 15¢-18:3 (ALA) 0,340,04 0,90+0,07"* 0,27+0,01° 0,44+0,04¢ 0,34+0,05" 0,000 | 0,000
8¢-20:1 0,040,00 0,000,00" 0,010,00" 0,01+0,00° 0,00+0,00" 0,000 | 0,000
11¢-20:1 0,04:+0,00 0,08+0,01™ 0,04:0,00° 0,03+0,00" 0,040,00° 0,024 | 0,001
9¢, 11¢-18:2 (AR) 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,300,04° 0,65+0,06° 0,27+0,01° NS 0,000
11c,14¢-20:2 0,15+0,02 0,27+0,02™ 0,08+0,01° 0,09+0,01" 0,0840,00° | 0,005 | 0,000
8c, 11c, 14c- 20:3 (DGLA) 0,31+0,01 0,32+0,02° 0,70+0,04°¢ 0,80+0,08°¢ 0,57+0,01° NS 0,000
22:0 0,030,00 0,04+0,00"™ 0,02+0,00° 0,02+0,00° 0,000,00° 0,000 | 0,000
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5c, 8¢, 11c, 14c- 20:4 (AA) 26,19+0,08 | 22,79+0,87" | 20,28+0,45" | 17,83+0,45° | 20,65+0,55* | 0,008 | 0,001
13¢-22:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,05+0,00° 0,040,00" 0,04+0,01° NS 0,000
Sc, 8¢, 11, 14c, 17¢- 20:5 (EPA) 0,37+0,02 0,32+0,03" 0,36+0,03" 0,48+0,04° 0,21+0,02° NS 0,000
24:0 0,05+0,00 0,05+0,00* 0,03+0,00" 0,03+0,00" 0,03+0,00° NS 0,003
15¢- 24:1 0,32+0,01 0,05+0,00" 0,000,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,000 | 0,000
7c, 10c, 13c, 16¢- 22:4 0,07+0,00 0,44+0,03" 0,36+0,03* 0,27+0,02° 0,46+0,02° 0,000 | 0,001
4c, 7c, 10c, 13c, 16¢-22:5 0,1420,00 0,08+0,00 0,38+0,06" 0,22+0,01* 0,35+0,04° | 0,000 | 0,000
7c, 10c, 13¢, 16¢, 19¢-22:5 0,660,05 0,70+0,06 0,80+0,05 0,86+0,03 0,75+0,02 NS NS
4c,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 (DHA) 3,93+0,20 4,67+0,33" 3,46+0,23" 4,47+0,07* 3,45+0,22° NS 0,004
> NI 0,65+0,09 0,4420,03 0,98+0,01 1,66+0,07 0,40+0,01 - -

Y AGS 40,40+1,16 | 39,33+1,06" | 41,28+0,36° | 38,10+0,53" | 40,12+0,70 NS 0,049
Y AGMIc 10,51+0,62 6,89+0,14™ 16,24+0,14 | 18,16+0,47° 15,44+1,02° | 0,001 | 0,000
Y AGMIt 0,11+0,01 0,16+0,01™ 0,86+0,06" 1,74+0,10°¢ 0,64+0,06° 0,008 | 0,000
> AGPIc n-6 42,29+0,76 | 46,41+1,00® | 3521+0,29" | 34,09+0,51® | 36,81+0,95" | 0,017 | 0,000
> AGPIc n-3 5,30+0,17 6,58+0,37"* 4,88+0,24° 6,21+0,08" 4,77+0,21° 0,020 | 0,003
Y AGPIc 47,59+0,69 | 52,99+0,78™* | 40,10£0,33" | 40,30+0,57° | 41,58+0,83" | 0,002 | 0,000

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de
AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7
mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s. X NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; XAGMIc: sumatoria de AG monoinsaturados cis; XAGMIr:
sumatoria de AG monoinsaturados trans; XAGPIcn-6: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-6; 2AGPIcn-3: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-3 y XAGPlIc:

sumatoria de AG poliinsaturados total cis.
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2.2- Concentracion de triacilglicéridos hepaticos

Comparando con S7, el contenido de TAG en higado aument$ significativamente en los
animales que consumieron S30 (p<0,001). Del andlisis de varianzas, a altos niveles de grasa,
podemos observar que los TAG hepdticos disminuyen, observdndose el mayor descenso en los

grupos GL30 y GLM30 (Figura 14).

Figura 14- Niveles de triacilglicéridos en higado
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

2.3- Contenido y relaciones de acidos grasos hepaticos

En la Tabla 6 se presenta la composicién de AG en higados de los animales alimentados
con las cinco dietas experimentales. Los elevados niveles de aceite de soja en S30 reflejaron un
incremento en el contenido de AGPI de las familias n-6 y n-3, principalmente por cambios en los
AG: AL y ALA, como de sus derivados de desaturaciéon y elongacion. Paralelamente a estos
cambios, se redujeron los porcentajes de los AGS y AGMI. Especificamente, en S30 (vs S7) se
observo un descenso de los niveles de 16:0, 9¢-16:1 y 11¢-18:1, acompafiados de un incremento del
porcentaje de AL, GLA, ALA, 11¢-20:1, 11¢,14¢-20:2, DGLA, 7¢,10c¢,13¢,16¢-22:4 'y
7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:5.

Bioq. Gerstner Carolina 72 I



Resultados

Los isomeros AV y AR fueron incorporados en el higado de los animales alimentados con
altos niveles de grasa l4ctea, mostrando los mayores niveles en el grupo GLM30.

En las dietas enriquecidas en grasas lacteas se observd un incremento en los niveles de AGS
y AGMI, asociados a un descenso en los AGPI. El incremento de AGS fue mayor en los animales
alimentados con GL30 y GLE30. Notablemente la dieta GLM30 increment6 los niveles de EPA y

disminuyd los de AA respecto a las distintas grasas lacteas.
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Tabla 6- Perfil de dcidos grasos en higado (% del total de AG)

Resultados

Acidos Grasos S7 S30 GL30 GLM30 GLE30 Prucbat | One Way
10:0 0,00+0,00 0,01£0,00™ 0,03+0,00° 0,03+0,00 0,05+0,01¢ 0,000 | 0,000
12:0 0,02+0,00 0,01+0,00" 0,14+0,02° 0,14+0,04° 0,06+0,00® | 0,006 | 0,008
14:0 0,39+0,03 0,17+0,02" 1,60+0,21° 1,5740,17° 0,900,10° 0,001 | 0,000
9c-14:1 0,03+0,01 0,00£0,00™ 0,15+0,01° 0,1420,02° 0,08+0,01¢ 0,001 | 0,000
15:0 0,10%0,00 0,09+0,00™ 0,3620,03" 0,39+0,01° 0,2620,02° 0,008 | 0,000
16:0 iso 0,04+0,01 0,02+0,00" 0,040,00° 0,05+0,00" 0,040,00° 0,030 | 0,001
16:0 20,34+0,17 13,57£0,20™ | 21,58+0,44° | 20,17+0,08* | 19,87+0,47° | 0,000 | 0,000
9¢-16:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,040,00° 0,08+0,01° 0,03+0,00° NS 0,000
11-16:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,0620,00° 0,24+0,02° 0,040,00 NS 0,000
7¢-16:1 0,19+0,01 0,24+0,01" 0,34+0,02" 0,48+0,01° 0,28+0,02° 0,027 | 0,000
9¢-16:1 2,27+0,29 0,22+0,01"* 1,0120,05" 1,08+0,07° 0,93+0,08" 0,000 | 0,000
17:0 anteiso 0,10+0,02 0,0040,00™ 0,1620,03" 0,20+0,01° 0,140,00 0,002 | 0,000
17:0 0,18+0,01 0,20+0,01° 0,30+0,01° 0,3120,00 0,28+0,02" NS 0,000
(9-10)¢-17:1 0,30+0,02 0,14+0,01" 0,20+0,02° 0,18+0,01 0,16+0,01°° | 0,000 | 0,041
18:0 11,060,42 11,8240,23* | 12,66+0,80 | 10,67+0,32" | 14,810,71° NS 0,002
9r-18:1 0,00+0,00 0,0040,00* 0,10£0,01* 0,34+0,05° 0,12+0,02° NS 0,000
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11£-18:1 (AV) 0,00+0,00 0,00+0,00* 0,30i0,03b 0,93+0,08°¢ 0,2910,04b NS 0,000
9¢-18:1 (AO) 11,36+0,92 9,75+0,55" 19,2240,68" | 20,78+0,26" | 18,921,229 NS 0,000
11c-18:1 3,43+0,05 2,13+0,12" 3,17+0,08" 4,05+0,17¢ 3,68+0,05° 0,000 | 0,000
12¢-18:1 0,20+0,03 0,09+0,00™ 1,08+0,07° 0,94+0,06° 0,65+0,02° 0,008 | 0,000
14¢-18:1 0,00+0,00 0,00:£0,00° 0,27+0,01° 0,31+0,01° 0,22+0,00° NS 0,000
9¢, 12¢-18:2 (AL) 24,20+0,18 | 33,774#2,00™ | 12,69+0,30" | 13,8240,74° | 14,79+0,53" | 0,003 | 0,000
6¢, 9¢, 12¢-18:3 (GLA) 0,40+0,04 0,59+0,05™ 0,20+0,01° 0,23+0,01° 0,13+0,02° 0,025 | 0,000
20:0 0,15+0,01 0,24+0,02" 0,05+0,00° 0,07+0,00° 0,07+0,00° 0,010 | 0,000
5¢-20:1 0,100,01 0,10+0,01* 0,02+0,00° 0,01+0,00° 0,010,00° NS 0,000
9¢, 12¢, 15¢-18:3 (ALA) 1,10+0,10 1,92+0,12™ 0,44+0,02° 0,72+0,03 0,41+0,03" 0,002 | 0,000
11¢-20:1 0,060,00 0,16+0,02" 0,15+0,01 0,1120,01 0,12+0,01 0,002 NS

9¢, 11£-18:2 (AR) 0,00+0,00 0,00+0,00? 0,75+0,03° 2,31+0,09°¢ 0,43+0,03¢ NS 0,000
11c,14¢-20:2 0,1420,01 0,37+0,03™ 0,10+0,00° 0,1120,01° 0,13+0,01° 0,000 | 0,000
8¢, 11¢c, 14c- 20:3 (DGLA) 0,25+0,02 0,37+0,01" 0,47+0,01° 0,51+0,03" 0,43+0,00° | 0,002 | 0,001
22:0 0,0120,00 0,02+0,00" 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00 0,043 NS

11c, 14c, 17¢- 20:3 0,010,00 0,01+0,00* 0,01+0,00" 0,02:0,00" 0,02+0,00° NS 0,012
Sc, 8¢, 11c, 14c- 20:4 (AA) 17,08+0,83 15,17+0,42" | 16,11%0,14° 12,60+0,49° 17,46+1,08" NS 0,001
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Sc, 8¢, 11, 14c, 17¢- 20:5 (EPA) 0,41+0,02 0,53+0,02™ 0,25+0,02° 0,36+0,03° 0,17+0,01° 0,004 | 0,000
24:0 0,0120,00 0,02+0,00" 0,010,00° 0,010,00° 0,02+0,00° 0,002 | 0,001
7c, 10c, 13c, 16¢- 22:4 0,27+0,02 0,42+0,01" 0,29+0,02" 0,23+0,02° 0,47+0,02° 0,001 | 0,000
4c, 7c, 10c, 13¢, 16¢-22:5 0,16+0,01 0,15+0,01° 0,34+0,03" 0,19+0,01* 0,37+0,04° NS 0,000
7c, 10c, 13c, 16¢, 19¢-22:5 0,55+0,06 0,73+0,02" 0,75+0,04 0,76+0,04 0,8120,04 0,031 NS
4c,7c,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 (DHA) 4,03+0,19 4,44+0,14 3,99+0,18 3,7420,33 3,73+0,23 NS NS
> NI 0,58+0,00 0,57+0,05 0,81+0,04 0,98+0,03 0,58+0,02 - -

Y AGS 32,39+0,27 | 26,17+0,32" | 36,95+0,39" | 33,63+0,41° | 36,53+0,52° | 0,000 | 0,000
Y AGMIt 0,000,00 0,000,00° 0,50+0,03" 1,59+0,11° 0,48+0,05" NS 0,000
Y AGMIc 17,96+1,21 12,83+0,63™ | 25,60+0,74" | 28,09+0,51° | 25,05%1,41° | 0,009 | 0,000
Y AGPIc n-6 42,51+0,74 | 52,1020,74™ | 30,2040,34° | 27,49+0,41° | 33,41x0,67° | 0,000 | 0,000
> AGPIc n-3 6,09+0,23 7,63+0,18™ 5,45+0,20 5,57+0,24° 5,14+0,25° 0,002 | 0,000
> AGPIc 48,60£0,93 | 59,67+0,86™ | 35,65+0,53° | 33,25+0,34° | 38,92+0,95° | 0,000 | 0,000

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de
AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7
mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s. £ NI: sumatoria de AG no identificados; ¥ AGS: sumatoria de AG saturados; ZAGMIc: sumatoria de AG monoinsaturados cis; ZAGMIt:
sumatoria de AG monoinsaturados trans; XAGPIcn-6: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-6; XAGPIcn-3: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-3 y XAGPlIc:
sumatoria de AG poliinsaturados total cis.
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Si bien el AV y el AR estdn presentes en las dietas ricas en grasa lactea, el AR también es
formado por bioconversioén a partir del AV incrementando potencialmente el pool de este 4cido
graso bioactivo. El cociente AR/AV en el higado de los animales alimentados con las dietas lacteas
fue: GLM30=GL30>GLE30 (Figura 15). Esta bioconversiéon es catalizada por la enzima A9-
Desaturasa (SCD-1), la cual también participa en la biosintesis de novo de 4cidos grasos y es
reflejada por las relaciones dcido palmitoleico/ 4cido palmitico y dcido oleico/ dcido estedrico.

Asi, la relacion 9c¢-16:1/ 16:0 disminuy6 a elevados niveles de grasa (Figura 16a). La
comparacion del tipo de grasa dietaria muestra mayores niveles de este cociente respecto a la S30.
En forma diferente, la relacién 9¢-18:1/ 18:0 (Figura 16b), no se modificé por el nivel de grasa
dietaria, pero si mostré un incremento por las dietas ricas en grasa lactea, siendo més elevada en el

grupo GLM30.

Figura 15- Relacion porcentual: AR/AV en higados de animales alimentados con dietas ricas en
grasas lacteas

350 -
a

300 A

250 - a

200 - b

150 A I

100 A

50 A

0 a T 1
GL30 GLM30 GLE30

Dietas

Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: AR/AV+ SEM (n=6). GL30: dieta conteniendo
27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de
GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con
altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.
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Figura 16- Flujo a través de la enzima A9-desaturasa en higado. Expresada por la relacion
porcentual: dcido palmitoleico/4cido palmitico (a) y dcido oleico/dcido estedrico (b)

a b
14 - 250 -
12 4 ¢
T 200 4
il
| 150 4 ab
8 f
b T
6 b b 100 T
4 T
s *s 50 1
0 T d 0 T
s7 30 GL30 GLM30 GLE30 s7 30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas Dietas

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

La biosintesis total de AGPI de la serie n-6, estimada a través de la relacién porcentual
producto/sustrato (AA/AL) (Figura 17), mostré una disminucion significativa en el grupo S30. No
obstante, a altos niveles de grasa, las grasas lacteas aumentaron dicha relacion, siendo mds elevada

en los grupos GL30 y GLE30.
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Figura 17- Relacién porcentual: AA/AL en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacion porcentual: AA/AL + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo
7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta
conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s.

Dado que la enzima clave de la biosintesis de AA es la A6-desaturasa, se muestra el flujo a
través de dicha enzima mediante la relacion porcentual GLA/AL (Figura 18). Este pardmetro no
presentd diferencias estadisticamente significativas al aumentar el nivel de grasa; no obstante, a
altos niveles de grasa, se observd una disminucion en el grupo GLE30. La relacién porcentual
DGLA/GLA fue incrementada s6lo por la presencia de grasa lactea a elevados niveles de grasa,
siendo observado el mayor aumento en el grupo GLE30 (Figura 19).

El flujo de sustrato a través de la enzima AS5-desaturasa, representado por la relacion
AA/DGLA, muestra una disminucién en S30 al comparar con S7 (Figura 20). Esta disminucién se
acentda en el grupo GLM30 cuando lo comparamos con los grupos alimentados a altos niveles de

grasa.
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Figura 18- Flujo a través de la enzima A6-desaturasa en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacion porcentual: acido y-linolénico/dcido linoleico = SEM (n=6). S7:
dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de
AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa,
analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

Figura 19- Relacién porcentual: DGLA/GLA en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: DGLA/GLA + SEM (n=6). S7: dieta control
conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30:
dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados
mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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Figura 20- Flujo a través de la enzima A5-desaturasa en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacion porcentual: dcido araquidénico/acido di-homo-y-linolénico +
SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27%
de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3%
de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa,, analizados
mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

La biosintesis de AGPI-CL de la serie n-3, expresada por la relacion DHA/ALA, manifestd
modificaciones por el nivel y tipo de grasa dietaria. Especificamente, elevados niveles de grasa
inhibieron la conversiéon de ALA a DHA, mientras que elevados niveles de grasa lactea estimularon
dicha conversion, observdndose en forma mds significativa en los grupos GL30 y GLE30 (Figura
21). A través del andlisis de los intermediarios de dicha via, se observa que la biosintesis de EPA,
expresada por la relacion EPA/ALA, muestra el mismo comportamiento que la relacion DHA/ALA
no alcanzando diferencias significativas por el nivel de grasa dietaria y denotando que el incremento
observado por la grasa lactea fue mayor en el grupo GL30 que en el GLM30 (Figura 22). Ademas,
la elongacion de EPA a DHA, expresada por la relacion DHA/EPA, no fue afectada por el nivel de

grasa dietaria, y mostrd un incremento significativo en los grupos GL30 y GLE30 (Figura 23).
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Figura 21- Relacién porcentual: DHA/ALA en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: DHA/ALA + SEM (n=6). S7: dieta control
conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30:
dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa,, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s.

Figura 22- Relacién porcentual: EPA/ALA en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: EPA/ALA + SEM (n=6). S7: dieta control
conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30:
dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados
mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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Figura 23- Relacion porcentual: DHA/EPA en higado
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Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: DHA/EPA + SEM (n=6). S7: dieta control
conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30:
dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados
mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

Debido a los escasos niveles de algunos de los metabolitos intermediarios, no fue factible
estimar los efectos en los flujos parciales de sustratos a través de las diferentes enzimas

participantes en la biosintesis total de DHA.

2.4- Concentracion de triacilglicéridos en misculo

Comparando con S7, el contenido de TAG en musculo aumenté significativamente en los
animales que consumieron S30 (p<0,001). Los TAG musculares a elevados niveles de grasa

disminuyeron en los grupos GLM30 y GLE30, sin observarse cambios en GL30 (Figura 24).
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Figura 24- Niveles de triacilglicéridos en musculo
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

2.5- Contenido y relaciones de acidos grasos en misculo

En la Tabla 7 se observa la composiciéon de AG en musculo gastrocnemio de los distintos
grupos experimentales. En musculo, las dietas ricas en aceite de soja incrementaron
aproximadamente en un 50% los niveles de AGPI totales, como los de las familias n-6 y n-3. No
obstante, los incrementos fueron observados principalmente en cuatro AG: AL, ALA, DHA y 1lc,
14¢-20:2. El incremento en AGPIs, estuvo asociado a una disminucién de los AGS y AGMLI, siendo
importante el descenso significativo de AG involucrados en lipogénesis como 16:0, 9¢-16:1 y 11c-
18:1.

Los isémeros trans fueron incorporados en el musculo, independientemente del tipo de
isémero trans considerado, guardando una relacién con la ingesta de los mismos. De esta forma se
destaca la incorporacion de AV y AR en el grupo GLM30.

En las dietas enriquecidas en grasas lacteas se observaron aumentos significativos en el
contenido de AGS y AGMI, acompaiiados de un descenso en los AGPI. El aumento de AGMI fue
mayor en los animales alimentados con GLE30 a expensas, principalmente, de los AG: 9¢-18:1 y
11c-18:1. El descenso en los AGPIs totales en las dietas ricas en grasas lacteas fue similar entre los
diferentes grupos, no obstante la mayor contribucion a ese descenso fue observada en los AGPI de
la familia n-6. Es interesante observar que los niveles de AA en los animales del grupo GLM30

fueron significativamente inferiores que los del grupo GL30.
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Tabla 7- Perfil de dcidos grasos en musculo gastrocnemio (% del total de AG)

Resultados

Acidos Grasos S7 S30 GL30 GLM30 GLE30 Prucbat | One Way

12:0 0,33+0,03 0,09+0,01™ 0,53+0,00" 0,96+0,23° 0,73+0,19™ 0,002 | 0,018
14:0 1,37+0,15 0,28+0,01™ 2,86+0,12™ 3,39+0,21° 2,41+0,09° 0,002 | 0,000
9c-14:1 0,10+0,02 0,000,00™ 0,22+0,03" 0,25+0,02" 0,20+0,05" 0,011 | 0,001
15:0 0,110,00 0,08+0,00™ 0,37+0,01° 0,400,02° 0,38+0,05" 0,005 | 0,000
16:0 iso 0,060,00 0,04+0,00™ 0,08+0,00" 0,10+0,01° 0,08+0,01° 0,010 | 0,000
16:0 27,16%1,03 19,66+0,66™ | 26,62+0,15° | 24,65+0,58" | 26,83%£2,19° | 0,004 | 0,009
9¢-16:1 0,0120,00 0,02+0,00™ 0,13+0,00° 0,22+0,01° 0,060,00° 0,028 | 0,000
9¢-16:1 5,79+0,65 0,35+0,04 " 1,9240,26" 1,4540,12° 1,52+0,32° 0,001 | 0,005
17:0 0,13+0,01 0,21+0,01°* 0,28+0,00" 0,32+0,01° 0,27+0,00° 0,002 | 0,000
(9-10)c-17:1 0,0120,00 0,000,00" 0,00+0,00" 0,1120,00° 0,00+0,00" 0,021 | 0,000
18:0 8,40+1,15 10,26+0,33 9,62+0,25 9,55+0,06" 8,69+0,58 NS NS

6t-18:1 0,00+0,00 0,000,00* 0,09+0,01° 0,25+0,07° 0,09:0,02° NS 0,011
9¢-18:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,17+0,01° 0,360,04° 0,14+0,01° NS 0,000
101-18:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,300,02° 0,85+0,08° 0,27+0,05" NS 0,000
11£-18:1 (AV) 0,00+0,00 0,00+0,00* 0,40i0,01b 1,58+0,01°¢ 0,40+0,02° NS 0,000
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9¢-18:1 (AO) 16,90+1,11 13,6140,67° | 18,26+0,55" | 20,37#0,13" | 22,77+0,51° NS 0,000
11¢-18:1 3,13+0,20 1,86%0,01° 1,86+0,02° 1,6620,09" 2,23+0,06° | 0,003 | 0,000
9¢, 12¢-18:2 (AL) 19,9740,12 | 32,04+0,40 | 14,1240,08" | 14,33+0,79° | 15,01+0,50° | 0,000 | 0,000
6¢, 9c, 12¢-18:3 (GLA) 0,05+0,01 0,05+0,00" 0,03+0,00" 0,020,00 0,03+0,01*° NS 0,025
20:0 0,03+0,00 0,03+0,00 0,03+0,00 0,020,00 0,020,00 NS NS

5¢-20:1 0,0120,00 0,02+0,00" 0,00+0,00° 0,0120,00° 0,01%0,00° 0,007 | 0,002
9¢, 12¢, 15¢-18:3 (ALA) 0,66+0,03 1,08+0,03™ 0,32+0,02° 0,44+0,01° 0,36+0,02* | 0,001 | 0,000
11¢-20:1 0,06+0,00 0,09+0,00" 0,06+0,00 0,070,00 0,070,01 0,010 NS

9¢, 11£-18:2 (AR) 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,38+0,03" 1,30+0,03° 0,30+0,02° NS 0,000
11c, 14¢-20:2 0,11+0,01 0,21+0,00™ 0,07+0,00 0,07+0,00° 0,06£0,01> | 0,000 | 0,000
8c, 11¢, 14¢-20:3 (DGLA) 0,03+0,00 0,02+0,00? O,OIiO,OOb O,OZiO,OOb O,OliO,OOb NS 0,020
22:0 0,20+0,03 0,24+0,00" 0,53+0,01° 0,44+0,03" 0,31+0,04 NS 0,000
e, 14¢, 17¢-20:3 0,02+0,00 0,02:0,00 0,0120,00 0,01+0,00 0,01+0,00 NS NS

Sc, 8¢, 11c, 14¢-20:4 (AA) 6,98+0,68 8,58+0,42% 8,83+0,37° 6,90+0,04° 7,49+0,61% NS 0,034
Sc, 8¢, 11c, 14c, 17¢-20:5 (EPA) 0,05+0,01 0,04+0,02° 0,08+0,00 0,08+0,00° 0,04+0,01° NS 0,036
24:0 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 0,02+0,01 NS NS

7c, 10c, 13c, 16¢-22:4 0,24+0,04 0,24+0,00 0,300,01 0,210,00 0,26+0,06 NS NS
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4c, ¢, 10c, 13c, 16¢-22:5 0,33+0,08 0,23+0,01™ 0,60£0,04° 0,300,04* 0,66+0,03" 0,005 | 0,000
7c, 10c, 13¢, 16¢, 19¢-22:5 0,95+0,26 1,21+0,06 1,910,10 1,62+0,04 1,21+0,29 NS NS
4c,7¢,10c,13¢,16¢,19¢-22:6 (DHA) 5,45+0,61 7,96+0,26™ 7,06+0,37% 5,78+0,54° 5,78+0,23" 0,020 | 0,008
> NI 1,49+0,05 1,51+0,03 1,92+0,03 1,91+0,02 1,32+0,04 - -

Y AGS 37,81%0,33 30,89+0,34 | 40,93+0,09° | 39,85+0,77° | 39,73+1,88" | 0,000 | 0,000
Y AGMIt 0,00+0,00 0,00+0,00° 1,08+0,04° 3,260,19° 0,94+0,07° NS 0,000
Y AGMIc 26,00+1,81 15,92+0,70" | 22,34+0,84° | 23,91+0,26° | 26,80+0,28° | 0,007 | 0,000
> AGPIc n-6 27,71+0,86 | 41374033 | 23,98+0,35° | 21,85+0,74° | 23,53+1,12° | 0,000 | 0,000
> AGPIc n-3 7,13+0,86 10,30£0,34™ | 9,37+0,44% 7,93+0,54° 7,4040,47° 0,026 | 0,007
> AGPIc 34,84+1,72 | 51,68+0,56™ | 33,35+0,78" | 29,77+0,98" | 30,92+1,54" | 0,001 | 0,000

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de
AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7
mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s. £ NI: sumatoria de AG no identificados; ¥ AGS: sumatoria de AG saturados; ZAGMlIc: sumatoria de AG monoinsaturados cis; ZAGMIt:
sumatoria de AG monoinsaturados trans; XAGPIcn-6: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-6; XAGPIcn-3: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-3 y XAGPlIc:
sumatoria de AG poliinsaturados total cis.
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Si bien la incorporacién de AV y AR estuvo relacionada con la ingesta de los mismos, el
cociente AR/AV en miusculo gastrocnemio sélo presentd diferencias en el grupo GLE30 vs GL30

(Figura 25).

Figura 25- Relacion porcentual: AR/AV en musculos de animales alimentados con dietas ricas en
grasas lacteas
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Resultados expresados como el promedio de la relacién porcentual: AR/AV = SEM (n=6). GL30: dieta conteniendo
27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de
GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con
altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

En forma semejante a lo observado en higado, la relacién porcentual AA/AL (Figura 26a),
disminuy6 en los animales del grupo S30 e incrementaron en las grasas lacteas, siendo mayor en el
grupo GL30. El cociente DHA/ALA (Figura 26b) no mostré diferencias por el nivel de grasa
dietaria, y presentd el mismo patréon que el indicado para la relacion AA/AL para los grupos de

animales alimentados con dietas enriquecidas en grasa.
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Figura 26- Relaciones porcentuales: AA/AL (a) y DHA/ALA (b) en musculo
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

2.6- Contenido y relaciones de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

El perfil de los AG de los lipidos totales en el tejido adiposo epididimal es presentado en la
Tabla 8. Como puede observarse, el incremento de los niveles dietarios de aceite de soja elevé los
niveles de AGPI en un 71%, siendo equivalente el incremento en los AGPI de las familias n-6 y n-
3, como asimismo mostrando aumentos semejantes en la mayoria de los AGPI individuales. Los
AGS y en menor grado los AGMI decrecieron con la dieta S30, siendo muy importante el descenso
en los AG involucrados en la lipogénesis.

A elevados niveles de lipidos, las dietas ricas en grasas lacteas han mostrado mayor
incorporacién de AG isoméricos en tejido adiposo que en otros tejidos (higado, musculo y suero).
Dicha incorporacion fue mas acentuada en los animales alimentados con GLM30, destacidndose
principalmente la retencion del AR.

Los AGS y AGMI totales disminuyeron significativamente al aumentar el nivel de grasa, no
obstante, respecto al grupo S30, las dietas ricas en grasas ldcteas mostraron mayores niveles de
AGS (entre 115 y 150 %) y de AGMI (entre 60 y 76 %). Estos resultados fueron asociados a un
descenso muy significativo en los niveles de AGPI. Los animales del grupo GL30 presentaron el
mayor incremento de los AGS aterogénicos (12:0, 14:0 y 16:0) y del 18:0.

Es interesante notar que, de los animales que consumieron grasas lacteas, los mayores
niveles de AGPI n-3 se observaron en el grupo GLM30 a expensas de elevados niveles de ALA, y
no de los productos de elongacion EPA y DHA; y los niveles mas elevados de AGPI n-6 se
presentaron en el grupo GLE30.
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Tabla 8- Perfil de dcidos grasos en tejido adiposo epididimal (% del total de AG)

Resultados

Acidos Grasos S7 S30 GL30 GLM30 GLE30 Prucbat | One Way
10:0 0,02+0,00 0,01+0,00™ 0,44+0,01° 0,36+0,01° 0,30+0,01° 0,001 | 0,000
12:0 0,07+0,00 0,03+0,00™ 1,44+0,03 1,21+0,02° 1,01+0,04 0,000 | 0,000
14:0 1,32+0,02 0,36+0,03™ 6,45+0,09" 6,04+0,07" 4,57+0,15¢ 0,000 | 0,000
9c-14:1 0,09+0,01 0,00£0,00™ 0,61+0,02° 0,67+0,01° 0,40+0,01¢ 0,000 | 0,000
15:0 0,110,01 0,07+0,00" 0,64+0,02° 0,61+0,01° 0,500,01° 0,007 | 0,000
16:0 iso 0,09+0,01 0,040,00" 0,14+0,01° 0,14+0,00° 0,100,00° 0,000 | 0,000
16:0 25,25+0,56 | 12,45+0,37* | 26,50+£0,20" | 21,92+0,20° | 23,47+0,33% | 0,000 | 0,000
9¢-16:1 0,000,00 0,00+0,00° 0,00+0,00" 0,28+0,01° 0,00+0,00" NS 0,000
11£-16:1 0,22+0,00 0,17+0,01"* 0,000,00" 0,000,00° 0,000,00" 0,001 | 0,000
17:0 iso 0,000,00 0,000,00° 0,19+0,01° 0,28+0,01° 0,19+0,01° NS 0,000
7e-16:1 0,000,00 0,00+0,00° 0,13+0,01° 0,19+0,01° 0,11+0,01° NS 0,000
9¢-16:1 6,93+0,36 0,65+0,06 3,50+0,09" 3,17+0,12" 3,0620,09° 0,000 | 0,000
17:0 anteiso 0,200,01 0,040,00" 0,22+0,01° 0,310,02¢ 0,24+0,01° 0,000 | 0,000
17:0 0,07+0,01 0,12+0,00" 0,24+0,00° 0,29+0,00° 0,23+0,01° 0,000 | 0,000
9-10)c-17:1 0,27+0,01 0,10+0,01" 0,26+0,01° 0,26+0,01° 0,25+0,00° 0,000 | 0,000
18:0 3,11+0,09 3,46+0,06" 5,37+0,04° 5,31+0,07" 5,02+0,10° 0,018 | 0,000
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61-18:1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,28+0,01° 0,57+0,05° 0,20+0,02° NS 0,000
9r-18:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,43+0,01° 0,900,07¢ 0,21+0,01¢ NS 0,000
11¢-18:1 (AV) 0,00+0,00 0,00+0,00" 1,07+0,09° 2,42+0,07¢ 0,68+0,09° NS 0,000
9¢-18:1 (AO) 24,00£0,65 | 21,7120,22" | 32,02+0,60° | 30,98+0,58" | 34,69+0,74° | 0,016 | 0,000
11c-18:1 6,31+0,21 3,70+0,12" 4,84+0,29° 6,18+0,33¢ 6,32+0,33° 0,000 | 0,000
12¢-18:1 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,82:+0,04" 1,22+0,04° 1,62+0,09° NS 0,000
9¢,12¢-18:2 (AL) 29,53+0,58 | 50,84+0,66™ | 10,99+0,21" | 11,3020,16° | 14,64+0,34° | 0,000 | 0,000
6¢,9¢,12¢-18:3 (GLA) 0,15+0,01 0,29+0,00" 0,000,00° 0,04+0,00¢ 0,03£0,00° | 0,000 | 0,000
20:0 0,03+0,00 0,05+0,00"™ 0,00+0,00 0,04+0,00° 0,04+£0,00° | 0,001 | 0,000
5¢-20:1 0,08+0,00 0,11+0,01" 0,00+0,00 0,01+0,00° 0,010,00° | 0,006 | 0,000
9¢,12¢,15¢-18:3 (ALA) 2,06+0,09 3,64+0,05 0,69+0,02° 0,96+0,01°¢ 0,78+0,02° | 0,000 | 0,000
11¢-20:1 0,15+0,01 0,15+0,01° 0,03+0,00" 0,04+0,00° 0,02:0,00° NS 0,000
9¢,11¢-18:2 (AR) 0,00+0,00 0,00+0,00° 1,15+0,03° 3,26+0,03° 0,80+0,02° NS 0,000
11c,14¢-20:2 0,15+0,01 0,21+0,01° 0,05+0,00° 0,04+0,00° 0,06£0,00° | 0,003 | 0,000
8¢,11¢,14¢-20:3 (DGLA) 0,09+0,01 0,14+0,01" 0,070,00° 0,07+0,00° 0,06+0,00° 0,000 | 0,000
1c,14¢,17¢-20:3 0,00+0,00 0,03+0,00"™ 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,000 | 0,000
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5¢,8¢,11c,14c-20:4 (AA) 0,55+0,02 0,79+0,04 ™ 0,22+0,01° 0,17+0,01° 0,24+0,01° 0,002 | 0,000
5¢,8¢,11c,14¢,17¢-20:5 (EPA) 0,02:+0,00 0,05+0,00™ 0,00:£0,00" 0,00:£0,00" 0,00:£0,00" 0,001 | 0,000
7¢,10¢,13c,16¢-22:4 0,09+0,01 0,08+0,01° 0,00:£0,00" 0,00:£0,00" 0,00:£0,00" NS 0,000
4c,7c,10¢,13¢,16¢-22:5 0,08+0,00 0,10+0,01* 0,03+0,00" 0,04+0,00° 0,02+0,00° NS 0,000
4c,7c,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 (DHA) 0,14+0,01 0,14+0,01* 0,04+0,00° 0,04+0,00° 0,02+0,00° NS 0,000
> NI 0,16+0,02 0,400,01 0,73+0,03 0,96+0,05 0,35+0,01 - -

Y AGS 30,28+0,62 16,63+0,34™ | 41,63+0,18" | 36,52+0,30° | 35,69+0,58° | 0,000 | 0,000
Y AGMIt 0,22+0,00 0,17+0,01™ 1,77+0,09" 4,16%0,08° 1,09+0,10" 0,001 | 0,000
> AGMIc 37,83+1,01 264240257 | 42234044 | 42764048 | 46,51+0,46° | 0,000 | 0,000
> AGPIc n-6 30,57+0,61 52,36+0,62° | 11,26+0,21" 11,62+0,17° 15,03+0,33° | 0,000 | 0,000
> AGPIc n-3 2,30+0,09 3,94+0,05 0,77+0,02° 1,04+0,02° 0,83+0,02° 0,000 | 0,000
> AGPIc 32,8740,64 | 56,30£0,617 | 12,032021° | 12,66+0,17° 15,87+0,33° | 0,000 | 0,000

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de
AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7
mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way
ANOVA seguido de test de Tukey’s. ¥ NI: sumatoria de AG no identificados; X AGS: sumatoria de AG saturados; XAGMIc: sumatoria de AG monoinsaturados cis; XAGMIt:
sumatoria de AG monoinsaturados trans; ZAGPIcn-6: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-6; XAGPIcn-3: sumatoria de AG poliinsaturados total cis n-3 y XAGPlIc:
sumatoria de AG poliinsaturados total cis.
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La relacion 4cido palmitoleico/ dcido palmitico (Figura 27a) disminuy6 al aumentar el nivel
de grasa. Al comparar con S30, se observé un incremento equivalente de dicha relacién en los
grupos alimentados con grasas lacteas. Si bien al incrementar el nivel de grasa también se observé
un descenso de la relacion acido oleico/acido estedrico, no se observaron diferencias en dicha
relacion en los grupos alimentados con altos niveles de grasas lacteas respecto al grupo S30 (Figura

27b).

Figura 27- Relaciéon porcentual: 4cido palmitoleico/dcido palmitico (a) y 4cido oleico/dcido
estedrico (b) en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

3- Parametros asociados a la regulacion de los TAG hepaticos

Los niveles de TAG hepaticos dependen de los lipidos dietarios, de los lipidos provenientes
de tejidos extrahepdticos, de la sintesis enddgena y catabolismo hepatico, y finalmente de la

capacidad de exportacion a la circulacion como TAG-pre--lipoproteinas.

3.1- Lipogénesis en higado
3.1.1- Actividades de enzimas lipogénicas

En la sintesis de novo de AG en higado estan implicadas diversas enzimas, entre ellas resulta
clave destacar: ACC, FAS y G6PDH. Las mismas son determinantes de los niveles y disponibilidad

de AG para su posterior esterificacion, depésito, utilizacion o secrecion al torrente sanguineo.
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La actividad hepatica de la enzima ACC present6 un descenso significativo al incrementar el
nivel de grasa; sin embargo, no se observaron diferencias entre las dietas a altos niveles (Figura
28a). El andlisis estadistico para datos independientes mostré que la actividad de la enzima FAS
disminuyo significativamente en la dieta S30. A elevados niveles de grasa dietaria, los grupos GL30
y GLE30 presentaron los menores niveles en dicha actividad enzimatica (Figura 28b). La actividad
de la G6PDH también sufrié un marcado descenso al aumentar el nivel de grasa, este efecto se

magnificé de igual medida en las 3 dietas con grasas lacteas (Figura 28c).

Figura 28- Actividad de enzimas acetil-CoA carboxilasa (a), sintasa de dcidos grasos (b) y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (c) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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3.1.2- Expresion de enzimas y reguladores de la sintesis de lipidos en higado

Se evaluaron las expresiones génicas de algunas enzimas y factores de transcripcion claves
responsables de la sintesis de AG y TAG: Acc, Fas, Scdl, Dgat2, Srebpla, Srebplc y Lxra. Los
niveles de ARNm de las enzimas lipogénicas se muestran en la Figura 29 (a, b y c).
Especificamente, la expresion génica de Scdl disminuy6 por el nivel de grasa dietaria. Respecto al
grupo S30, la GLM30 incremento los niveles de ARNm de las tres enzimas lipogénicas evaluadas,
mientras que la GL30 aument6 la expresion génica de la enzima FAS y la GLE30 para las enzimas
ACC y FAS.

La expresion génica de la enzima DGAT, involucrada en la sintesis de TAG no presentd
cambios al aumentar el nivel de grasa, mientras que a altos niveles de grasa descendi6

significativamente sélo en los animales alimentados con GL30 (Figura 30).

Figura 29- Niveles de ARNm de acetil-CoA carboxilasa (a), sintasa de 4cidos grasos (b) y
estearoil-CoA desaturasa (c) en higado

a b
1,6 - 40 -
1.4 b b 35 f
é 12 ab T é 301 b l
£ 10 I I £ 25 b
£ | a 2
< 08 A < 20 1
@ @
Q O
2 06 1 T 15 A a
= =
S 04 4 5 1,0 T
02 0,5
0,0 T T , 0,0 T
S7 $30 GL30 GLM30 GLE30 S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas Dietas
C
3,0 -
b
2,5 A
«
.NS
520 A
8
2
15
8
E T
§ 1,0 I
5
*
0,5 a a a
0,0
s7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s
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Figura 30- Niveles de ARNm de diacilglicerol aciltransferasa en higado
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

Los factores de transcripcion LXRa y SREBP-1a intervienen sobre la expresion de genes
involucrados en la sintesis de AG, colesterol y TAG; mientras que el SREBP-1c¢ sélo participa en la
transcripcion de genes involucrados en la regulacidon de la lipogénesis. Los niveles de ARNm de
SREBP-1a y SREBP-1c disminuyeron significativamente con el incremento del nivel de grasa
dietaria, mientras que no presentaron cambios en el LXRa. A elevados niveles de grasa, los tres

tipos de grasas lacteas no mostraron diferencias significativas respecto a S30 (Figura 31).
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Figura 31- Niveles de ARNm de LXRa (a), SREBP-1a (b) y SREBP-1c (c¢) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student.

3.2- Oxidacion de acidos grasos
3.2.1- Actividad de la enzima carnitina palmitoil transferasa-1a en higado

La actividad de la enzima CPT-1a, enzima clave de la B-oxidacién, mostré un incremento
significativo en el grupo S30 respecto del control S7. A elevados niveles de grasas la actividad de
dicha enzima, increment6 en el grupo GLM30, y disminuy6 en el grupo GL30, respecto al grupo

S30 (Figura 32).
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Figura 32- Actividad de la enzima carnitina palmitoil transferasa-1a en higado

4,0 1

3,0 1

2,0 A

H

mU/mg prot

0,5 A

0,0 T
S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

3.2.2- Expresion de enzimas y reguladores de la oxidacion de acidos grasos en higado

Los niveles hepaticos de ARNm de la enzima CPT-la (B-oxidacién mitocondrial) no
mostraron diferencias estadisticas por ningun tratamiento dietario. Mientras que la expresion génica
de la enzima ACOX1 (B-oxidacién peroxisomal) en higado presenté un descenso por el elevado
contenido graso, el cual fue ain més acentuado en los animales correspondientes a los grupos GL30

y GLE30 (Figura 33a 'y b).
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Figura 33- Niveles de ARNm de carnitina palmitoil transferasa-la (a) y acil-CoA oxidasa 1 (b) en

higado
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

Con respecto a los factores de transcripcion asociados a las enzimas involucradas en la -
oxidacién de AG, se evalud la expresion génica hepatica del Ppara. La expresion de este factor de

transcripcion mostré un aumento significativo sélo para el grupo GLM30 (Figura 34).

Figura 34- Niveles de ARNm de PPARa en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.
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Otro paso metabdlico en la oxidacién de sustratos en higado estd regulado por el receptor de
adiponectina (AdipoR2). La expresion génica de dicho receptor, estuvo significativamente
disminuido por el nivel de grasa dietaria y mostré un significativo incremento en los animales

alimentados con GLM30 (Figura 35).

Figura 35- Niveles de ARNm de AdipoR2 en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s

3.3- Proteinas transportadoras de acidos grasos en higado

Se midieron los niveles de ARNm de las proteinas transportadoras de acidos grasos de
cadena larga: FATP2 y FATPS, ademds de la translocasa de &4cidos grasos (FAT/CD36). Los
mismos muestran un aumento en los animales alimentados con S30. A altos niveles de grasa se
observ6 una disminucién de dichas expresiones génicas por los tratamientos con las distintas grasas
lacteas. El grupo GLM30 mostr6 un menor descenso en la expresion del ARNm de CD36 al

comparar con las otras grasas lacteas (Figura 36a, b y c).
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Figura 36- Niveles de ARNm de FATP2 (a), FATPS (b) y CD36 (c) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

3.4- Secrecion hepatica in vivo de TAG-pre-B-lipoproteinas

La velocidad de secrecion de TAG (VSTAG), no sufrié cambios al aumentar el nivel de
grasa, no obstante, se observé un incremento de este parametro en los animales que ingirieron la

dieta GLM30 (Figura 37).
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Figura 37- Velocidad de secrecion hepética de TAG
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

4- Parametros asociados a la regulacion de los TAG en misculo

El misculo es un tejido altamente oxidativo y participa en gran medida en la oxidacién de
glucosa y 4cidos grasos. Para comprender los cambios en los niveles y posibles mecanismos
involucrados en la regulacion de TAG en este tejido, se determinaron diferentes parametros
cruciales en la via de regulacion de la oxidacion de lipidos. Para ello, se evaluaron la capacidad de
captacion de AG mediante la enzima LPL, la participacién del receptor de adiponectina (expresion
de AdipoR1) y la expresién de la enzima clave involucrada en la -oxidacién de dcidos grasos

(CPT-1b).

4.1- Captacion de acidos grasos en misculo gastrocnemio

La capacidad de captacion de AG transportados en las TAG-pre-f-lipoproteinas es regulada,
principalmente, por la actividad de la enzima LPL muscular, la cual a la vez, es clave en el proceso
de clarificacion de los TAG circulantes en condiciones de ayuno. La actividad de la enzima LPL en

musculo gastrocnemio, no se vio afectada por el nivel, ni por el tipo de grasa dietaria (Figura 38).
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Figura 38- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa por gramo de misculo gastrocnemio
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS.

4.2- Oxidacion de acidos grasos
4.2.1- Expresion de la enzima CPT-1b y del receptor de adiponectina en misculo

En la Figura 39 se puede observar que la expresion génica de Cpt-1b no mostrd diferencias
significativas con ningun tratamiento dietario. Mientras que los niveles de ARNm del receptor de
adiponectina (AdipoR1) no fueron modificados en S30 (vs S7) e incrementaron significativamente

en los animales alimentados con GLM30 (Figura 40).
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Figura 39- Niveles de ARNm de carnitina palmitoil transferasa-1b en musculo
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS.

Figura 40- Niveles de ARNm del receptor de adiponectina en musculo
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Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.
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5- Parametros asociados a la regulacion de los TAG en tejido adiposo

Una de las funciones importantes del tejido adiposo blanco es la de depositar TAG para
reserva y disponer de los mismos cuando el organismo lo requiere. El almacenamiento de TAG es
consecuencia, principalmente, de los lipidos que puede captar de la circulacién y en menor medida
de los que sintetiza a partir de precursores energéticos. Se evalud la actividad de la enzima LPL de
tejido adiposo epididimal y la expresion de las enzimas SCD1 y DGAT. Asimismo, fue cuantificada
la expresion génica de la primera enzima encargada de la lipdlisis de TAG, y de enzimas

involucradas en la oxidacién (CPT-1a y ACOX1).

5.1- Captacion de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Altos niveles de grasa dietaria incrementaron la actividad de la enzima LPL en TAE y dicho

aumento fue exacerbado en los animales alimentados con GLM30 (Figura 41).

Figura 41- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en TAE
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s
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5.2- Translocasa de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Los niveles de ARNm de la translocasa CD36 se incrementaron en la dieta S30 al comparar
con el grupo control; mientras que a elevados niveles de grasa dietaria, la GL30 disminuyé la

expresion génica de dicho transportador (Figura 42).

Figura 42- Niveles de ARNm de CD36 en TAE
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

5.3- Sintesis de lipidos en tejido adiposo epididimal

La expresion génica de Scdl implicada en la sintesis de AG mostré un descenso
estadisticamente significativo en el grupo S30. Mientras que a elevados niveles de grasa lactea, el
grupo GL30 y en mayor medida el GLM30 incrementaron la expresion génica de dicha enzima
(Figura 43).

Los niveles de ARNm de la enzima DGAT, involucrada en la sintesis de triacilglicéridos no
mostraron cambios al incrementar los niveles de grasa dietaria y descendieron significativamente en

los animales alimentados con dieta GLM30 (Figura 44).
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Figura 43- Niveles de ARNm de estearoil-CoA desaturasa en TAE
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s

Figura 44- Niveles de ARNm de diacilglicerol aciltransferasa en TAE
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Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.
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5.4- Expresion de la enzima adiposo triglicérido lipasa en tejido adiposo epididimal

En el estudio de los niveles de ARNm de la enzima adiposo triglicérido lipasa (ATGL), una
de las enzimas vinculadas a la lipdlisis de TAG en TAE, no se observaron diferencias por el nivel
de grasa dietaria, denotando cambios por el tipo de grasa dietaria. Especificamente, en los animales
alimentados con GLE30 se observé un descenso significativo al comparar con S30; y entre las
dietas conteniendo grasas lacteas se observd que los niveles de ARNm de la enzima ATGL,

mostraron que GLM30 > GL30 > GLE30 (Figura 45).

Figura 45- Niveles de ARNm de adiposo triglicérido lipasa en TAE
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

5.5- Oxidacion de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Relacionado a la oxidacién de AG en TAE, las expresiones génicas de la enzimas CPT-1a
(B-oxidacién mitocondrial) y ACOXI1 (B-oxidacién peroxisomal) mostraron un incremento
significativo al aumentar el nivel de grasa. Sin embargo, a altos niveles de grasa dietaria la
expresion génica de Cpt-1a, aumento en los animales alimentados con la dieta GLM30 y disminuy6
en el grupo GLE30. Por otra parte, los niveles de ARNm de la ACOXI1 descendieron

independientemente del tipo de grasa lactea (Figura 46a y b).
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Figura 46- Niveles de ARNm de carnitina palmitoil transferasa-1a (a) y acil-CoA oxidasa 1 (b) en
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

5.6- Expresion de adiponectina en tejido adiposo epididimal

Los niveles de ARNm de adiponectina en los animales tratados con S30 disminuyeron

significativamente por el aumento de grasa dietaria (S30 vs S7). Dichos valores incrementaron

parcialmente por el tratamiento con dietas conteniendo grasa lactea, alcanzando niveles mds

acentuados en aquellos animales alimentados con GLM30 (Figura 47).
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Figura 47- Niveles de ARNm de adiponectina en TAE
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

6- Metabolismo glucidico
6.1- Concentracion de glucosa e insulina circulantes

Los niveles de glucosa plasmatica no fueron modificados por el consumo de altos niveles de
aceite de soja. No obstante, se observé un incremento de la glucemia independientemente del tipo
de grasa lactea empleada (Figura 48). El contenido de insulina circulante presenté un incremento
significativo a altos nivel de grasa. Los animales alimentados con grasas licteas disminuyeron

dichos niveles, alcanzando diferencias significativas en los grupos GL30 y GLE30 (Figura 49).
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Figura 48- Niveles plasmaticos de glucosa
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

Figura 49- Niveles plasméticos de insulina
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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6.2- Utilizacion de la glucosa

El grado de utilizacién de la glucosa se evalud a través del test de tolerancia oral a la
glucosa, asimismo se estim6 el indice HOMA.

Los animales alimentados con dieta S30 mostraron una reducida utilizacioén de la glucosa,
expresada por un incremento en el drea bajo la curva de glucosa vs tiempo ante la sobrecarga oral de
glucosa. Este pardmetro mostré un significativo descenso independientemente del tipo de grasa
lactea dietaria (Figura 50).

A partir de los niveles de glucosa e insulina en ayunas se estimé el indice HOMA, el cual no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos dietarios, tanto por el nivel,
como por el tipo de grasa dietaria (Figura 51). S6lo se observé una cierta tendencia a niveles mas

elevados en el grupo S30.

Figura 50- Area bajo la curva respecto a su valor basal
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Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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Figura 51- Indice HOMA
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS.

6.3- Regulacion del metabolismo de la glucosa en higado

Los resultados de los niveles de metabolitos hepéticos relacionados a la degradacion de la
glucosa y sintesis de glucégeno (Tabla 9) muestran que el incremento de grasa dietaria (S30 vs S7)
se correlaciond con una disminucion significativa de los niveles de glucosa 6-fosfato y fructosa 6-
fosfato, en paralelo con un incremento en los niveles de glucégeno. Los animales alimentados con
GLE30 presentaron los menores niveles de fructosa 6-fosfato y de glucégeno respecto a los demés
grupos que consumieron dietas ricas en grasa. La relacion glucosa 6-fosfato/glucosa, medida del
flujo a través de la enzima glucoquinasa, mostré una disminucion significativa por el nivel de grasa

dietaria.
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Tabla 9- Contenido y relaciones de metabolitos hepaticos

Grupos Experimentales

S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
umol/g tejido hepético

Glucosa 7,7240,73 8,1120,72  8,06+0,59 7.91+0,77  7,69+0,83
Glucosa 6-fosfato 2,41+0,14 1,49+0,14°  1,4620,17 1,39+0,10  1,57+0,26
G-6-P/Glucosa 0,35+£0,03 0,23+0,02°  0,23+0,03 0,17+0,03  0,31+0,07
Fructosa 6-fosfato 1,58+0,12  1,21+0,14™  1,5440,64" 1,17+0,62*° 0,79+0,49"
Glucosa 1-fosfato 1,24+0,20 1,6120,15  1,15+024 1,32+0,32  1,61+0,26
Glucégeno 248,1+4.4 303,0+8,9™  316,2+15,6* 266,1+11,5 247,1+16,5"
Citrato 0,48+0,12 0,72+0,19  047+0,10 0,65+0,11  0,74+0,11

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6).Los niveles de cada metabolito son expresados en pmol/g de
tejido himedo. S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo
27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de
GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7 mediante el test t de Student.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa,
analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

Ademais del factor de transcripciéon SREBP-1¢, mencionado anteriormente, se evaluaron los
niveles de ARNm del ChREBP. Como puede observarse en la Figura 52, la expresion génica de

dicho regulador no se modificé por el nivel, ni por el tipo de grasa dietaria.

Figura 52- Niveles de ARNm de ChREBP en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta

conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS.
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6.4- Regulacion del metabolismo de la glucosa en miisculo gastrocnemio

En musculo esquelético (Tabla 10) se observé que el incremento de grasa dietaria estuvo
asociado a un aumento en los niveles de glucosa y citrato, y a una disminucién en los niveles de
glucosa 6- fosfato, fructosa 1,6-bifosfato y en el flujo a través de las enzimas fosfofructoquinasa-
la (PFK-1a) y hexoquinasa. Por otro lado, analizando el tipo de grasa dietaria se encontré una
disminucién en los niveles de citrato en GLM30 y GLE30 respecto a S30; y ademads se observé un

incremento del flujo a través de PFK-1a en GLM30.

Tabla 10- Contenido y relaciones de metabolitos en miisculo gastrocnemio

Grupos Experimentales

S7 S$30 GL30 GLM30  GLE30
umol/g de musculo
Glucosa 1,43+0,17  3,0240,33" 2202026  2,22+020  2,40+0,24
Glucosa 6-fosfato 2,43+0,20 1,7810,17>k 2,33+0,33 1,81+0,24  2,17+0,12
Fructosa 6-fosfato 1,7740,12  1,59+0,12  1,79+0,11  1,55+0,07  1,54+0,07
Fructosa 1,6-bifosfato 0,94+0,12  0,6120,09° 0,50+0,09  0,76x0,15  0,56%0,09
G-6-P/Glucosa 1,50£0,29  0,70+0,12°  0,96+0,09  0,86+0,09  0,98+0,09
F-1,6-P,/F-6-P 0,7240,07  0,37+0,05® 0,29+0,06* 0,79+0,18"  0,39+0,02°
Glucégeno 33,5845,27 25704326 24,56+2,40 20,30+2,20 152+3,10
Citrato 0,8240,17  1,46+0,13™ 1,2940,25® 0,76+0,17° 0,500,15"

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Los niveles de cada metabolito son expresados en umol/g de
tejido himedo. S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo
27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+ 3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de
GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre S30 vs S7 mediante el test t de Student.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa,
analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

La actividad de la enzima PFK-1a de musculo gastrocnemio de animales alimentados con
las diferentes dietas experimentales es mostrada en la Figura 53. Como puede observarse, la
actividad de la misma disminuyé en los animales tratados con S30 (vs S7). En cuanto a las dietas
conteniendo altos niveles de grasa lactea, se observé un incremento de la actividad de dicha enzima

independientemente del tipo de grasa l4ctea.
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Figura 53- Actividad de la enzima PFK-1a en musculo gastrocnemio

350 -

300 A

[\

W

o
I

—c

mU/mg prot
— — [\®)
S I ()
(= o (=
—

W
o
I

o

S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

7- Estado oxidativo en higado
7.1- Estado de lipoperoxidacion hepatico

Las sustancias reactivas al 4cido tiobarbitdrico (TBARS) y las especies reactivas del
oxigeno (ROS), pardmetros indicativos del estado de peroxidacion lipidica, aumentaron
significativamente al incrementar el nivel de grasa en la dieta. A altos niveles de grasa dietaria, se
observé una disminucién de ambos pardmetros en los grupos GLM30 y GLE30 (Figura 54ay b), y
no en GL30.
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Figura 54- Niveles de TBARS (a) y ROS (b) en higado
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Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido de test de Tukey’s.

7.2- Citoquinas pro-inflamatorias y NF-kp en higado

Para profundizar el estudio del estado oxidativo hepatico se midieron los niveles de ARNm
de IL-6 y TNFa (Figura 55a y b). Ambas citoquinas no mostraron cambios en sus expresiones
génicas por el incremento de los niveles de aceite de soja. Sin embargo, a elevados niveles de grasa,
se observd un incremento de los niveles de ARNm de IL-6 por el consumo de dietas conteniendo
grasas l4cteas, siendo mayor para el grupo alimentado con GL30. Por otra parte, la expresion génica

de Tnfa increment6 significativamente sélo en el grupo GL30.
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Figura 55- Niveles de ARNm de IL-6 (a) y TNFa (b) en higado

a b
6,0 q b 40 -
3,5 4
5,0
.§ 3 30 -
£ 40 - be é )5
2 =025 ab
z [ £ !
7] 3,0 T J- <m 2’0 - T
_g O
s B 15 A
220 A 2
5 5 10 I
=} T
1,0 T 05
0,0 T T ) 0,0 T
S7 S30 GL30 GLM30 GLE30 S7 S30 GL30 GLM30 GLE30
Dietas Dietas

Resultados expresados como el promedio £+ SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOVA seguido
de test de Tukey’s.

Los niveles hepdticos de ARNm del factor nuclear kappa  aumentaron en el grupo S30.
Mientras que, en los grupos GLM30 y GLE30, la expresién génica descendi6 significativamente

(Figura 56).

Figura 56- Niveles d¢ ARNm de NF-«f} en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM?30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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7.3- Mecanismos de defensas antioxidantes en higado

Dentro de los mecanismos de defensas antioxidantes hepéticos se evaluaron la actividad de
la enzima catalasa, la relacién glutation reducido/ oxidado y las expresiones de enzimas y factores
de transcripcidn claves en dicha regulacion.

En la Figura 57 se observa que la actividad de la enzima catalasa, incrementé por el

contenido de grasa dietaria y, a elevados niveles de grasa, descendié significativamente en los

grupos GLM30 y GLE30.

Figura 57- Actividad de la enzima catalasa en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

La relacion glutation reducido/ glutation oxidado disminuyé en los higados de los animales
alimentados con S30; y a elevados niveles de grasa dietaria, las grasas lacteas acentuaron dicho

descenso independientemente del tipo de grasa (Figura 58).
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Figura 58- Relacion GSH/GSSG en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s

Para complementar el estudio del estado oxidativo, se evalud la expresion génica de las
enzimas con capacidad antioxidantes: catalasa (CAT), glutation reductasa (GR), superoxido
dismutasa 2 (SOD), glutation peroxidasa (GSH-Px) y el factor nuclear derivado de eritroide 2
(Nrf2).

En comparacion con el grupo control, S30 mostré un incremento de los niveles de ARNm de
CAT y GR, y un descenso en el de la SOD (Figuras 59a, b y ¢). A elevados niveles de grasas
dietarias, las expresiones génica de Cat y de Gr disminuyeron significativamente en el grupo
GLM30; mientras que en la GLE30 s6lo disminuyo la Cat, pero en mayor magnitud que en el grupo
GLM30. Los niveles d¢ ARNm de la enzima SOD mostraron un efecto opuesto al de la CAT,
disminuyendo al incrementar el nivel de grasa, mientras que a elevados niveles en las distintas
grasas lacteas se observé un aumento de dicha expresion génica, siendo mayor en el grupo GLM30
(Figura 59c¢). La expresion génica de Gsh-px no mostré cambios significativos en los diferentes

grupos dietarios (Figura 59d).
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Figura 59- Niveles de ARNm de CAT (a), GR (b), SOD (c) y GSH-Px (d) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.

Los niveles hepaticos de ARNm del factor de transcripcién Nrf2 aumentaron en el grupo

S30 (vs S7). En los grupos GLM30 y GLE30, dicha expresion génica descendid significativamente,

mostrando los valores mds bajos en el grupo GLM30 (Figura 60).
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Figura 60- Niveles d¢ ARNm de Nrf2 en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). S7: dieta control conteniendo 7% de AS; S30: dieta
conteniendo 30% de AS; GL30: dieta conteniendo 27% de GL+ 3% de AS; GLM30: dieta conteniendo 27% de GLM+
3% de AS; GLE30: dieta conteniendo 27% de GLE+ 3% de AS. * diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre S30 vs S7 mediante el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasa, analizados mediante One-Way ANOV A seguido de test de Tukey’s.
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DISCUSION

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo evaluar los potenciales efectos benéficos de
una dieta rica en grasa lictea modificada (GLM), sobre la formacién de higado graso y otras
alteraciones metabdlicas inducidas por dietas con altos niveles de grasas en animales de
experimentacion. Se estudiaron los efectos de una GLM caracterizada por un incremento natural de
acido ruménico (AR) y su precursor 4cido trans-vaccénico (AV). Es importante destacar que los
valores de AR y AV se incrementaron aproximadamente 3 veces respecto a los niveles encontrados
en una grasa lactea comercial, al mismo tiempo que se redujeron los valores de AGS en

aproximadamente un 15%.

Entre los principales hallazgos, destacamos que la GLM atenud la esteatosis hepdtica y
alteraciones en la utilizacién de la glucosa inducidas por elevados niveles de grasa. Por
consiguiente, la tesis se focaliz6 en los estudios regulatorios involucrados en el metabolismo de los
TAG en higado, estudiando la actividad y expresion de enzimas y reguladores involucrados en la
lipogénesis, sintesis de TAG y oxidacion de AG; incorporacion hepatica de diferentes AG y
secrecion de TAG-pre-B-lipoproteinas. En los aspectos referentes al metabolismo de la glucosa se
cuantificaron pardmetros bioquimicos plasmadticos, y la utilizacién in vivo de la glucosa. Para
profundizar en los mecanismos regulatorios, se estudiaron los niveles de metabolitos intermediarios
en higado y musculo, las actividades de enzimas claves y niveles de expresion génica de factores de
transcripcion que regulan dichas enzimas. Ademds, integramos estos dos principales ejes de estudio
con evaluaciones nutricionales, pardmetros involucrados en la regulaciéon de TAG en suero, tejido

adiposo y musculo, como también el estado oxidativo en higado.

1- Modelo experimental

Este trabajo de Tesis se desarrollé6 en un modelo experimental animal empleando ratas
macho de la cepa Wistar, que en diversos aspectos reproduce ciertas alteraciones metabdlicas
observadas en humanos. Los modelos animales, si bien poseen ciertas limitaciones, son recursos
invaluables para la investigacion biomédica, incluida la investigacion sobre efectos nutricionales
(Warden y Fisler, 2008; Bagnol y col., 2012). En este sentido, los modelos de alta acrecién tisular y
plasmética de lipidos inducida por manipulaciones dietarias son uno de los mds utilizados para
estudiar diversos aspectos relacionados a la obesidad y enfermedades asociadas a la misma (Jobgen

y col., 2009; Crew y col., 2016; Giles y col., 2016; Nguyen y col., 2017; Xia y col., 2018).
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La eleccion del uso de animales machos se sustenté en la necesidad de minimizar los
cambios asociados con el ciclo estral fisioldgico de las hembras y de esta manera reducir el niimero
de variables introducidas en el disefio experimental (Gallo y col., 1987; Andersen y col., 1997;
Reuter, 2007). Al inicio del tratamiento dietario se consideré que los animales se encontraban en
pleno desarrollo, esto permitié evaluar el potencial impacto de las dietas en un periodo etario de alta
demanda nutricional y alta tasa de recambio metabdlico. El presente estudio permitié observar
efectos diferenciales de distintas fuentes lipidicas en dietas conteniendo niveles elevados de grasa
(30%, p/p), empleando un control con niveles recomendados de lipidos (7%, p/p) segin el Comité
ad hoc del “American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento AIN-93G (Reeves y col.,
1993) y un control secundario conteniendo 30% de aceite de soja. El elevado nivel de grasa dietaria
tuvo como fundamento estimular la acrecion de lipidos, principalmente en los tejidos reguladores
claves del metabolismo de TAG y glucosa.

Los animales alimentados con las distintas dietas mostraron una buena aceptaciéon de las
mismas. Durante todo el periodo experimental, los animales exhibieron un buen estado de salud, sin

ningun tipo de manifestaciones de deterioro aparentes debido a los tratamientos recibidos.

2- Dietas ricas en acidos grasos insaturados: caracteristicas del modelo

experimental

En los animales del presente modelo experimental, pese a haberse observado una elevada
acrecion de TAG en higado y musculo, no se registraron aumento del peso corporal, incremento en
los pesos de los paniculos adiposos, hepatomegalia; como asi tampoco hipertrigliceridemia.

Muchos estudios han demostrado que ratas alimentadas ad [ibitum con una dieta alta en
grasas desarrollan obesidad (Woods y col., 2003; Carmiel-Haggai y col., 2004; Buettner y col.,
2006; Bortolin y col., 2018), hipertension, dislipidemia (Lanni y col., 2005; Briand y col., 2012),
incremento de los niveles de 4cidos grasos libres en sangre (Sampey y col., 2011), intolerancia
sistémica a la glucosa, hiperinsulinemia (Sampey y col., 2011; Chow y col., 2017), resistencia a la
insulina (Pedersen y col., 1991; Buettner y col., 2006; Briand y col., 2012) y acumulacién de lipidos
con lesiones hepdticas (Carmiel-Haggai y col., 2004; Fromenty y col., 2004; Crescenzo y col.,
2008; Sampey y col., 2011).

En nuestro modelo experimental, los animales alimentados con una dieta conteniendo 30 %
(p/p) de aceite de soja, no desarrollaron obesidad. Similares resultados fueron encontrados en ratas
y ratones tratados con dietas ricas en diferentes tipos de grasas (Harrold y col., 2000; Akieda-Asai y
col., 2013). Este hallazgo puede explicarse por una reduccién en la ingesta de alimentos para

mantener el balance energético. Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores,
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tanto con grasas ricas en AGPI (Bernal y col., 2006; Dziedzic y col., 2007; Andreoli y col., 2009;
Dhibi y col., 2011; Hashimoto y col., 2013; Tsushima y col., 2014; Soares da Costa y col., 2015)
como con grasas saturadas (de Melo Lucena y col., 2010; Nakashima e Yokokura, 2010; Angéloco
y col., 2012; Crescenzo y col., 2014; Liu y col., 2017; Buyukdere y col., 2019). Esto podria ser
explicado, en parte, por la regulacion a través de mecanismos centrales (cerebro) y periféricos
(intestino) que controlan la producciéon de sefales neuronales, hormonales y metabdlicas (ej:
serotonina, glucosa y dcidos grasos) (Blundell y col., 1996; Duca y col., 2013), autolimitando la
ingesta de alimentos, para compensar un excesivo consumo de energia (Lieber y col., 2004;
Angéloco y col., 2012; Hashimoto y col., 2013; Zeeni y col., 2015).

Otros estudios, atn en animales con elevado consumo energético a través de dietas ricas en
grasas, no han reportado incremento en el peso corporal (Omagari y col., 2008; Nakashima y col.,
2010; Estrany y col., 2011; Perris y col., 2014; de Almeida y col., 2015a y 2015b). Por el contrario,
otros autores reportaron un incremento en los pesos corporales de animales de experimentacion
tratados con dietas altas en grasas (Woods y col., 2003; Ferramosca y col., 2012; Uhegbu y col.,
2013; Illesca y col., 2015; Marques y col., 2016; Pei y col., 2017; Echeverria y col., 2018; Hoque y
col., 2018; Shin y col., 2018; Fukui y col., 2019). Las diferencias con nuestros resultados pueden
ser debidas a la edad de los animales utilizados en el modelo experimental (Tschop y Heiman,
2001), el tiempo de tratamiento (Bagnol y col., 2012), la palatabilidad del alimento (Leigh y col.,
2018) y el tipo de AG dietario (Bray y col., 2002; Buettner y col., 2006; Hariri y col., 2010;
Krishnan y Cooper, 2014).

En el caso de las dietas ricas en AGPI, ha sido demostrado que los AGPI n-3 limitan el
desarrollo de la masa grasa y preservan la masa magra a través de un aumento del gasto energético
por activacion de proteinas desacoplantes (Matsuo y col., 2002), por incremento del catabolismo
lipidico mediante la activacién del PPARa (B-oxidacién) (Siri-Tarino y col., 2010) y a través de una
disminucién de la sintesis de TAG por inhibiciéon de SREBP-1c¢ y G6PDH (Stabile, 1998; Kim y
col., 1999; Xu y col., 1999).

El aceite de soja, recomendado por AIN (Reeves y col., 1993), cumple con los requisitos de
una cantidad y equilibrio de 4cidos grasos esenciales, linoleico (n-6) y linolénico (n-3).
Especificamente contiene aproximadamente 86% de dcidos grasos insaturados, siendo 51% de acido
linoleico y 7% de 4cido a-linolénico, con una relacién n-6/n-3 igual a 7 (Bourre y col., 1989; Lee y
col., 1989; Bourre y col., 1990; FAO, 2012). Ademas, el aceite de soja es una fuente de compuestos
antioxidantes, contribuyendo a proteger contra el estrés oxidativo tisular (Lu y Liu, 2002).

A nivel de composicién de carcasa, hemos observado que el incremento en el contenido de

grasa en los animales alimentados con S30, estuvo acompafiado de un descenso en el contenido
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proteico. Estos resultados pueden ser contradictorios, los cuales concuerdan parcialmente con los
hallados por Matsuo y col. (2002), Woods y col. (2003), Crescenzo y col. (2008 y 2014), y no por
los estudios de Angéloco y col. (2012), de Almeida y col. (2015a), Illesca y col. (2015) y
Buyukdere y col. (2019). Las modificaciones en la composicion de carcasa, no fueron acompafiadas
de cambios en los paniculos adiposos, coincidiendo con lo observado por ciertos autores (Omagari
y col., 2008; Andreoli y col., 2009; Leonardi y col., 2010; Hoque y col., 2018). Sin embargo, otros
investigadores, con diferentes modelos experimentales, han reportado una exacerbada acrecion del
tejido adiposo blanco en los animales que consumieron una dieta rica en grasa (Andreoli y col.,
2009, Nakashima y col., 2010; Estrany y col., 2011; Hashimoto y col., 2013; Crescenzo y col.,
2014, Tsushima y col., 2014; Illesca y col., 2015; Liu y col., 2017; Shin y col., 2018).

Otra caracteristica de nuestro modelo experimental con dietas ricas en AGI fue el desarrollo
de esteatosis hepadtica, la cual estd de acuerdo con numerosos trabajos (Feoli y col., 2003; Andreoli
y col., 2009; Hashimoto y col., 2013; Illesca y col., 2015). Algunos investigadores como Dhibi y
col. (2011), Crescenzo y col. (2014) y Liu y col. (2017) a su vez encontraron hepatomegalia a
diferencia de nosotros. En estudios previos de nuestro grupo (Bernal y col., 2006), no observamos
esteatosis cuando los animales fueron alimentados con 20% (p/p) de aceites ricos en AGPI n-6.

La acumulacién de lipidos en el higado puede ser consecuencia de elevados aportes de grasa
dietaria, aumento de la sintesis de TAG, oxidacién reducida de AG y/o disminucién de la secrecién
de VLDL (Postic y Girard, 2008).

La esteatosis que observamos en los animales alimentados con dieta S30 podria asociarse a
la conjunciéon de una elevada oferta de lipidos dietarios junto a un incrementado transporte,
expresado por los elevados niveles de ARNm de las proteinas transportadoras de AG. Como es bien
conocido bibliograficamente (Crescenzo y col., 2008 y 2014; Ferramosca y col., 2013), la elevada
oferta de lipidos dietarios se asocié a una marcada inhibicién de la lipogénesis. Otro mecanismo
compensador descripto, estd relacionado con una mayor oxidacién de AG. En este sentido, al igual
que otros autores (Vial y col., 2011; Kakimoto y Kowaltowski, 2016), hemos observado una mayor
actividad de la enzima clave de la B-oxidacién mitocondrial (CPT-1a). No obstante, el citado
mecanismo no logré compensar la gran afluencia de lipidos ofrecidos por la dieta HF. En forma
opuesta, Deminice y col. (2011) y Ferramosca y col. (2012) reportaron una menor actividad CPT-
la, la cual estarfa reflejando una baja B-oxidacién hepética. Finalmente, la secrecion hepética de
TAG no contribuy6 a compensar la alta oferta de lipidos dietarios. Estos hallazgos son compartidos
por estudios de nuestro grupo en otro modelo experimental (Illesca y col., 2015), como también por
otros autores (Hashimoto y col., 2013), que atribuyeron la esteatosis a una disminucién en la

degradacion peroxisomal de AG.
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Otra caracteristica del modelo es que, pese a mostrar glucemias normales, existe
hiperinsulinemia y, frente a una sobrecarga de glucosa, reduccién en la utilizaciéon de la misma.
Estos hallazgos en los niveles de glucosa coinciden con lo publicado por ciertos autores en diversos
modelos con animales alimentados con dietas ricas en grasas (Bernal y col., 2006; Dziedzic y col.,
2007; Omagari y col., 2008; Nakashima y col., 2010; Estrany y col., 2011; Garlipp-Picchi y col.,
2011; Hashimoto y col., 2013; Tsushima y col., 2014; de Almeida y col., 2015a; Buyukdere y col.,
2019). Por otra parte, otros estudios han reportado un incremento en los niveles de glucosa
circulante (Deminice y col., 2011; Honors y col., 2011; Ferramosca y col., 2012; Leite y col., 2015;
Pei y col., 2017; Shin y col., 2018). En referencia a la insulinemia, Dziedzic y col. (2007),
Crescenzo y col. (2008), Honors y col. (2011), Ferramosca y col. (2012), Marques y col. (2016) y
Shin y col. (2018) observaron un incremento en los niveles de insulina circulantes, coincidiendo con
nuestras observaciones. Sin embargo, fueron reportados resultados muy diversos y contradictorios
en este parametro (Omagari y col., 2008; Nakashima y col., 2010; Deminice y col., 2011;
Crescenzo y col., 2014; de Almeida y col., 2015a; Soares da Costa y col., 2015; Pe1 y col., 2017;
Buyukdere y col., 2019).

La menor utilizacién de glucosa, reflejada por un incremento en el drea bajo la curva de
glucosa vs tiempo en el test de tolerancia oral de glucosa, fue demostrada hace muchos afios atras
por Randle y col. (1963), conociéndose dicho mecanismo como “Ciclo de Randle”. Nuestros
resultados con animales alimentados con dietas ricas en AG insaturados a diferencia de los de
Randle con grasas saturadas, también fueron compartidos por ciertos autores (Huang y col., 2004;
Honors y col., 2011; Auberval y col., 2014; Marques y col., 2016), pero no por otros estudios
(Crescenzo y col., 2008; de Almeida y col., 2015a y 2015b). Posiblemente, los incrementados
niveles de TAG musculares puedan explicar la disminuida utilizacién de glucosa in vivo.

Sorprendentemente, a diferencia de muchos estudios que reportaron un marcado incremento
de TAG y colesterol sérico (Feoli y col., 2003; Leite y col., 2015; Liu y col., 2017), observamos que
los animales alimentados con la dieta S30 presentaban una marcada hipotrigliceridemia
acompafada por hipocolesterolemia. Resultados en el mismo sentido, también fueron reportados
por Uhegbu y col. (2013), de Almeida y col. (2015a), Erukainure y col. (2016) y Hoque y col.
(2018).

El estrés oxidativo es uno de los primeros pasos en la patogénesis hepética inducida por las
dietas con alto contenido de grasas (Urakawa y col., 2003; Furukawa y col., 2004; Mantena y col.,
2008; Matsuzawa-Nagata y col., 2008; White y col., 2009; Dhibi y col., 2011; Kanuri y col., 2013;
Nakamura y col.,, 2013). Se ha demostrado que dietas HF pueden causar la formacion de

intermediarios toxicos y acumulaciéon de radicales hidroxilo (Batra y col., 1989; Thampi y col.,
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1991, Vial y col., 2011). Este efecto, depende del tipo de grasa dietaria, y si bien las grasas
saturadas han mostrado incrementar el estrés oxidativo, los AGPI exhiben una mayor sensibilidad al
dafio inducido por especies reactivas de oxigeno, y su sensibilidad a la oxidacién aumenta
exponencialmente en funcién del nimero de dobles enlaces por molécula de AG (Bielski y col.,
1983). En nuestras experiencias, el elevado consumo de aceite de soja en el grupo S30, ha
incrementado la lipoperoxidacién hepatica reflejada por un aumento de los niveles de TBARS y
ROS. Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos por ciertos autores (Crescenzo y col., 2008 y
2014; Deminice y col., 2011; Ferramosca y col., 2012; Auberval y col., 2014; Liu y col., 2017;
Echeverria y col., 2018).

Hemos registrado un incremento en la actividad y expresion génica de la enzima catalasa, lo
cual podria estar asociado a un mecanismo de defensa frente al H,O, producido. Por otro lado,
encontramos una disminucidén de la relacion GSH/GSSG, lo cual estian en consonancia con los
resultados de Hsu y col. (2007), quienes mostraron un descenso en el contenido de GSH y un
incremento en los niveles de GSSG en ratas obesas inducidas por una dieta rica en grasas.

En la Figura 61 se propone un esquema metabdlico con las principales alteraciones sobre el
metabolismo intermedio glucidico y lipidico que caracterizan al modelo experimental de dietas ricas
en 4cidos grasos insaturados.

Figura 61- Cuadro metabdlico de alteraciones inducidas por las dietas ricas en AG insaturados
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3- Dieta GLM30: parametros nutricionales

Los animales alimentados con GLM30 previnieron diferentes alteraciones en pardmetros
bioquimicos y metabdlicos inducidos por las dietas ricas en grasas, sin manifestaciones de cambios
significativos en pardmetros nutricionales.

La ausencia de cambios en los pesos de los animales, de los paniculos adiposos y en la
composiciéon de carcasa, pudo estar relacionada al equivalente consumo energético entre las
distintas dietas hipercaldricas. Ademds, otros factores pudieron haber influido sobre estos
resultados, teniendo en cuenta que en nuestro modelo hemos empleado animales de
experimentacion jovenes y el tiempo de tratamiento dietario no fue muy prolongado, repercutiendo
en el efecto inductivo sobre la acrecion de lipidos corporales por altos niveles de todas las grasas
dietarias. Nuestros resultados referidos a pardmetros nutricionales con GLM enriquecida en AV y
AR, en gran medida concuerdan con los hallados por otros autores en diferentes modelos
experimentales (Lock y col., 2005; Chinnadurai y col., 2013; de Almeida y col., 2015a).

Bibliograficamente, existen resultados muy controvertidos del efecto de la grasa lactea
estdndar sobre la obesidad y acrecion de lipidos tisulares (Legrand y col., 2015), en parte esto puede
estar relacionado a que los AGS, dependiendo de su longitud de cadena y tipo de alimento, pueden
conducir a efectos metabdlicos diferentes. Asi a modo de ejemplo, mientras Ehrampoush y col.
(2016), demostraron que ratas Wistar de 6 semanas de edad alimentadas por 12 semanas con dietas
conteniendo altos niveles de grasas lacteas (41% de energia), desarrollaron obesidad y
modificaciones en pardmetros metabdlicos. Otros autores (Perris y col., 2014; Khodadadi y col.,
2017) no observaron diferencias en las ganancias de pesos entre animales alimentados con una dieta
rica en grasa lactea y dietas ricas en AG insaturados.

Distintos efectos de los CLA han sido descriptos sobre la ganancia de peso y composicion
de carcasa, dependiendo entre otros de las especies en cuestion, niveles y tipos de isdmeros. Asi, de
Almeida y col. (2015b), Illesca y col. (2015) y Bezan y col. (2018) no encontraron diferencias en
los pesos corporales, contenido de grasa en carcasas y peso de los tejidos entre ratas alimentadas
con una dieta rica en grasa suplementada con CLA comercial y aquellas que recibieron una dieta sin
suplementar. Por el contrario, en ratones alimentados con HFD (Andreoli y col., 2009) o con
niveles recomendados de grasa (Scalerandi y col., 2014) suplementadas con CLA, se observo una
marcada reduccién de los paniculos adiposos, denotando un efecto diferencial segun la especie. Este
efecto estuvo asociado principalmente a la accién del isémero 10z,12¢-CLA y en menor medida al

AR (Scalerandi y col., 2014).
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Los posibles mecanismos responsables de las propiedades antiobesogénicas del isémero
10£,12¢-CLA y en menor medida del AR incluyen, 1) disminucién de la ingesta de energia por un
efecto supresor sobre genes hipotaldmicos que regulan el apetito (Park y col., 1997; So y col.,
2009); 2) aumento del gasto de energia en tejido adiposo blanco, muscular y hepdtico por un
incremento en la expresion génica de Ucp, Pparo y Acoxl (Ealey y col., 2002; Takahashi y col.,
2002; Kang y col., 2004; LaRosa y col., 2006, Choi y col. 2007); 3) disminucién de la adipogénesis
y lipogénesis en tejido adiposo blanco (Kang y col., 2003; Liu y col., 2007) por una represion de la
expresion PPARY, del factor de transcripcion SREBP-1a/c y de sus genes diana; y 4) aumento de la
lipdlisis. Los resultados fueron divergentes en funcién de las variables experimentales, difiriendo
entre otros por el tipo de especie (ej.: rata-ratén). En el caso de los ratones experimentales, los
efectos enumerados son muy pronunciados conduciendo a un agotamiento de los depdsitos de TAG
en el tejido adiposo blanco, con una gran acumulacion de lipidos hepaticos (Tsuboyama-Kasaoka y
col., 2000; Clément y col., 2002) caracteristicas del sindrome lipodistrofico descripto por Poirier y
col. (2005).

Resumiendo, la falta de efecto de la dieta GLM30 sobre la acrecién de lipidos en carcasa y
la ganancia de peso pudo haber sido debida, entre otros a: 1) el bajo efecto antiobesogénico del AR,
2) la baja sensibilidad de las ratas a dicha accion por los CLA y, 3) a los menores niveles de AR

factibles de alcanzar con el empleo de GLM comparando con el uso de suplementos sintéticos.
4- Dieta GLM30: influencia sobre el metabolismo lipidico

4.1- Cambios en la composicion de AG séricos y tisulares

La incorporacién de isémeros de AG en los tejidos mantuvo una proporcionalidad con el
nivel AR y AV dietario. En los tratamientos dietarios con todas las grasas lacteas se observo que los
mayores niveles de AR se registraron en el tejido adiposo, seguido de higado, musculo y suero. Sin
embargo, a excepcion del TAE, los niveles de AV no siguieron el mismo patrén en los distintos
tejidos, ni tampoco entre las distintas dietas con grasas lacteas. Especificamente, en higado se
observaron los menores niveles de AV independientemente de la grasa lactea dietaria. La mayor
incorporacion de estos isomeros de AG observada en el tejido adiposo, ha sido también reportada
por otros autores (Sébédio y col., 2001; Alasnier y col., 2002; Kelley y col., 2006; Lund y col.,
2006; Mohankumar y col., 2013) y estd relacionada con la tasa de incorporacién, catabolismo y
velocidad de conversion a otros derivados isoméricos.

Se ha demostrado que el AV es precursor de la sintesis endégena de AR mediante la accion

de la enzima A9-desaturasa (Bauman y col., 1999). Dicha bioconversiéon metabdlica ha sido
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observada en humanos, ratas y otras especies (Ip y col., 1999; Adlof y col., 2000; Banni y col.,
2001; Loor y col., 2002; Turpeinen y col., 2002), siendo dependiente de varios factores, como la
especie experimental (Santora y col., 2000; Corl y col., 2001), caracteristicas del tejido (Lund y
col., 2006), condiciones experimentales (Pollard y col., 1980; Gruffat y col., 2005) y tipo de grasa
dietaria (Ntambi y col., 1992 y 1999). A diferencia de lo reportado por otros autores (Santora y col.,
2000; Banni y col., 2001; Kraft y col., 2006; Illesca y col., 2015), donde observaron una mayor tasa
de formacién de AR desde su precursor en el tejido adiposo, en este trabajo, al igual que lo
observado por Lock y col. (2005), encontramos que la mayor tasa de bioconversion se produce
principalmente en el higado, seguido por el TAE y musculo. Por otra parte, otros investigadores
(Lund y col., 2006) no observaron una significativa bioconversion en higado y tejido adiposo de
ratas Wistar alimentadas con una manteca enriquecida en AV y AR. La bioconversion de AV a AR
(expresada por la relacion AR/AV) fue influenciada, ademds de la naturaleza del tejido, por el
tratamiento dietario. Asi, el flujo de AV a AR, a través de la enzima A9-desaturasa, fue mads
acentuado en los animales tratados con GLM30 y en menor medida en el grupo GLE30. Por
consiguiente, la elevada bioconversion de AV a nivel hepatico en los animales alimentados con
GLM30 podria jugar un rol determinante en los marcados efectos benéficos que la misma ejerce
atenuando la esteatosis inducida por dietas ricas en grasas.

Los tratamientos dietarios modificaron diferencialmente la composicién de dcidos grasos de
los distintos tejidos y del suero en los animales de experimentacion. Si bien los animales
alimentados con grasas l4cteas incrementaron los niveles de AGS en el higado, a equivalentes
niveles dietarios de AGS totales (GLM30 vs GLE30), el grupo GLM30 mostré6 menores niveles
hepéticos de AGS totales, y especificamente de 4cido estedrico (18:0). Esto puede estar relacionado
a una sustitucion del 18:0 por el AV, cuya configuracion espacial tridimensional es semejante. Por
otro lado, la ausencia de AG de 4 a 8 atomos de carbono, y los bajos niveles de aquellos entre 10 a
14 carbonos, en los higados de los animales alimentados con las distintas grasas l4cteas, no se
correlacion6 con los aportes dietarios. Esto puede ser explicado por su rdpido transporte por vena
porta unidos a la albumina (You y col., 2008) y su incorporacion al higado sin necesidad de utilizar
proteinas transportadoras de AG (Aoyama y col., 2007), para su posterior rapida B-oxidacion
mitocondrial (Ooyama y col., 2009). Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores
en animales consumiendo grasa lactea (Legrand y col., 2010; Ezanno y col., 2015; Huebner y col.,
2016).

Las dietas conteniendo grasas lacteas provocan un descenso de los niveles de AGPI totales
en higados, tanto en las familias n-3 como n-6. No obstante, es de destacar que la relacion AGPI n-

3/AGPI n-6 es mds elevada en el grupo GLM30, y especificamente mayor es la relacion EPA/AA.
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Los menores niveles de AA en los higados de los animales alimentados con dieta GLM30 podrian
ser explicados, al menos en parte, por la competicién de sustratos (AR y AL) en las reacciones de
biosintesis de los AG de cadena muy larga (AGPI-CL) de la familia n-6 (Banni y col., 1999; Belury
2002; Yang y col., 2015). En referencia a la biosintesis de los AGPI-CL n-3, aunque los niveles de
ALA y EPA han incrementado en los higados de los animales del grupo GLM30, el contenido de
DHA no mostré cambios significativos. Esto podria ser debido a una competencia de sustratos en la
misma via metabdlica, dado que el ALA y el 9¢,12¢,15¢,18¢,21¢-24:5 emplean la misma enzima
A6-desaturasa (Gibson y col., 2011).

Los AG: EPA y AA, a través de la actividad de las enzimas fosfolipasa A2, ciclooxigenasas
y lipooxigenasas, pueden derivar en distintos eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos 'y prostaciclinas) con diferentes efectos sobre los procesos inflamatorios,
quimioticticos, miocontrictores, etc. (Saldeen y col., 2006; Schmitz y col., 2008). Estudios de
Araya y col. (2004 y 2010) han reportado que la enfermedad del higado graso no alcohdlico
(NAFLD) se caracteriza por una disminucién en el contenido de AGPI n-3, lo que conlleva a una
disminucién en la relacion AGPI n-3/n-6 y, por consiguiente, a un estado proinflamatorio en el
higado. Se ha demostrado que un higado con elevada acumulacion de grasa puede ser altamente
susceptible a lesiones mediadas por la secrecion de adipocitocinas proinflamatorias vy
protrombdticas generando una esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) y cirrosis (Weisberg y col.,
2003; Pagano y col., 2005; Tilg y col., 2006; Bellentani y col., 2009). Este proceso podria estar
influenciado por un desbalance de los eicosanoides derivados del EPA y AA. Por consiguiente, el
entorno generado por los dcidos grasos EPA y AA en los animales alimentados con GLM30, podria
tener una elevada repercusion sobre la prevencién de procesos inflamatorios, y de esta forma sobre
la evolucidn de la esteatosis hepdtica hacia la esteatohepatitis, cirrosis y finalmente cancer hepatico.

El aumento de los AGI en la membrana muscular mejora la sensibilidad a la insulina,
especificamente los AGPI-CL n-3 pueden tener un papel beneficioso (Storlien y col., 1991 y 1996).
Por el contrario, los AGS disminuyen la sensibilidad a la insulina (Vessby y col., 2001). Estudios en
roedores (Storlien y col., 1991; Abbott y col., 2009) y humanos (Andersson y col., 2002) han
demostrado que la composicion de AG en el miusculo, es altamente influenciada por los AG de los
lipidos dietarios (Olomu y col., 1991; Liu y col., 1994; Ayre y col., 1996). Los cambios en la
composicion de AG en el miusculo, y especificamente de los fosfolipidos de membranas
musculares, tienen un gran impacto sobre la fluidez de las mismas, la incorporacién de proteinas,
actividades enzimaticas y funciones de los receptores (Alberts y col., 1994; Ayre y col., 1996)
modulando, entre otros, la utilizacién de la glucosa y la respuesta a la insulina (Storlien y col.,

1998). Si bien, en el presente trabajo determinamos el perfil de AG de los lipidos totales en el
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musculo y no de los fosfolipidos de membranas, encontramos que las modificaciones en el perfil de
AG musculares estuvieron asociadas a efectos benéficos sobre la utilizacién de la glucosa. La
elevada ingesta de AGPI con un adecuado equilibrio de las familias n-3/n-6, como acontece en
nuestro modelo experimental con la dieta S30, si bien mejora el perfil de ciertos AG en los lipidos
musculares, especificamente, elevando los niveles de AGPI a expensas de una reduccién de los
AGS, incrementa la relacion AA/EPA muscular. Esto podria generar un entorno deletéreo a través
de un aumento de mediadores eicosanoides inflamatorios.

Como era de esperar, las distintas dietas con grasas lacteas provocaron, en musculo, un
incremento de los AGS y una disminucion de los AGPI a expensas de un aumento de los AGMI,
junto a la incorporacion de AR y AV. Al menos a nuestro conocimiento, no existen estudios que
hayan demostrado modificaciones en el perfil de AG musculares por grasas l4cteas enriquecidas en
CLA, maés aun escasos estudios han mostrado la influencia de CLA sintéticos sobre los mismos (Li
y col., 1998; Alasnier y col., 2002; Farifia, 2014). Es de destacar que la biosintesis de EPA a partir
de ALA estd sustancialmente incrementada por la GLM30, resultando en la mayor relacion de
EPA/AA. Este efecto podria generar un entorno anti-inflamatorio en el tejido muscular de los
animales alimentados con GLM30 mejorando, al mismo tiempo, la sensibilidad a la insulina y
permitiendo explicar las mejoras observadas en la utilizacion de la glucosa y en el contenido de
lipidos tisulares. Estos resultados estdn en concordancia con estudios previos de nuestro grupo,
donde una elevada incorporacion de CLA sintéticos aumentd la utilizacion de la glucosa en
musculos soleos incubados in vitro (Farifia, 2014).

Estudios de nuestro grupo (Andreoli y col., 2010; Scalerandi, 2013; Farifia y col., 2015;
Illesca y col., 2015; Sain y col., 2015), y de otros autores (Legrand y col., 2010), han demostrado
que la composicion de acidos grasos del tejido adiposo es la que mejor refleja, la constitucion de los
lipidos consumidos, principalmente, el contenido de AGS. Sin embargo, la sintesis enddgena, el
transporte y los procesos de conversion de los AG (elongacién y desaturacién), como el nivel de
grasa dietaria, también son factores importantes que contribuyen a la composicién del tejido
adiposo (Hodson y col., 2008). Los menores niveles de AGS en los animales alimentados con S30
pueden estar relacionados, no s6lo a la mayor incorporacién de AGPI, sino que también a una
acentuada inhibicién de la lipogénesis. Asi, a altos niveles de grasa dietaria, el perfil de AGS hasta
16 atomos de carbono en TAE muestra un mayor paralelismo con el de los lipidos consumidos,
mostrandose diferencias entre las distintas grasas lacteas. A diferencia de nuestros resultados, Lock
y col. (2005) no reportaron cambios en los niveles de los AGS totales, especificamente de los AG:
12:0, 14:0 y 16:0 en TAE de hamsters alimentados con grasas lacteas enriquecidas naturalmente

con AV y AR vs una grasa lactea control.
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El tejido adiposo posee una alta capacidad de incorporar AG de circulacién y de sintetizar
AG hasta 18 dtomos de carbono (oleico), como también tiene una baja capacidad de derivar AG a la
biosintesis de AGPI-CL. Es posible que el sorprendente incremento de ALA en tejido adiposo de
animales del grupo GLM30 pueda estar asociado a una elevada captacion de dicho AG desde
circulaciéon por la LPL del tejido adiposo. Similarmente, los bajos niveles de AA podrian
relacionarse a los bajos niveles circulantes de dicho AG. La conjuncién de estos efectos, podrian
tener una resultante benéfica propendiendo, entre otros, a favorecer procesos anti-inflamatorios.
Resultados diferentes en los niveles de ALA fueron reportados por Lock y col. (2005). En este
sentido, dichos autores no observaron cambios en los niveles de ALA entre animales alimentados
con una GL enriquecida naturalmente con AR y AV vs una GL control. Los cambios observados en
el perfil de AG de los animales alimentados con GLM30 tienen similitud con aquellos reportados en
estudios anteriores de nuestro grupo trabajando con ratones alimentados con dietas mimetizando el
efecto de grasas ricas en CLA naturales (1% del isémero AR -Scalerandi, 2013- ). En los estudios
de Scalerandi (2013), también se observé una asociacion entre el perfil de AG de tejido adiposo y
un descenso de peso de dichos tejidos. No obstante, el mismo fue mucho menos relevante que el
encontrado cuando los animales fueron alimentados con una mezcla con cantidades
equimoleculares de AR y 10¢,12¢-CLA. En contraposicién, Kelley y col. (2006) reportaron, en
ratones alimentados con una dieta suplementada con 0,5% de AR, cambios muy diferentes en el
perfil de AG del tejido adiposo. Especificamente observaron, una disminucion del contenido de
AGMI totales a expensas de un descenso en 9c¢-18:1, un incremento de los AGPI n-6 por un
aumento del AL y sin cambios en los AGS totales. Estas diferencias pudieron ser debidas al
protocolo experimental, incluyendo entre otros, especie, grupo control, tiempo de tratamiento
experimental, naturaleza y nivel del isomero empleado. Asimismo, resultados controversiales
fueron observados en modelos de ratas alimentadas con dietas suplementadas con CLA comercial o
los isémeros con alto grado de pureza (AV y/o AR), las cuales son menos susceptibles a
modificaciones en tejido adiposo que los ratones. En este sentido, Sébédio y col. (2001), Alasnier y
col. (2002) y Jacome-Sosa y col. (2010) reportaron cambios minimos en el perfil de AG en tejido
adiposo de ratas alimentadas con dietas suplementadas con AR y/o AV. Otros estudios utilizando
cantidades equimoleculares de AR y 10¢,12¢c-CLA (Farifia, 2014; Illesca, 2015) reportaron
modificaciones significativas en el perfil de AG del tejido adiposo.

A diferencia de lo que ocurre en condiciones alimentadas, donde el perfil de AG dietario
tiene una alta implicancia en el contenido resultante de los mismos a nivel de circulacion, los AG
séricos de animales ayunados, reflejan principalmente la contribucién de los AG provenientes de los

lipidos secretados como VLDL-TAG por el higado y los resultantes de la metabolizacion de lipidos
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por diferentes tejidos. Asi, bajo estas condiciones, los AGS de cadena corta y media alcanzan
niveles pricticamente indetectables en suero. Es dable mencionar que en el grupo GLM30 se
redujeron los niveles de 18:0, conduciendo a menores tenores de AGS y que esta diferencia se
acentda cuando se compara con la GL30. Estos resultados, en cierta manera, estin de acuerdo con
los de otros autores (Legrand y col., 2010; Perris y col., 2014; Khodadadi y col., 2017), quienes
mostraron que bajo diferentes condiciones, los animales alimentados con GL tienen mayores
niveles séricos de AGS que aquellos alimentados con aceites vegetales. En referencia a estudios de
niveles de AGS en suero de animales alimentados con GL enriquecidas con CLA y/o AV, existen
escasos resultados siendo los mismos diferentes a los encontrados en esta tesis. Asi, Roy y col.
(2007) reportaron equivalentes valores de AGS séricos en conejos alimentados con una grasa lactea
enriquecida en AR y AV vs una grasa lactea control.

Si bien el contenido de AGPI disminuyd por la alimentacion con las distintas grasas l4cteas,
al igual que fuera reportado por otros autores (Perris y col., 2014; Khodadadi y col., 2017), un perfil
nutricionalmente mas adecuado, de los AGPI, ha sido obtenido con GLM30, tanto en comparacion
con las otras GL, como en referencia a la soja. Especificamente el cociente AGPI n-3/AGPI n-6 ha
incrementado en suero de animales alimentados con GLM30 debido a elevadas relaciones DHA/AA
y EPA/AA. Esto podria tener un impacto importante tanto, en la provision de estos AG cruciales
para la regulaciéon metabdlica de diferentes tejidos, como en la respuesta inflamatoria y estrés
oxidativo tisular (Calvani y Benatti, 2003; Benatti y col., 2004; Calder, 2006; Schmitz y col., 2008;
Russo, 2009). Nuestros resultados, no coinciden con los encontrados por Roy y col. (2007), quienes
reportaron un descenso en los niveles de AGPI n-3 y una disminucién en la relacion AGPI n-3/
AGPI n-6 en plasma de conejos alimentados con grasa lactea enriquecida con AR y AV en
comparaciéon con el grupo que consumid una grasa lactea control. Estas diferencias podrian ser
debidas a las distintas especies animales y composicion de las dietas empleadas. Esto también es
sustentado por discrepancias en resultados encontrados en nuestro grupo con otros modelos
animales y mezclas comerciales de CLA (Andreoli y col., 2010; Farifia, 2014; Illesca, 2015) o AR

obtenido por sintesis (Scalerandi, 2013).

4.2- Regulacion de lipidos hepaticos

Un resultado muy interesante del presente estudio es que la GLM30, como la GL30,
previnieron la elevacion de los niveles lipidicos encontrados en los animales alimentados con S30.
No obstante, los mecanismos bioquimicos por los cuales se ejercieron dichos efectos han sido
claramente diferentes. En la GLM30, caracterizada por un enriquecimiento con AR y su precursor

AV, y una reduccién de AGS, el efecto estuvo asociado a una mayor VSTAG y [-oxidacion,
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denotando cierta asociacion entre las modificaciones en el perfil de AG de la GLM y mecanismos
diferenciales involucrados en la prevenciéon de la acumulacién de TAG en el higado. En
consecuencia, sin descartar que diversas variables podrian estar ejerciendo un rol metabdlico
central, el AR y AV podrian ser efectores cruciales implicados en dicho efecto bioregulador.

Es bien conocido que el efecto metabdlico del AR es diferente al del 107,12¢-CLA, pero la
mayoria de los trabajos sobre la regulacién hepatica de TAG han reportado efectos de las mezclas
comerciales equimoleculares de ambos isémeros o del 10¢,12¢-CLA individual, describiéndose muy
pocos estudios sobre la accidén del AR. Esto ha conllevado a que los resultados de un gran nimero
de trabajos muestren efectos diversos y contradictorios de la accion ejercida por los CLA.

Asi, numerosas investigaciones en modelos con ratones alimentados con una dieta
suplementada con CLA comercial (mezcla equimolecular de AR y 10z,12¢-CLA), tanto de nuestro
grupo de trabajo como de otros autores (Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Javadi y col., 2004;
Scalerandi y col., 2014), han reportado efectos opuestos a los encontrados en la presente tesis,
destacando la presencia de hepatomegalia asociada a una acumulacion exacerbada de TAG. Entre
los principales mecanismos responsables de la esteatosis observada, los autores destacaron una
disminucién en la VSTAG (Andreoli y col., 2009) o una elevada lipogénesis (Takahashi y col.,
2003; Ferramosca y col., 2006) asociada, estd dltima, al isémero 10z,12¢-CLA (Clément y col.,
2002; Poirier y col., 2005a; Vyas y col., 2012). De este modo, las conclusiones arribadas en el
modelo de ratones, empleando niveles relativamente elevados de CLA y con cantidades
equimoleculares de 9¢,11z- y 107,12¢-CLA, podrian no ser transferidas al protocolo empleado por
nosotros. En ratas alimentadas con dietas suplementadas con CLA comerciales, si bien algunos
trabajos han reportado el desarrollo de esteatosis hepdtica (Farifia, 2014; Illesca, 2015; Bezan y col.,
2018), la mayoria de las investigaciones han mostrado efectos benéficos sobre dicha alteracion. Las
diferencias en los hallazgos pueden ser atribuidas al modelo/protocolo experimental empleado. En
relaciéon a los efectos benéficos, Andreoli y col. (2007) en ratas en etapa de replecion proteica
reportaron que una dieta rica en grasa y CLA previno la acumulacién lipidica en higado inducida
por la dieta HF a expensas de un incremento en la VSTAG. En forma equivalente, Nagao y col.
(2005) observaron en ratas Zucker alimentadas con una dieta suplementada con CLA comercial una
disminucién en el contenido de TAG hepaticos, pero asociado a un aumento en la oxidacién de AG,
ademds de una mayor secreciéon de lipoproteinas ricas en TAG. Y Purushotham y col. (2007)
encontraron que el CLA comercial revirtié la esteatosis desarrollada en ratas por dietas ricas en
grasas saturadas.

Trabajos reportando los efectos del AR o AV en modelos experimentales con dietas ricas en

grasas son muy escasos. En forma semejante a nuestros resultados, Mollica y col. (2014) mostraron,
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en ratas alimentados con dietas ricas en grasas suplementadas con AR puro, un descenso en los
niveles hepdticos de TAG vs los controles alimentados con dieta HF, asociado a una mayor
oxidacioén. Jacome-Sosa y col. (2010), han encontrado que ratas alimentadas con una dieta
moderada en grasa (15%) suplementada con AR y AV redujeron el peso y contenido de TAG
hepatico, sin ningun tipo de caracterizacion de los mecanismos involucrados. Otros investigadores
estudiaron los efectos en roedores alimentados con dietas normolipidicas encontrando, que a
diferencia del 10¢,12¢-CLA, el AR y/o su precursor no modificaron los niveles de TAG hepéticos
(Alasnier y col., 2002; Degrace y col., 2003; Bissonauth y col., 2006; Kelley y col., 2006; Wang, Y.
y col., 2006; Mohankumar y col., 2013; Scalerandi y col., 2014; Maslak y col., 2015); o los
disminuyeron (Wang y col., 2009; Jacome-Sosa y col., 2014; Wang, T. y col., 2015).

A nuestro conocimiento solo un estudio (Chinnadurai y col., 2013) con grasas naturalmente
enriquecidas con AR y AV mostraron efectos sobre la atenuacion de la acumulacién de TAG
hepéticos inducidas por dietas ricas en grasas. A diferencia de nuestro estudio, los autores
demostraron que a mayor nivel de ambos isémeros, mayor fue el descenso en los TAG hepéticos,
no describiendo ningun posible mecanismo involucrado en dicha accién. En este sentido, reiteramos
que nuestros resultados nos demuestran que, si bien el efecto final sobre el descenso de los TAG es
semejante, los mecanismos bioquimicos involucrados fueron dependientes de las modificaciones en
la composicion de la grasa lactea, aspecto que por su originalidad e impacto ha despertado un gran

interés en proseguir el estudio de los mecanismos diferenciales involucrados.

4.2.1- Influencia de la VSTAG

El incremento en la VSTAG observado en el grupo GLM30 podria estar intimamente
relacionado con los niveles de AR y AV. En este sentido, trabajos de nuestro grupo (Scalerandi y
col., 2014), mostraron que una mezcla enriquecida en AR, y no la mezcla equimolecular de 9¢,11¢-
CLA y 107,12¢-CLA incrementa la VSTAG, pudiendo prevenir la acumulacion de TAG en higado.
Estas evidencias son soportadas por los estudios de Lin y col. (2001a) quienes trabajando con
células HepG2 observaron que el isomero AR es un potente estimulador de la secreciéon de ApoB-
100 y TAG a diferencia del 107,12¢-CLA. Ademds, Legrand y col. (1997) demostraron en
hepatocitos aislados que la secrecion de TAG depende de la actividad enzimatica SCD, cuya
expresion génica se encuentra marcadamente incrementada por la dieta GLM30, al mismo tiempo
que observamos una tendencia a mayor flujo (relacién: 4cido oleico/acido estedrico) a través de
dicha enzima. Es importante mencionar que otros autores encontraron resultados diferentes. Asi,
Degrace y col. (2003) no observaron cambios en la VSTAG en ratones alimentados con una dieta

suplementada con AR vs aquellos alimentados con la dieta control; y Wang y col. (2009) al igual
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que Jacome-Sosa y col. (2014) reportaron un descenso en la VSTAG en modelos de ratas

genéticamente obesas alimentadas con una dieta suplementada con AV.

4.2.2- Influencia de la oxidacion de acidos grasos

Otro de los mecanismos propuestos por el cual los animales que consumieron GLM30
previnieron la acumulacién de TAG en higado, puede estar relacionado a la mayor B-oxidacién
observada en este grupo dietario. En este sentido, si bien no encontramos modificaciones en la
expresion génica de la enzima CPT-1a, una elevada actividad de la misma fue relacionada con un
menor contenido de TAG hepaticos en los animales alimentados con la dieta GLM30. Este
incremento de la actividad CPT-1a puede ser consecuencia de la mayor expresion génica de Ppara.
Resultados que soportan el incremento de la actividad CPT en higado fueron reportados en animales
alimentados con dietas suplementadas con AR (Mollica y col., 2014; Scalerandi y col., 2014), como
también con CLA comerciales (Rahman y col., 2001; Akahoshi y col., 2003; Takahashi y col.,
2003; Nagao y col., 2005). Sin embargo, otros autores no encontraron cambios en la actividad de
dicha enzima clave, tanto con dietas conteniendo AR (Akahoshi y col., 2003; Degrace y col., 2004;
Macarulla y col., 2005; Wang, Y. y col., 2006), como con CLA comerciales (Scalerandi y col.
2014, Farifia y col, 2019). Del mismo modo, Degrace y col. (2004) y Wang, Y. y col. (2006), no
observaron cambios en la expresion génica de Cpt-Ia en los animales alimentados con dietas
suplementadas con AR. En referencia a la posible regulacion de la oxidacién de AG a través de los
PPARa, hemos observado que los elevados niveles de ARNm de este factor de transcripcion en
higados de los animales del grupo GLM30 coinciden con resultados encontrados por Choi y col.
(2007) y Mollica y col. (2014) en ratas alimentadas con dietas suplementadas con AR y con
aquellos de Purushotham y col. (2007) con dietas suplementadas con CLA comercial.

Ha sido reportado que el AR es un ligando activador mas potente del PPARa que otros
isomeros CLA (Moya-Camarena y col., 1999; Clément y col., 2002), a través de los cuales no sélo
puede incrementar la expresion y/o actividad de las enzimas CPT-1 y CPT-2, sino también del
citocromo P450A1, la enzima ACOX y la proteina de unién de AG hepidtica (FABP) (Moya-
Camarena y col., 1999; Takahashi y col., 2003). En este sentido, cabe mencionar que en nuestro
modelo experimental, observamos un incremento de la expresion génica de Acox! en higado de los
animales alimentados con GLM30. Esto posiblemente puede ser explicado por el mayor contenido
de AR, como fuera reportado en distintos modelos experimentales con dietas suplementadas con
AR o CLA comerciales (Takahashi y col., 2003; Choi y col., 2004; Degrace y col., 2004;

Purushotham y col., 2007). Por otra parte, otros autores no han reportado cambios en el proceso de
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B-oxidacién peroxisomal en modelos experimentales alimentados con dietas suplementadas con AR
(Akahoshi y col., 2003; Macarulla y col., 2005).

Otro mecanismo por el cual podrian haber sido activados los PPARa, y de esta manera
incrementar la oxidacién peroxisomal, es a través de los receptores de adiponectina (Kadowaki y
col., 2005). Nuestros resultados también se podrian enmarcar en esta hipétesis, dado que los
animales que consumieron GLM30 mostraron una incrementada expresion génica del receptor de
adiponectina (AdipoR2). Resultados semejantes han sidos descriptos por Choi y col. (2007) en ratas

alimentadas con dietas altas en grasas suplementadas con AR.

4.2.3- Influencia de la lipogénesis

Estudios con dietas ricas en grasas han demostrado que los niveles de TAG hepéticos son
influenciadas por las concentraciones de lipidos dietarios (Delgado y col., 2009). Las dietas ricas en
grasas suprimen la biosintesis de AG de novo, disminuyendo la contribucién al contenido de TAG.
No obstante, estos autores encontraron que este efecto es insuficiente para prevenir la elevada
concentracion de TAG hepaticos. Nuestros resultados, confirman una notable inhibicién de la
lipogénesis por las dietas ricas en grasas, no obstante, hemos notado ciertas diferencias en las
actividades y/o expresiones de enzimas claves involucradas en la regulacion de la biosintesis de AG
en funcién del tipo de grasa dietaria. En este estudio se evaluaron actividades, expresiones y/o flujo
a través de enzimas involucradas en ciertos pasos metabdlicos claves y que proporcionan diferentes
respuestas frente a cambios en el ambiente metabdlico. Asi la FAS, enzima clave de la lipogénesis,
responde rdpidamente a manipulaciones dietarias, mientras que enzimas como la G6PDH lo hacen
en forma menos pronunciada, pero mds afectada por cambios en estados de ayuno/alimentacién
(Boll y col., 1996). La G6PDH, clave en la provision de NADPH (50-75%) requerido para la
sintesis de AG, presenta una mayor inhibicién en los grupos de animales alimentados con altos
contenidos de grasas lacteas. Esto probablemente condiciona el flujo de sustratos en las enzimas
distales de la lipogénesis, y posiblemente explique una respuesta compensatoria en la expresion
génica de las enzimas ACC y FAS.

En trabajos previos de nuestro grupo (Scalerandi y col., 2014) se comprobd que ratones,
alimentados con dietas conteniendo niveles recomendados de grasas suplementadas con una mezcla
de CLA comerciales o con una mezcla rica en AR, no modificaron la actividad de la enzima
G6PDH. Estos resultados, concuerdan con la falta de cambios adicionales en la inhibicién ejercida
por los altos niveles de grasa dietaria entre los grupos alimentados con las distintas grasas lacteas

que contienen diferentes tenores de AR.
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La actividad de la enzima ACC, clave en la conversion de acetil-CoA a malonil-CoA, fue
inhibida por la sobrecarga de acil-CoA independientemente del tipo de grasa dietaria. No obstante,
la expresion génica de dicha enzima incrementé en los higados de los animales del grupo GLM30.
Estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores que trabajaron ya sea, con ratas
alimentadas con dietas HF suplementadas con CLA comerciales (Illesca, 2015), como con ratones a
niveles recomendados de grasa dietaria suplementada con AR (Degrace y col., 2003). En otros
modelos experimentales, por €j., en ratones alimentados con CLA comerciales (Takahashi y col.,
2003; Javadi y col., 2004; Ferramosca y col., 2006) o en ratas genéticamente obesas con una dieta
suplementada con AV, AR y/o AR+AV (Wang y col., 2009; Jacome-Sosa y col., 2010) se
observaron resultados diferentes. Ferramosca y col. (2006) demostraron que el consumo de una
mezcla equimolecular de CLA aumenta la transcripcion del gen de la proteina transportadora del
citrato mitocondrial (CIC) e influye en la estabilidad del ARNm y/o la eficiencia de la traduccion,
generando una sobreexpresion de CIC y, por consiguiente, un aumento en el flujo de citrato desde
las mitocondrias hacia el citosol. El citrato exportado no sélo es el sustrato para la lipogénesis, sino
que también es un modulador alostérico positivo de la enzima ACC. Consideramos que,
independientemente del efecto del AV y/o AR, la accién sobre la enzima ACC no podria ser
adjudicada unicamente a dichos isomeros, dado que los animales del grupo GLE30 tuvieron un
incremento en la expresion génica de dicha enzima igual que el observado en GLM30.

En lo que respecta a la enzima FAS, si bien existe una marcada inhibicion de la actividad
por el nivel de grasa dietaria, la magnitud de la misma fue menor en el grupo GLM30. Estos
resultados, que si bien coinciden con lo reportado por otros autores que trabajaron con CLA
comerciales (Takahashi y col., 2003; Javadi y col., 2004; Ferramosca y col., 2006; Farifa, 2014;
Scalerandi y col., 2014) y fueran justificados mediante una induccion ejercida por el 10z,12¢-CLA
sobre los factores de transcripcion SREBP-1c y PPARY, no explicarian los resultados hallados en
nuestro estudio como en los de Scalerandi y col. (2014) con el isomero AR individual. En lo que
respecta a la expresion génica o proteica de dicha enzima, los resultados son controversiales
(Clément y col., 2002; Takahashi y col.,, 2003; Choi y col.,, 2004; Wang, Y. y col., 2006;
Purushotham y col., 2007; Jacome-Sosa y col., 2010; Maslak y col., 2015), y pareciera que la alta
induccién génica podria asociarse a una respuesta compensatoria en todos los grupos alimentados
con altos niveles de grasas lacteas.

La sintesis de AG continda usualmente hasta la formacién de 4cido oleico donde la enzima
limitante es la SCD. Nuestros resultados, con una remarcable inhibicion de la SCD por dietas ricas
en AGPI, estdn en acuerdo con estudios de Miyazaki y Ntambi (2003), donde el mecanismo estaria

mediado por una represién del SREBP. En contraste, las dietas ricas en grasas lacteas, a través de
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sus AGS podrian inducir la expresiéon de SCD-1 por un mecanismo que involucra la regulacion
positiva de PGC-1p (proteina 1f coactivadora del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas) y la coactivacion posterior de SREBP-1c y LXR (Lin y col., 2005; Sampath y col.,
2007). Muy pocas evidencias hay disponibles sobre la accién de los CLA y/o AV en la regulacién
de enzima SCD. Trabajos de nuestro grupo (Scalerandi, 2013) han demostrado que dietas
suplementadas con una mezcla equimolecular de 10#,12¢- y 9¢,11-CLA, como también rica en AR,
no mostraron diferencias en el flujo a través de la enzima SCD-1, evaluado por las relaciones
AGMI/AGS, resultados similares a los encontrados en el presente plan de trabajo. Otros estudios
indicaron que el 10z,12¢-CLA inhibi6 la actividad y expresion de la enzima SCD-1 (Bretillon y col.,
1999; Park y col., 2000; Eder y col., 2002).

Finalmente en la sintesis de TAG hepdtica la enzima DGAT juega un rol fundamental
integrando el metabolismo de los carbohidratos (estimulada via ChREBP) con la sintesis de dcidos
grasos (estimulada via SREBP-Ic). La sobreexpresion de la DGAT2 en higado normalmente es
asociada con esteatosis hepdtica, hipersecrecion de VLDL-TAG y provision de sustratos para la
formacién de especies moleculares que estdn asociadas a la resistencia insulinica. La ausencia de
cambios observada en nuestros resultados, pese a las modificaciones en el nivel de TAG hepéticos
podria estar asociada a que las dietas ricas en grasas empleadas no estimularian cambios mediados
por carbohidratos (Zammit, 2013). Asimismo, en nuestro modelo experimental, tampoco
observamos diferencias en los niveles de ARNm de los factores de transcripcion involucrados en la
lipogénesis (SREBP-1a y SREBP-1c) entre las distintas dietas a altos niveles de grasa, resultados
que coinciden con lo reportado por otros estudios con dietas suplementadas con AR o mezclas de
CLA (Clément y col., 2002; Choi y col., 2004; Wang, Y. y col., 2006).

A la luz de los resultados de las actividades, expresiones y flujo a través de las enzimas
lipogénicas, consideramos que los efectos diferenciales que puedan tener el AR, AV y las
modificaciones del perfil de AG sobre las diferentes enzimas o reguladores claves de la lipogénesis
quedan principalmente enmascarados por la notable inhibicion ejercida debido al alto contenido de

grasa.

4.2.4- Influencia del transporte de acidos grasos

Los cambios en la expresion génica de las proteinas transportadoras de AG (FATP2, FATPS
y CD36), correlacionaron con el incremento de los TAG hepdticos en el grupo S30 y con el
descenso en las dietas conteniendo grasas lacteas a elevados niveles de lipidos. Estas variaciones

han sido observadas en otros modelos experimentales, en las que un incremento en la expresion de
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las proteinas transportadoras de AG en higado se asoci6 con el desarrollo de higado graso (Koonen
y col., 2007; Falcon y col., 2010; Miquilena-Colina y col., 2011; Black y col., 2016).

Es importante destacar que el CD36 es un regulador clave de la captacién de los AG en
condiciones de elevados niveles circulantes de los mismos, y funcionalmente cumple un rol central
en el desarrollo/prevencion de la esteatosis hepatica, como asimismo en la modulacién de la
sensibilidad a la insulina (Wilson y col., 2016). La notable inhibicién de la expresién génica del
Cd36 en el grupo GL30 podria ser un mecanismo clave que, reduciendo la incorporaciéon de AG al
higado, prevendria la elevada acumulacién de TAG hepdticos en este grupo dietario. En cambio,
podriamos postular que la mayor captacion de AG mediada por dicha traslocasa en el grupo
GLM30 (vs GL30) derivarian en una mayor oxidacion a nivel mitocondrial/ peroxisomal y/o en una
elevada secrecion de VLDL-TAG. Es posible asi proponer que, los mayores niveles de ARNm del
CD36 en el grupo GLM30 vs GL30 no se relacionen con los elevados niveles de AV y/o AR, dado
que Clément y col. (2002) no reportaron cambios en los niveles d¢ ARNm de CD36 en higado de
ratones alimentados con una dieta suplementada con AR. Ademads, los estudios que observaron
incrementos en la expresion génica de dicha traslocasa los asociaron con isémero 10¢,12¢-CLA
(Clément y col., 2002; Degrace y col.,, 2006; Jourdan y col., 2009; Li y col.,, 2012). En
consecuencia, sin excluir el rol que podria tener el CD36, otros mecanismos podrian estar

cumpliendo un rol fundamental en la prevencién de la esteatosis hepdtica en el grupo GL30.

4.3- Regulacion de los lipidos circulantes

Es ampliamente conocido que en condiciones de ayuno, los niveles circulantes de TAG
dependen principalmente de un equilibrio entre la secrecién hepdtica y la remocién a través de las
enzimas lipoproteina lipasas extrahepaticas. El incremento de grasas dietarias estuvo asociado a
diferentes respuestas en los TAG circulantes dependiendo del tipo de AG constitutivo de las
mismas. Llamativamente, el incremento de grasas poliinsaturadas condujo a una marcada reduccién
de TAG séricos que no se observo en los grupos de animales alimentados con dietas ricas en grasas
lacteas. Estos efectos diferenciales pudieron estar relacionados a distintos mecanismos involucrados
dependiendo del tipo y cantidad de grasa dietaria. Asi, la clara reduccién de los TAG en el grupo
S30, que estuvo relacionada con una elevada remocién de los mismos por el tejido adiposo y no por
el muisculo esquelético, fue seguida de una exacerbada oxidacién peroxisomal en el tejido adiposo.
Este efecto asociado a la accion de AGPI, no se reflej6 en los grupos que recibieron altos niveles de
grasas lacteas. En referencia a estos ultimos, la GLM30 increment6 atin mas la remocion de TAG
por el tejido adiposo y no por el musculo, pero esto no se reflejé en una menor concentracién de

TAG circulantes, probablemente debido a una mayor VSTAG. Es probable que ademas de la
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diferencial oxidacién peroxisomal en tejido adiposo observada en el grupo el GL30 y GLE30 (vs
S30), otros mecanismos puedan justificar la ausencia de cambio en los TAG circulantes entre los
grupos alimentados con altos niveles de grasas lacteas. No podemos descartar que las condiciones
de ensayo de la actividad LPL in vitro, como medida de la remocién de TAG plasméticos, no sea
diferente a la respuesta que tenga dicha enzima en el tejido presente en un entorno metabdlico in
vivo muy diferente.

Las comparaciones bibliograficas que podrian complementar la interpretaciéon de nuestros
resultados han empleado controles que no necesariamente serian andlogos a los utilizados en los
estudios del presente plan de trabajo. Asi, comparando con dietas conteniendo niveles
recomendados de GL, estudios de Lock y col. (2005), Anadon y col. (2011) y Rodrigues y col.
(2014) han demostrado una disminucion en los niveles de TAG séricos en animales alimentados con
grasa l4ctea enriquecida en AR y AV. Mientras que descensos (Ryder y col., 2001; Chinnadurai y
col., 2013) o incrementos (Roy y col., 2007; de Almeida y col., 2015a) en los TAG circulantes han
sido encontrados en dietas con alto contenido de grasa enriquecida naturalmente con AR y/o AV en
comparacion con altos niveles de GL. Por otra parte, diversos estudios que evaluaron en humanos el
efecto de productos naturalmente enriquecidos en AR y AV no han reportado cambios en las
concentraciones de TAG circulantes (Desroches y col., 2005; Tholstrup y col., 2006; Tricon y col.,
2006; Venkatramanan y col., 2010; Lacroix y col., 2012). Los estudios mencionados, no aportan
informacion de mecanismos reguladores involucrados en las variaciones de la trigliceridemia.

A nuestro conocimiento no se dispone de estudios proponiendo mecanismos asociados a la
regulacién de los TAG circulantes con grasas l4cteas enriquecidas naturalmente con AR y/o AV.
Nuestro grupo de investigacion (Scalerandi y col., 2014) ha observado que el elevado contenido de
TAG en suero de ratones alimentados con dietas ricas en AGPI n-6 suplementadas con AR
procedente de sintesis quimica, ha sido relacionado con una incrementada VSTAG y disminuida
actividad de la LPL en tejido adiposo. Opuestamente, dietas suplementadas con AV han decrecido
los niveles de TAG (Wang y col., 2009; Jacome-Sosa y col., 2014) a través de una reduccion de la
secrecion hepatica de VLDL. Mezclas de CLA comerciales conteniendo cantidades
equimoleculares de AR y 10z,12¢-CLA redujeron los niveles de TAG séricos en ratas con dietas
desequilibradas en AGPI (Farifia y col., 2019) a través de un incremento de la actividad LPL en
TAE y una disminuciéon de la secrecion de TAG. Similarmente, los CLA ejercieron un efecto
hipotrigliceridémico en ratones alimentados con dietas ricas en grasas a través de un aumento en la
clarificacion por el tejido adiposo (Andreoli y col., 2009).

Al igual que en trabajos realizados en animales de experimentacién, en humanos, los CLA

comerciales o AR de sintesis han mostrado efectos discrepantes sobre los niveles de TAG
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circulantes, no habiéndose descripto mecanismos regulatorios (Roche y col., 2002; Risérus y col.,
2004a; Tricon y col., 2004; Naumann y col., 2006; Raff y col., 2008; Venkatramanan y col., 2010;
Eftekhari y col., 2014). La falta de consistencia en los resultados podria deberse, al menos en parte,
a los diferentes estados metabdlicos de los sujetos en estudio, dosis empleadas, periodos de
tratamiento (Battacharya y col., 2006), como asi también, al menor efecto que, en general, los CLA
han demostrado tener en el humano.

El modelo experimental empleado no es el mds adecuado para el estudio del metabolismo
del colesterol, por ello este trabajo de tesis s6lo tuvo como objetivo investigar la posible influencia
de la dieta GLM30 sobre niveles circulantes de colesterol. Al igual que lo observado en otros
estudios, trabajando con manteca enriquecida naturalmente en AR y AV (Roy y col., 2007; Anadon
y col., 2011), no hemos encontrado cambios en los niveles de colesterol sérico en los grupos de
animales alimentados con altos niveles de GLM y GL. No obstante, resultados muy discrepantes
han sido publicados. Por ejemplo, Lock y col. (2005) y Chinnadurai y col. (2013) reportaron un
descenso, mientras que Rodrigues y col. (2014) y de Almeida y col. (2015a) observaron un
incremento en los niveles de colesterol sérico al comparar animales alimentados con manteca
enriquecida naturalmente en AR y AV vs grasa l4ctea.

En lo que respecta a los efectos de los isémeros individuales AR y AV o de la mezcla
equimolecular AR + 10z,12¢-CLA sobre los niveles de colesterol sérico, numerosos estudios no
reportaron cambios en diferentes modelos experimentales (Bissonauth y col., 2006; Wang, Y. y
col., 2006; Andreoli y col., 2007; Moloney y col., 2007; Andreoli y col., 2009; Farifia, 2014;
Scalerandi, 2013; de Almeida y col., 2015b; Maslak y col., 2015; Wang, T. y col., 2015; Franczyk-
Zarow y col., 2019). Sélo escasos estudios reportaron un descenso en el contenido de colesterol en
suero trabajando con dietas suplementadas con AR (Jacome-Sosa y col., 2010), AV (Wang y col.,
2009) o AR+AV (Jacome-Sosa y col., 2010).

Resultados discrepantes también fueron observados en humanos que ingirieron productos
lacteos enriquecidos naturalmente en AR y AV. Asi, Tricon y col. (2006), Venkatramanan y col.
(2010) y Lacroix y col. (2012) no reportaron cambios en los niveles de colesterol sérico al comparar
con productos lacteos normales, mientras que otros (Desroches y col., 2005; Tholstrup y col., 2006)

observaron un efecto hipocolesterolemiante.
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4.4- Regulacion de los lipidos musculares

Estudios previos de otros autores y de nuestro grupo de trabajo, han mostrado que las dietas
ricas en grasas inducen una acumulacién de lipidos en musculo de animales de experimentacion
(Kraegen y col., 1991; Andreoli y col., 2009; Zhang y col., 2013; Illesca y col., 2015). En el
presente trabajo, el incremento de los TAG musculares estuvo asociado a mayores niveles de
citrato. No obstante, la captacion de AG por la LPL, como los niveles de ARNm de receptor de
adiponectina y de CPT-1b nos inducen a sugerir que la elevada acrecién de TAG pudo estar
relacionada a una mayor oferta de lipidos, mds que a una alterada metabolizacién de los mismos.
Resulta interesante destacar, que la dieta GLM30, al igual que GLE30, previno la acumulacién de
TAG en musculo gastrocnemio inducida por dietas ricas en grasas. Este efecto no estuvo vinculado
con una menor captacion de AG, expresada por la actividad de la enzima LPL muscular. Asi, si bien
otros estudios deberian complementar los presentes para profundizar en la discusiéon de la
regulacién de TAG en musculo, maxime disponiendo de ausencia de cambios en la expresion
génica de la CPT-1b, los mayores niveles de ARNm del receptor de adiponectina en el grupo
GLM30 nos podrian dar indicios de una mayor oxidacion de AG intracelular. No existen trabajos
cientificos que hayan evaluado el efecto de las grasas lacteas enriquecidas en los isomeros AR y AV
sobre los mecanismos reguladores de TAG musculares. No obstante, nuestros resultados
concuerdan con lo observado por los de Choi y col. (2007) al trabajar con una dieta suplementada
con AR, y se refuerzan con otros resultados de estos mismos autores donde demostraron un
incremento en los niveles de ARNm de ACOX y UCP2 en musculo de estos animales (Choi y col.,
2004). Contrariamente, en ratones alimentados con dietas suplementadas con el isémero AR,
Scalerandi y col. (2014) observaron una acumulacion de TAG en musculo relacionada a una
elevada captacion de lipidos a través de la LPL muscular. Interpretaciones mds controversiales
pueden ser obtenidas de trabajos realizados con CLA comerciales donde, ademads de las variables de
los modelos experimentales, los efectos del AR sobre el metabolismo de TAG se solapan con
acciones muy potentes del isomero 107,12¢-CLA (Park y col., 1997; Zabala y col., 2006; Kim y
col., 2012). Asi, algunos estudios en ratones (Andreoli y col., 2009; Kanosky y col., 2013;
Scalerandi y col., 2014) y en ratas (Henriksen y col.; 2003) observaron un descenso de los niveles
de TAG en miusculo gastrocnemio, los cuales pudieron estar asociados a una menor actividad LPL
muscular (Andreoli y col., 2009) y/o a una mayor actividad CPT-1b (Scalerandi y col., 2014). No
obstante, otros autores no encontraron cambios (Andreoli y col., 2007; Bezan y col., 2018; Farifia y

col., 2019) u observaron un incremento en el contenido de TAG (Illesca, 2015).
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4.5- Regulacion de los lipidos en tejido adiposo

El tejido adiposo blanco no sélo representa un tejido de depdsito energético, sino también es
un regulador clave de mecanismos homeostaticos del organismo (Wronska y col., 2012). Los tejidos
adiposos epididimal y retroperitoneal representan dos de los mayores depdsitos de tejidos adiposo
blanco en roedores y son modulados en forma diferente, entre otros factores, por la cantidad y tipo
de grasas dietarias. Dada la mejor respuesta obtenida en las variaciones de acrecién de lipidos en el
TAE, y en funcién de su clara accesibilidad, el mismo fue elegido para profundizar los estudios
metabdlicos.

La acrecion de lipidos en las dietas ricas en grasas mostré ser influenciada por el tipo de
acidos grasos presente en la misma. Asi, solamente los animales alimentados con la dieta rica en
GL, conteniendo elevados niveles de AGS, presentaron mayores contenidos de grasa epididimal
respecto aquellos del grupo S30, exhibiendo el rol que tienen las grasas saturadas sobre los
depdsitos grasos. Ryder y col. (2001), Lock y col. (2005) y Anadon y col. (2011), al igual que
nosotros, no encontraron cambios en la acrecién de lipidos en el tejido adiposo de roedores
alimentados con dietas enriquecidas con AR y AV. Los autores antes mencionados no estudiaron
los mecanismos involucrados en la accién de los diferentes AG bioactivos. Mientras que, nuestros
resultados permiten sugerir que la mayor captaciéon de AG y sensibilidad tisular reflejada por la
expresion génica de adiponectina, podrian conducir a una mayor oxidacion de AG, como queda
reflejado por los elevados niveles de ARNm de la enzima clave en la B-oxidaciéon de AG, y no a una
mayor resintesis de TAG, como los muestran los muy bajos niveles de la enzima esterificante de
TAG.

Existe escasa informacion referente a los mecanismos involucrados en la regulacion de la
acrecion de lipidos en tejido adiposo por los CLA. Se ha descripto, en estudios in vitro en
adipocitos 3T3-L1 aislados, que la mayor accién inhibitoria de los CLA sobre la enzima LPL estuvo
relacionada al isdmero 10z,12¢-CLA (Park y col., 1999; Lin y col., 2001b). Resultados semejantes a
los encontrados con este isomero, han sido obtenidos por nuestro grupo (Andreoli y col., 2009;
Scalerandi y col., 2014) en ratones alimentados con mezclas equimoleculares de CLA. No obstante,
en ratas alimentadas con la misma mezcla comercial de isdmeros, encontramos ausencia de cambios
(Andreoli y col., 2010) o aumentos (Illesca, 2015 y Farifa y col., 2019) en la actividad de dicha
enzima. Por consiguiente, independientemente de cualquier posible efecto del 10¢,12¢-CLA que
pudiese contrarrestar una accion estimuladora del AR y AV sobre la enzima, resulta claro que
ademds de la accién ejercida por el tipo de isémero, los mecanismos de acciéon de los CLA

dependen de otras variables del protocolo experimental.
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Pareciera que la lip6lisis seguida de B-oxidacion mitocondrial y la esterificacion de AG a
TAG podrian jugar un rol clave en el mantenimiento de la masa adiposa en el grupo de roedores que
consumieron GLM30. En este sentido, el incremento observado en los niveles de ARNm de una
enzima clave de la via de la lipdlisis de AG (ATGL) en TAE estd en concordancia, en cierta
medida, con lo observado en estudios in vivo usando CLA comerciales (Park y col., 1997 y 1999;
Mersmann, 2002). Asimismo, el aumento en la B-oxidacién mitocondrial esta en correlacién con lo
observado por Park y col. (1997) y Rahman y col. (2001) en el tejido adiposo blanco y marrén de
animales de experimentacion alimentados con CLA, al igual que la ausencia de cambios en la 3-
oxidacién peroxisomal reportada también por Choi y col. (2004).

El mayor catabolismo de lipidos, podria estar favorecido por un entorno donde una mayor
sensibilidad insulinica promovida por la adiponectina, no sélo incrementaria la utilizaciéon de
glucosa, sino que también la oxidaciéon de AG. En nuestro trabajo la elevada expresion del ARNm
de adiponectina en TAE de animales del grupo GLM30 se correlacion6 con lo observado por otros
autores trabajando en distintos modelos experimentales con dietas suplementadas con CLA
comercial (Nagao y col., 2003; Inoue y col., 2004; Noto y col., 2007; Farifia, 2014). Sin embargo,
otros estudios no reportaron cambios en la expresion proteica de la misma en TAE de ratas Zucker
alimentadas con una dieta suplementada con AR (DeClercq y col., 2012a y 2012b), como también
niveles disminuidos de adiponectina en tejido adiposo de ratones (Poirier y col., 2005b y 2006), y
en adipocitos aislados (Pérez-Matute y col., 2007) tratados con la mezcla equimolecular de
1sOmeros.

Las grasas lacteas naturalmente enriquecidas en CLA y AV no han mostrado efectos sobre
la masa y distribucién de TA en humanos (Desroches y col., 2005; Venkatramanan y col., 2010), y
los efectos de los CLA sintéticos han sido poco concluyentes. Al respecto, Blankson y col. (2000) y
Risérus y col. (2001) mostraron un efecto antiobesogénico de dichos isOmeros, mientras que
Zambell y col. (2000), Mougios y col. (2001), Petridou y col. (2003) y Tricon y col. (2004), no
encontraron respuesta, tanto con la mezcla equimolecular de isémeros, como con el AR. Las
diferencias, podrian ser atribuidas a diversidades en los disefios experimentales entre las cuales se
encuentran: tipo de isémeros, dosis y duracién de tratamiento, como también género, peso, edad y

estado metabdlico de los sujetos estudiados.

5- Dieta GLM30: influencia sobre el estado oxidativo

Como biomarcadores de la lipoperoxidacién hepética se emplearon las concentraciones de
TBARS y ROS, y como medida del equilibrio oxidativo algunos de los principales sistemas

antioxidantes enzimdticos (ej.: SOD, CAT, GSH-Px y GR), y no enzimaticos (relacién glutation
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reducido/ oxidado -GSH/GSSG-). Los niveles de TBARS y ROS, sugieren que el elevado contenido
de grasa dietaria incrementd la lipoperoxidacion hepdtica, y este efecto fue dependiente del tipo de
AG dietarios. Asi, la prevencién del desarrollo de estrés oxidativo hepético por la dieta GLM30, fue
acompafada de un descenso de dichos biomarcadores. En concordancia con nuestros resultados
Chinnadurai y col. (2013) observaron similar efecto preventivo empleando una grasa lctea anhidra
enriquecida naturalmente con CLA y AV. Ademds, un trabajo realizado por Choi y col. (2007)
mostré una disminucién en los niveles de ROS en animales que consumieron una dieta
suplementada con AR. Otros estudios, trabajando con CLA comercial, mostraron resultados
discrepantes al no encontrar cambios en los niveles de TBARS (Andreoli y col., 2010; Scalerandi,
2013; Farifa, 2014; Illesca, 2015) o encontrarlos disminuidos (Livisay y col., 2000; Kim y col.,
2005).

Ha sido reportado que las ROS, y los productos derivados de la LPO, inducen la sintesis de
citoquinas proinflamatorias como, TNFa, TGF-f e IL-6/ IL-8 (Carter-Kent y col., 2008) a través de
la activacion de la via del NF-kp (Feldstein y col., 2010a). La elevacién de los biomarcadores de
lipoperoxidacion inducidos por altos niveles de grasa dietaria, tuvieron un paralelismo con la
expresion génica de Nf-kfy, solo en el grupo GL30, también con los niveles de ARNm de TNFa e
IL-6. Asimismo, el efecto preventivo de la dieta GLM30 sobre el estrés oxidativo fue acompafiado
de una reduccién de la expresion génica de Tnfo, 1I-6 y Nf-kf. Este efecto preventivo del AR fue
previamente observado por Couper y col. (2008) en cultivos celulares. Otros estudios in vitro han
demostrado que los CLA, particularmente el isdmero AR, puede disminuir la produccion de
citoquinas proinflamatorias, principalmente IL-6, TNFo, IFNy e IL-1B, que juegan un papel
importante en la patogénesis de muchas enfermedades mediadas por inflamacién crénica (Yu y col.,
2002; Jaudszus y col., 2005; Peterson y col.,, 2009; Bassaganya-Riera y Hontecillas, 2010;
Oleszczuk y col., 2012). Estudios in vivo con diferentes modelos experimentales usando mezclas
equimoleculares de CLA comercial han arrojado resultados similares al evaluar distintos tejidos. En
este sentido, Butz y col. (2007) informaron en ratones una menor concentraciéon plasmatica de
TNFa. Asimismo, Noto y col. (2007) reportaron en tejido adiposo de ratas obesas, y Nagao y col.
(2005) y Farifia (2014) en higados de ratas un descenso en los niveles de ARNm del mismo factor
de transcripcidn.

Las células poseen diferentes mecanismos para neutralizar el estrés oxidativo y, entre ellos
Nrf2 se considera el principal mediador de la adaptacion celular al estrés redox (Niture y Jaiswal,
2014). Estudios de Bergamo y col. (2007 y 2011) han demostrado que la mezcla equimolecular de
CLA activa la via Nrf2 y, en consecuencia, modula la funcién mitocondrial hepatica (Pereira y col.,

2012). A diferencia de lo reportado por Bergamo y col. (2007 y 2011), como asi también por
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Mollica y col. (2014) trabajando con ratas alimentadas con dietas ricas en grasas y suplementadas
con AR, nuestro trabajo mostré una disminucién en la expresion génica de Nrf2 en los higados de
los animales alimentadas con GLM30. Esto podria estar relacionado a que, contrariamente a lo que
sucede con la GLM30, las dietas GL30 y S30 podrian inducir la via Nrf2 para neutralizar el estrés
oxidativo evidenciado por los altos niveles de TBARS y ROS.

Respecto a las enzimas intervinientes en la regulacién del equilibrio oxidativo, nuestros
resultados, en el grupo GLM30, muestran un descenso en la actividad de CAT y disminucién en la
expresion génica de las enzimas CAT y GR, como también un incremento en la de la enzima SOD.
Estos resultados reflejan una complejidad en el andlisis conceptual, maxime considerando los
escasos estudios que podrian contribuir a dicha interpretacion, los cuales brindan resultados
opuestos a los encontrados en este estudio para las enzimas CAT, GR y GSH-Px. En este sentido,
Chinnadurai y col. (2013), con grasa lactea anhidra enriquecida naturalmente con CLA y AV,
encontraron un incremento de la actividad de la enzima CAT, al igual que Illesca (2015) con dietas
ricas en CLA comerciales. Similarmente, Choi y col. (2007) reportaron un incremento en las
actividades de GR y GSH-Px al suplementar la dieta con AR. Es probable que frente a estos
resultados la enzima SOD, cumpla un rol central en la regulacién del estrés oxidativo. En este
sentido, el incremento encontrado de la expresion génica de dicha enzima, es congruente con el
trabajo de Chinnadurai y col. (2013) en grasa lictea anhidra enriquecida naturalmente con
CLA+AV y el de Choi y col. (2007) en dietas suplementadas con AR.

Del mismo modo, resultados inesperados hemos encontrados en el sistema antioxidante no
enzimdtico expresado por la relacion GSH/GSSG en los higados de los animales GLM30. Estos
resultados no concuerdan con lo observado por otros autores, los cuales encontraron que al usar
tanto, una mezcla equimolecular, como el isdmero individual AR incrementan los niveles de GSH
(Arab y col., 2006; Choi y col., 2007; Mollica y col., 2014).

Es posible formular la hipétesis que, la menor actividad y expresion de los sistemas
antioxidantes enzimdticos enddgenos en higado estarian relacionadas a la ausencia de estrés
oxidativo en el grupo GLM30, reflejado por los bajos niveles de TBARS y de Nrf2.

Los estudios en humanos sobre estrés oxidativo e ingesta de productos lacteos naturalmente
enriquecidos en 9¢,11#-CLA son escasos y con resultados discrepantes. Asi, algunos autores no han
observado cambios (Desroches y col., 2005; Tricon y col., 2006; Venkatramanan y col., 2010),
mientras que otros (Sofi y col., 2009; Penedo y col., 2013) reportaron un descenso en los niveles

circulantes de los marcadores de inflamacion (TNFa y citoquinas proinflamatorias).
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6- Dieta GLLM30: influencia sobre el metabolismo de la glucosa

Las variaciones en el contenido de lipidos tisulares en las presentes experiencias fueron
asociadas a alteraciones en la utilizacién de la glucosa. Estos hallazgos han sido extensamente
reportados en trabajos de otros investigadores empleando animales alimentados con dietas ricas en
grasas (Storlien y col., 1986; Lichtenstein y Schwab, 2000). El estado de intolerancia a la glucosa
observado en modelos animales (Randle, 1963; Carvalho-Filho y col., 2005; Hirabara y col., 2012)
es compartido en numerosas situaciones patoldgicas en humanos, como diabetes, obesidad y
sindrome metabdlico. Sin embargo, ademads de la cantidad de grasa, este efecto depende del tipo de
acido graso (Storlien y col., 1987 y 1991), como asimismo de mediadores bioactivos y/o factores de
transcripcion generados o inducidos por los distintos AG dietarios (Schmitz-Peiffer, 2000;
Andersson y col., 2002). Las principales diferencias se manifestaron entre la dieta conteniendo
elevados niveles de aceite de soja rico en AGPI y grasas lacteas fuente de AGS. Es importante
destacar que las diferencias con los trabajos de Storlien y col. (1987 y 1991) fueron centradas en
que dichos autores emplearon como fuente de AGPI n-3 aceites de pescado ricos en EPA y DHA y
compararon con dietas ricas en grasas saturadas de sebo. Es conocido que a los AGPI-CL, EPA y
DHA, se les atribuyen acciones moduladoras sobre el metabolismo de la glucosa, y que las fuentes
de ALA, como el aceite de soja, no incrementan los niveles tisulares de dichos AG, como lo
inducen la ingesta directa de alimentos fuentes de los mismos (Bowen y Clandinin, 2000; Morise y

col., 2004; Barcel6-Coblijn y col., 2005).

6.1- Capacidad de utilizacion de la glucosa y parametros relacionados

Comparando con la dieta rica en aceite de soja, el consumo de grasas lacteas, si bien indujo
hiperglucemia basal, mejoré la capacidad de utilizacion de glucosa (reflejado por una disminucién
del 4rea incremental bajo la curva) y normalizé los niveles séricos de insulina basal. Los efectos
benéficos de la GLM30 en los pardmetros antes mencionados no mostraron diferencias con las
grasas lacteas, GL y GLE, pero los mecanismos subyacentes fueron diferentes. Estos resultados
estuvieron en concordancia con los de Ryder y col. (2001), quienes en animales alimentados con
altos niveles de manteca enriquecida naturalmente en AR/AV no mostraron diferencias en la
glucemia, insulinemia, indice HOMA vy utilizacién de la glucosa, respecto a animales alimentados
con manteca control. En estudios con grasas lacteas enriquecidas naturalmente con AR y AV, de
Almeida y col. (2015a) observaron mejoras en parametros relacionados al metabolismo de la
glucosa, pero con caracteristicas diferentes a nuestros hallazgos. El principal beneficio que

encontraron con la GL enriquecida con AV y AR frente a la grasa lactea estdndar fue la reduccion
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de los niveles de insulina, lo cual lo asociaron con una disminucién en el contenido de AGS de la
dieta. Al mismo tiempo, los autores no encontraron diferencias en los niveles de glucemia, ni en la
utilizacién de la glucosa frente a una sobrecarga, como tampoco en el indice HOMA. Es importante
destacar que el modelo experimental empleado por de Almeida y col. (2015a) es diferente al del
presente estudio, no habiendo encontrado alteraciones en los valores basales de glucosa e insulina,
ni en los indices de sensibilidad a la insulina con altos niveles de aceite de soja. Los autores han
empleado un modelo experimental diferente, con ratas de mayor edad y a niveles de grasas mads
bajos que los empleados en el presente trabajo de tesis, y principalmente, no profundizaron los
mecanismos de accidn de las grasas lacteas sobre el metabolismo de la glucosa.

Otros estudios no han encontrado cambios en parametros generales, como por ejemplo en
los niveles de glucosa en animales de experimentacion (Anadén y col., 2011; Rodrigues y col.,
2014) y en glucosa e insulina en humanos (Tholstrup y col., 2006; Tricon y col., 2006) alimentados
con lacteos enriquecidos en AR/AV al comparar con licteos conteniendo bajos niveles de estos
isomeros. La ausencia de cambios en la glucemia e insulinemia por dietas suplementadas con AV
y/o AR, también han sido reportados en distintos modelos experimentales (Clément y col., 2002;
Akahoshi y col., 2003; Wang y col., 2008; Halade y col., 2010; Mohankumar y col., 2013) y en
humanos (Noone y col., 2002; Risérus y col., 2004; Tricon y col., 2004). En referencia al efecto de
las mezclas equimoleculares de CLA comerciales sobre los niveles de glucosa e insulina, los
resultados son muy discrepantes (Henriksen y col., 2003; Purushotham y col., 2007; Halade y col.,
2010; Andreoli y col., 2012; Farifia, 2014; Scalerandi y col., 2014; de Moraes y col., 2017). Esto es
debido al efecto diferencial del isémero 10¢,12¢-CLA respecto al del AR y/o AV presente en las
GLM sobre el metabolismo de la glucosa, lo cual no amerita su profundizacién en la presente

discusion.

6.2- Regulacion del metabolismo de la glucosa

La menor capacidad de utilizacién de glucosa en los animales alimentados con altos niveles
de aceite de soja pudo estar relacionada a un menor flujo de sustrato a través de la hexoquinasa y a
una inhibicién de la enzima clave, PFK-1la, ejercida por los altos niveles de citrato intracelular
(Garland y Randle, 1964; Randle y col., 1965). Esta inhibicién de la glucdlisis a nivel de enzimas
claves, condujo a un incremento en los niveles de glucosa intracelular, posiblemente impidiendo
una mayor captacion y oxidacion frente a una sobrecarga de dicho carbohidrato. En contraste, una
mayor actividad de la PFK-1la, junto con un incremento en la expresion génica del receptor de
adiponectina que mejoran la sensibilidad de la accién insulinica, podrian estar conjugando acciones

benéficas sobre el metabolismo glucidico en los animales alimentados con dietas ricas en grasas
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lacteas. En esta linea de hipdtesis, es factible que parte de los efectos sean inducidos por el AR y/o
AV. Esto, si bien no se manifiesta en una clara diferencia en la glucemia basal, ni en la respuesta a
la sobrecarga de glucosa en el grupo GLM30, tiene como sustento el mayor flujo de sustrato a
través de la PFK-1a y el nivel de ARNm del receptor de adiponectina, junto con estudios previos en
otros modelos experimentales. Especificamente, Farifia y col. (2014) reportaron un aumento en la
capacidad de oxidacion, acompafiado de una mejora en la captacién e incorporacion de glucosa en
musculo soleo aislado de ratas alimentadas con la mezcla equimolecular de AR y 107,12¢-CLA.
También otros autores, han demostrado un mejoramiento en la accién insulinica por efecto de los
CLA comerciales (Choi y col., 2004), asociado a una mayor tolerancia a la glucosa (Ryder y col.,
2001; Henriksen y col., 2003; Andreoli, 2008). Es importante denotar que en ratones, cuyo
comportamiento frente a los CLA comerciales es muy diferente al de las ratas, estudios previos de
nuestro grupo han demostrado efectos opuestos. Especificamente, Andreoli y col. (2012),
observaron incrementos de los niveles de glucosa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato, y una inhibicién
del flujo a través de la enzima PFK-1a en musculo gastrocnemio, pese a no observar cambios en los
niveles de citrato.

En forma semejante a lo descripto por diversos investigadores (Ryder y col., 2001; Andreoli
y col., 2012) con dietas enriquecidas con diferentes tipos de CLA, no hemos reportado cambios en
el contenido de glucégeno en misculo gastrocnemio de animales alimentados con dietas ricas en
grasas lacteas. Contrariamente, de Moraes y col. (2017) reportaron un incremento en el contenido
de glucégeno en musculo de animales alimentados con CLA comercial.

Otro tejido clave involucrado en el metabolismo de la glucosa es el higado. A nivel hepético
el incremento en el contenido de grasa, independientemente del tipo de 4cidos grasos dietarios,
condujo a una fuerte inhibicion de la glucoquinasa (GK), enzima clave de la fosforilacion de
glucosa a G-6-P. La inhibicion del flujo a través de la GK por las dietas conteniendo 30% (p/p) de
grasa, podria ser resultado de una inhibicién a nivel transcripcional regulado por el SREBP-1c. En
este sentido, se ha demostrado que el SREBP-1c, junto con ChREBP, funcionan en forma sinérgica
para regular genes hepaticos implicados en la utilizacion de la glucosa, como por ejemplo, la GK y
las enzimas de la via lipogénica (Bécard y col., 2001; Shimano, 2001; Dentin y col., 2005). Los
niveles equivalentes de ARNm del ChREBP a altos niveles de grasa dietaria, podrian ser explicados
por un bajo contenido de G-6-P intracelular, el cual es esencial para la activacion transcripcional de
dicho regulador (Dentin y col., 2012). La ausencia de efecto diferencial sobre la GK por la GLM30,
guarda cierta correlacion con lo reportado por Choi y col. (2004), quienes encontraron resultados
similares en animales alimentados con dietas ricas en grasas suplementadas con AR y/o con CLA

comercial.
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Es posible que la inhibicién de la glucdlisis por altos contenidos de grasas dietarias, este
asociada a una derivacion de la glucosa hacia la sintesis de glucégeno en los animales alimentados
con dietas ricas en aceite de soja y en GL, pero no la GLM y GLE. Estos resultados, podrian estar
asociados a una menor acumulacién de glucégeno inducido por el AR y/o AV, como fuera
reportado por Maslak y col. (2015). No obstante, este supuesto no explica totalmente las diferencias
existentes entre los distintos grupos alimentados con grasas lacteas. Otros investigadores reportaron
un incremento del contenido de glucégeno en higado de animales de experimentacion alimentados
con una dieta suplementada, tanto con AR (Choi y col., 2007), como con CLA comercial (Choi y
col., 2007; Andreoli y col., 2012).

Ademas, en los grupos alimentados con altos contenidos de grasas es posible prever una
diferente sensibilidad a la accion de la insulina. Los animales que consumieron altos niveles de
aceite de soja presentaron hiperinsulinemia, pero muy baja expresion génica de Adipor2. El efecto
sobre éste ultimo fue observado también por Beylot y col. (2006), en ratas Wistar tratadas con dieta
rica en grasas (sebo y soja). De este modo, podria asociarse el déficit de receptor AdipoR2 con una
resistencia insulinica en el grupo S30, pero no en los grupos con grasas ldcteas y, principalmente,
con GLM. Este hallazgo coincide con lo reportado por Choi y col. (2007) quienes concluyeron que
la mejora en la sensibilidad a la insulina en animales alimentados con una dieta rica en grasas
suplementada con AR estd ligada a un incremento en la expresion génica del receptor hepatico de
adiponectina.

En la Figura 62 se muestra el mapa metabdlico del efecto preventivo de la dieta GLM30

sobre las alteraciones inducidas en el modelo experimental de dietas ricas en AG insaturados.
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Figura 62- Cuadro metabdlico de los efectos benéficos inducidos por la grasa lactea modificada.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos de la presente tesis, demuestran que una grasa lactea modificada enriquecida
moderadamente en 4cidos grasos bioactivos (dcido ruménico y 4dcido frans-vaccénico) y reducida en
acidos grasos saturados, previene el desarrollo de esteatosis hepdtica, exacerbada acrecion de
lipidos en musculo, mejora el estado lipoperoxidativo hepatico y la utilizacion de la glucosa en un
modelo animal experimental caracterizado por alteraciones lipidicas y glucidicas inducidas por
dietas ricas en grasas.

Los principales mecanismos involucrados de la GLM30 en los efectos benéficos estuvieron
relacionados con:

v Una marcada incorporacién de los isémeros AR y AV en tejidos, los cuales pudieron
generar un entorno lipidico-metabdlico favorable para la formacion de mediadores

bioldgicos con acciones benéficas e induccion de efectos funcionales.

v" La prevenci6n del desarrollo de esteatosis hepética estuvo asociado a un incremento
en la secreciéon de VLDL-TAG y en la 3-oxidacién mitocondrial, reflejada por una
mayor expresion génica de Adipor2 y Pparoe e incrementada actividad CPT-1a.
Ademas el descenso en la expresion génica de proteinas transportadoras de AG
podria ser un factor adicional contribuyendo a una menor sintesis de TAG y en

consecuencia a una reduccién de los depdsitos hepatico de lipidos.

v Un descenso en los niveles de LPO y ROS, de la expresién génica de Nf-kf y un
mejoramiento en los niveles de AG precursores de mediadores anti-inflamatorios,
pudieron jugar un rol crucial en la prevenciéon del desarrollo de estrés oxidativo

hepético.

v' La mayor utilizacién de glucosa puede ser atribuida a la conjuncién de un
mejoramiento en la sensibilidad a la insulina mediada por la adiponectina y
probablemente por cambios en el perfil de AG de lipidos de membranas, un
incremento en la glucdlisis, reflejada por un elevado flujo y actividad de la enzima

PFK-1a, y una reduccién de los depdsitos lipidicos musculares.

Los efectos mencionados por el consumo de GLM, no pueden ser totalmente atribuidos a la
accion de los isomeros AR y AV, dado que ciertos beneficios también han sido observados en los

animales alimentados con GL30 y GLE30.
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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 de una grasa ldctea modificada, caracterizada por un
enriquecimiento natural moderado de AR y AV, acompaiiado por una reduccion de AGS,
podria ser de gran utilidad para el desarrollo de alimentos funcionales, eficaces para el
tratamiento o prevencion de alteraciones observadas en ECNT, como higado graso no

alcohdlico e intolerancia a la glucosa.
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