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El recorrido es lo que importa:
el andar con sus traspiés y sus buenos pasos.

La meta en realidad es peregrinar el camino paso a paso

Jorge Gonzalez Moore
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Resumen

Ha sido demostrado que diferentes tipos de grasas dietarias estdn implicadas en el desarrollo
y/o prevencién de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT). Uno de los problemas
nutricionales actuales, fundamentalmente en los paises occidentales, esta relacionado al consumo
excesivo de aceites ricos en dcidos grasos (AG) de la serie n-6. Esto ha conducido a dietas con
relaciones de AG n-6/n-3 muy por encima de las recomendadas. También, y con menor frecuencia,
coexisten grupos poblacionales con déficits nutricionales asociados a deprivaciéon de los AG
esenciales (AGE): 4cido linoleico (AL) y écido a-linolénico (ALA). Por otra parte, durante las
ultimas décadas, los isomeros de AG han despertado un gran interés por sus potenciales efectos
sobre la salud humana. Asi, los AG-trans (AGT) de origen industrial han sido asociados a efectos
deletéreos incrementando el riesgo de enfermedades cardiovasculares, inflamacion aguda, diabetes,
entre otras ECNT. Mientras que, los conjugados del 4cido linoleico (CLA) han mostrado poseer
propiedades funcionales, denotando un horizonte promisorio para la prevencion de ciertas ECNT.
Al mismo tiempo, dependiendo de numerosos factores, estos AG isoméricos pueden tener efectos
negativos sobre la salud.

El impacto metabdlico de los isomeros AGT o CLA, estd relacionado a numerosos factores,
entre ellos: tipo especifico de isdmero considerado, tiempo y dosis de tratamiento, especie, modelo
experimental, como también al entorno nutricional existente. En virtud de esto, la hipédtesis de la
presente tesis fue: “los isomeros AGT y CLA poseen un efecto diferencial sobre la modulacion del
metabolismo lipidico y glucidico dependiendo del entorno nutricional generado por los niveles
dietarios de AL”. El objetivo de este trabajo fue investigar los potenciales efectos metabdlico-
nutricionales de los AGT y los CLA en dietas enriquecidas o deprivadas en AL en un modelo
experimental animal.

Ratas macho, jovenes, de la cepa Wistar fueron alimentadas durante 60 dias con alguna de
las siguientes dietas experimentales: "AL: enriquecida en AL; "AL: deprivada de AL; "AL+AGT:
AL sustituida con aceite rico en AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con aceite rico en AGT;
"AL+CLA: "AL sustituida con aceite rico en CLA; "AL+CLA: "AL sustituida con aceite rico en
CLA. Las sustituciones de aceites permitieron arribar al 1% (p/p) del isémero correspondiente a
cada dieta. En aspectos nutricionales, principalmente se evalu6 la ganancia de peso, eficiencias
dietarias y cambios en la composicion corporal. En el metabolismo lipidico, fundamentalmente se
puntualizé la retencién de isémeros de AG, los perfiles de lipidos séricos y tisulares, como también

en mecanismos de regulacion de triglicéridos (TG); y en el metabolismo de la glucosa, se estudiaron
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la captacidn, incorporacién y oxidacion de la misma, y la sintesis de glucégeno en musculo soleo
aislado.

Todos los animales experimentales mostraron un buen estado de salud durante el tratamiento
dietario, logrando un Optimo desarrollo y crecimiento. En los animales alimentados con dietas
deprivadas de AL, independientemente de la ausencia o presencia de los isomeros AGT o CLA,
detectamos en suero y tejidos periféricos el dcido Mead y la relacion trieno/tetraeno caracteristicos
de una deficiencia marginal de AGE.

Todos los isdmeros de los AGT fueron incorporados en los tejidos analizados y sus niveles
totales fueron mayores en tejido adiposo que los de higado, musculo y suero. Ademds, la
deprivaciéon de AL influyd diferencialmente sobre el contenido de los isémeros individuales,
reduciendo los niveles de estos, dependiendo del tejido e isémero considerado. Este efecto podria
estar asociado a una competencia tisular entre los AGT y los AG saturados (AGS) presentes en la
dieta deprivada de AL. Ademds, encontramos que los AGT en la dieta enriquecida en AL
reemplazaron los AG: AL, ALA y 4cido araquidénico (AA) en la mayoria de los tejidos analizados.
Dentro de lo pardmetros nutricionales, los AGT aumentaron la ganancia de peso corporal, asociado
a un mayor depdsito de grasa visceral, independientemente del status de AL.

Los AGT ejercieron un efecto diferente sobre el metabolismo lipidico en funcion del status
de AL. Especificamente, los animales deprivados de AL, pero no aquellos alimentados con dieta
enriquecida, mostraron un incremento de los TG circulantes asociados a una disminucién en la
clarificacion de los TG en tejido adiposo. A nivel hepdtico, los niveles de TG fueron incrementados
por los AGT, independientemente de los niveles de AL, aunque los mecanismos involucrados no
fueron los mismos. En animales que recibieron dietas enriquecidas en AL, los AGT incrementaron
los niveles de TG a través de una disminucidon de la oxidacién de AG, indicada a través de la
actividad de la enzima carnitina palmitoil transferasa (CPT)-Ia. Ademds, incrementaron la
conversion de AL en AA. En los animales alimentados con dietas deficientes en AL, el aumento en
los niveles de TG hepdticos fue el resultado de una mayor sintesis de AG denotada por una mayor
actividad de las enzimas sintasa de AG (FAS), enzima mdlica (EM) y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH). Otra diferencia importante estuvo centrada en que estos animales,
mostraron una disminucién de la biosintesis de AG poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL) n-6
y un incremento en la biosintesis de AGPI-CL n-3. Este efecto podria ser consecuencia de un
preferencial flujo de sustratos de AG n-3, debido a una posible competencia de los AGT con los AG
n-6 a nivel de la enzima A6-desaturasa. En el tejido adiposo, los AGT en la dieta enriquecida en AL

aumentaron el peso de los paniculos epididimal y retroperitoneal. Este efecto estuvo asociado a una
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disminucién en los depdsitos de los AG: AL, ALA y AA, lo que, probablemente, sea disparador del
aumento en la actividad de la enzima lipoproteina lipasa (LPL) con el propdsito de compensar esta
reducciéon de AGPI-CL. Mientras que en los animales deprivados de AL, el incremento del peso de
los paniculos adiposos se relacioné a una mayor lipogénesis, manifestada por las actividades de las
enzimas FAS, EM y G6PDH, y a un aumentado flujo de sustratos a través de la enzima estearil-
CoA desaturasa (SCD-1). Este efecto pudo haber sido desencadenado por los bajos niveles de AG:
AL, ALAy AA.

Las alteraciones en los lipidos y su regulaciéon observados a nivel hepético y adiposo no
tuvieron correlacion con cambios en el metabolismo lipidico en misculo. No obstante, las
experiencias en musculo séleo aislado mostraron que la captacidn, incorporacién y oxidacion de la
glucosa en condiciones basales incrementaron ligeramente por los AGT, independientemente del
status de AL. Contrariamente, frente a la estimulacién con insulina, los AGT en los musculos de
animales alimentados con dieta enriquecida en AL, disminuyeron la captacion, incorporacién y
oxidacion de la glucosa, y sintesis de glucdgeno. Este efecto no fue observado en los animales
alimentados con dieta deprivada de AL. Asi, los efectos observados en condiciones basales, pero no
necesariamente frente al estimulo de insulina, podrian ser los responsables de la reduccién de los
niveles de glucemia observados, y estar asociados a los diferentes niveles musculares de dcidos
grasos poliinsaturados (AGPI), incluyendo el dcido ruménico bioconvertido a partir de 4cido trans-
vaccénico.

En relaciéon a los CLA: 9c,11t-CLA y 10t,12c-CLA, ambos fueron incorporados en los
tejidos analizados, siendo sus niveles: tejido adiposo > musculo > higado > suero. En estos 3
ultimos, el contenido de ambos isémeros no estuvo afectado por el status de AL; en cambio en el
tejido adiposo epididimal los animales que recibieron la dieta deprivada de AL presentaron menores
niveles que los que recibieron la dieta enriquecida. Es probable que, ante la demanda de AGE por el
organismo en la dieta deprivada de AL, y tomando en cuenta la similitud de los CLA con éste AG,
los adipocitos liberen a circulaciéon una mayor cantidad de ambos isémeros CLA. Ademas, los
niveles de 9¢c,11t-CLA fueron siempre mayores a los de 10t,12c-CLA. Asimismo, la sustitucién con
CLA redujo los niveles de AL y ALA en higado y tejido adiposo de los animales que recibieron la
dieta enriquecida en AL. Es probable que éstos isdémeros compitan con los AG: AL y ALA por su
incorporacién a los tejidos. Contrariamente, en la dieta deprivada de AL, los CLA en suero
atenuaron la deficiencia de AL. En suero de ratas alimentadas con dieta deprivada de AL, los CLA
presentaron un efecto hipotrigliceridémico, asociado a una menor secrecién y a una mayor

remocion de TG. Diferencialmente, en las ratas alimentadas con dieta enriquecida en AL, los CLA
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no modificaron dichos niveles. Los CLA incrementaron los niveles de TG hepaticos s6lo en los
animales deprivados de AL, y estos efectos estuvieron relacionados a diferentes alteraciones en
mecanismos regulatorios. Especificamente, en los animales alimentados con dieta deprivada de AL,
el incremento de TG estuvo asociado a una reduccién de la secrecion de TG-lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL), y a un aumento en la actividad de enzimas lipogénicas. Estos animales
también mostraron un descenso en la biosintesis de dcido araquidénico (AA) debido a un menor
flujo de sustrato a través de la enzima A6-desaturasa hepdtica. Es probable que esta menor sintesis
de AA, esté aumentando la sintesis de dcido docosahexaenoico (DHA), y desplazando el flujo de
sustratos hacia ésta via metabdlica. La teoria de competitividad entre sustratos podria explicar
porque, en nuestro trabajo, en el grupo enriquecido en AL el efecto inhibitorio de los CLA sobre la
A6-desaturasa y la biosintesis de los AGPI-CL de la familia n-6, no se puso de manifiesto, mientras
que, en el grupo deprivado de AL (donde el contenido de AL como sustrato para la competencia
enzimadtica era bajo) el efecto estuvo presente. En las ratas alimentadas con dieta deprivada de AL,
los CLA tendieron a reducir el contenido de grasa corporal, alcanzando una reduccién significativa
en el peso de los paniculos adiposos. Estos cambios no se asociaron a una menor ingesta de
alimento, ni de energia, sino a una ligera menor eficiencia energética, y no fueron observados en
animales alimentados con dieta enriquecida en AL. El esclarecimiento de los mecanismos
regulatorios involucrados en el efecto de los CLA sobre el tejido adiposo necesita ser profundizado,
no obstante, dichos mecanismos parecieran depender del status de AL. Es posible postular que en el
grupo deprivado en AL una elevada lip6lisis conduzca a una exacerbada actividad de la enzima
LPL y de las enzimas lipogénicas como mecanismo compensador de la marcada reduccion del
tejido adiposo.

En relacion al metabolismo de la glucosa, la reduccién de los niveles de glucosa sérica
inducida por los CLA pudo ser debido a un aumento de la glucélisis muscular, evidenciada con la
mayor oxidacion de glucosa en condiciones basales; la cual estuvo mds acentuado en deprivacion de
AL. Contrariamente, se observé una menor respuesta a la insulina sobre la metabolizacién de la
glucosa en los animales suplementados con CLA, independientemente de los niveles de AL.
Finalmente, en los animales suplementados con CLA el palmitato no inhibi6 la accién de la insulina
sobre la captacién e incorporacion de glucosa, y este efecto fue independientemente del status de
AL. Es posible proponer que modificaciones en la composiciéon de los lipidos de membrana

plasmdtica muscular estén influyendo sobre la mayor utilizacién de glucosa.
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En resumen:

v Los AGT, a niveles equivalentes de los que podrian ser consumidos por la poblacién
humana, producen efectos deletéreos sobre animales de experimentacion,
fundamentalmente incrementando la acrecion de lipidos en higado y tejido adiposo.

v’ La deprivacién de AL genera cambios en el entorno metabélico de los animales influyendo
tanto sobre el efecto de los AGT, como en los mecanismos de accidn de €stos.

v Los niveles de 11t-18:1, como asimismo su bioconversién a 9¢,11t-CLA podrian estar
atenuando los efectos deletéreos reportados por diversos investigadores para aceites
enriquecidos en 9t-18:1.

v Los CLA poseen efectos metabdlicos diferentes en funcién del status de AL.

v A bajos niveles de ingesta de AL es posible una alta interaccién con los CLA conduciendo a
ciertos efectos bioldgicos benéficos, como: reduccion de la acrecion grasa, reduccion de los
TG circulantes, incremento en la biosintesis de AGPI-CL n-3 asociado a una reduccién de la
biosintesis de AGPI-CL n-6 y mejoramiento de la utilizacion de la glucosa.

v" Los CLA en dieta deprivada de AL conducen en la rata a modificaciones metabélicas
atenuadas de aquellas descriptas en el raton.

v' Es factible postular que la baja ingesta de AL podria generar en las ratas una mayor
sensibilidad a los CLA, o bien, que en dietas muy ricas en AL, los CLA no compitan en la
metabolizacién de los AGPI n-6, conduciendo a efectos diferenciales en ambas situaciones
metabolicas. Esto no descarta la posibilidad que diferentes niveles de metabolitos bioactivos

se puedan generar a partir de los CLA consumidos.

Los resultados de la presente tesis contribuyen al conocimiento de los efectos benéficos y
deletéreos de los isomeros de AG, como también a los mecanismos de accién de los mismos, bajo

situaciones que emulan experimentalmente posibles condiciones nutricionales de la poblacion.
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Abstract

It has been widely demonstrated that the different types of dietary fat are implicated in the
development and/or prevention of chronic non-communicable diseases (NCD). Nowadays, an
important nutritional problem, mainly in Western countries, is related to the excessive consumption
of oils rich in n-6 fatty acids (FA). This has led to diets containing n-6/n-3 FA relationships higher
than those recommended. Also, and less frequently, this unbalance coexist with nutritional deficits
associated to deprivation of essential FA (EFA): linoleic acid (LA) and a-linolenic acid (ALA).
Moreover, in the last decades, FA isomers have aroused great interest for its potential effects on
human health. Thus, the trans-FA (TFA) from industrial origin have been associated with
deleterious effects, increasing the risk of cardiovascular diseases, acute inflammation and diabetes,
among other NCD. On the other hand, conjugated linoleic acid (CLA) has shown possess functional
properties, denoting a promising future for preventing certain NCD. At the same time, depending on
numerous factors, these isomeric FA can have negative effects on health.

Metabolic impact of TFA or CLA isomers is related to many factors, including: isomer
specific type considered, time of treatment and dose, species, experimental model as well as the
existing nutritional environment. In this regards, the hypothesis of this thesis was "TFA and CLA
isomers have a differential effect on the modulation of lipid and carbohydrate metabolism
depending on the nutritional environment due to LA dietary levels". The aim of this study was to
investigate the potential metabolic-nutritional effects of TFA and CLA in LA-enriched or deprived
diets in an experimental animal model.

Male young Wistar rats were fed for 60 days with one of the following experimental diets:
TAL: enriched with LA; "AL: deprived of AL; "AL+AGT: *AL substituted with oil rich in TFA;
"AL+TFA: "AL substituted with oil rich in TFA; "TAL+CLA: AL substituted with oil rich in CLA;
"AL+CLA: "AL substituted with oil rich in CLA. Each one of the oil substitutions let arrive to the
1% (w/w) of the isomers of the diet. In nutritional aspects, mainly, body weight gain, dietary
efficiencies and changes in body composition were evaluated. In the lipid metabolism, the focus
was on FA isomers retention, lipids profile in serum and tissues, as well as in the triacylglycerol
(TG) regulatory mechanisms. In the glucose metabolism, glucose uptake, incorporation and
oxidation, and glycogen synthesis in isolated soleus muscle were evaluated.

All experimental animals showed good health during dietary treatment, achieving optimal

growth and development. In rats fed LA-deprived diet, regardless of the absence or presence of
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TFA and CLA isomers, Mead acid triene/tetraene ratio, characteristic of marginal EFA deficiency,
were detected in the serum and peripheral tissues.

All TFA isomers were incorporated into the analyzed tissues and the total levels were higher
in adipose tissue than liver, muscle and serum. In addition, LA deprivation differentially reduced
the content of the individual isomers, depending on the tissue and isomer considered. This effect
could be associated with a tisular competition between TFA and saturated FA (SFA) present in the
LA-deprived diet. In addition, we found that TFA in LA-enriched diet replaced the FA: LA, ALA
and AA in most analyzed tissues. Within the nutritional parameters, TFA increased body weight
gain, associated with increased visceral fat deposition, regardless of AL status

The TFA exerted different effects on lipid metabolism depending on the LA status.
Specifically, LA-deprived animals, but not those fed enriched diet, showed an increase in
circulating TG associated with a decreased TG removal in adipose tissue. In the liver, TG levels
were increased by TFA regardless LA levels, although the mechanisms involved were not the same.
In animals receiving LA-enriched diets, TFA increased TG levels through a reduction in FA
oxidation, indicated by the activity of the carnitine palmitoyl transferase (CPT)-la enzyme.
Moreover, the conversion of LA to arachidonic acid (AA) was increased. In animals fed LA
deprived diet, the higher TG levels in liver were the result of a greater synthesis of FA denoted by
an increased activity of the FA synthase (FAS), malic (ME) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) enzymes. Another important difference was that these animals showed a
decrease in the biosynthesis of n-6 long chain polyunsaturated FA (LC-PUFA) and an increase in
the n-3 LC-PUFA biosynthesis. This effect could be due to preferential flow substrates of n-3 FA,
result of a possible competition between TFA and n-6 FA for A6-desaturase enzyme. In adipose
tissue, TFA in LA-enriched diet increased epididymal and retroperitoneal fat pads weight. This
effect was associated with decrease depots of the FA: AL, ALA and AA, which probably was the
trigger of the higher lipoprotein lipase (LPL) enzyme activity observed, in order to compensate the
LC-PUFA reduction. Otherwise, in the LA-deprived animals, the increased weight of fat depots was
related to a greater lipogenesis, expressed by the higher activities of FAS, EM and G6PDH
enzymes, and to a greater substrates flow through stearyl CoA desaturase enzyme (SCD-1). This
effect may have been triggered by the low FA levels: AL, ALA and AA.

The alterations in lipids and their regulation observed in liver and adipose tissue did not
correlate with changes in lipid metabolism in muscle. However, the experiences in isolated soleus
muscle showed that the uptake, incorporation and oxidation of glucose under basal conditions were

slightly increased by TFA, regardless of the LA status. Conversely, under insulin stimulation, TFA
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in the muscles of animals fed LA-enriched diet, decreased uptake, incorporation and oxidation of
glucose, and glycogen synthesis. This effect was not observed in animals fed LA-deprived diet.
Thus, the effects observed in basal conditions, but not necessarily those observed under insulin
stimulation, could be responsible of the reducing serum glucose levels observed, and could be
associated with different muscle levels of polyunsaturated fatty acids (PUFA), including rumenic
acid bioconverted from trans-vaccenic acid.

In relation to the CLA: both, 9¢,11t-CLA and 10t,12c-CLA, were incorporated into the
tissues analyzed, and their levels were: adipose tissue > muscle > liver > serum. In the last 3 tissues,
the contents of both isomers were not affected by the status of LA; however, in epididymal adipose
tissue, animals fed LA-deprived diet had lower levels than those fed the enriched one. It is likely
that, because of the EFA demand by the organism in the LA-deprived diet, and taking into account
the similarity of the CLA with LA, adipocytes release into circulation a greater amount of both
CLA isomers. Furthermore, of 9¢,11t-CLA levels were always higher than those of 10t,12¢c-CLA. In
addition, CLA supplementation reduced LA and ALA levels in the liver and adipose tissue of
animals receiving LA-enriched diet. It is likely that these isomers compete with the FA: LA and
ALA for its incorporation into tissues. Conversely, in the LA-deprived diet, CLA attenuated serum
LA deficiency. In serum of rats fed LA-deprived diet, the CLA had a hypotriglyceridemic effect
associated with a TG decreased secretion and increased clearance. Differentially, in rats fed
LA-enriched diet, CLA did not change these levels. CLA increased hepatic TG levels only in
LA-deprived animals, and these effects were related to different alterations in regulatory
mechanisms. Specifically, the animals fed LA-deprived diet; the TG increased was associated with
reduced secretion of TG-very low density lipoprotein (VLDL), and with an increase in the activity
of lipogenic enzymes. These animals also showed reduced arachidonic acid (AA) biosynthesis due
to a diminished flow of substrate through the A6-desaturase liver enzyme. It is probably that the
reduced AA synthesis is increasing the synthesis of docosahexaenoic acid (DHA), and moving the
flow of substrates to this metabolic pathway. The theory of competition between substrates could
explain why, in the LA-enriched group, the CLA inhibitory capacity over the A6-desaturase and n-6
LC-PUFA biosynthesis was not evidenced, whereas in the LLA-deprived group (where the LA
content as substrate for enzymatic competition was low) this effect was present. In rats fed
LA-deprived diet, CLA tended to reduce body fat content, reaching a significant reduction in the
weight of the fat pads. These changes were not associated with a lower intake of food or energy, but
were related to slightly lower energy efficiency, and were not observed in animals fed LA-enriched

diet. The regulatory mechanisms involved in the CLA effect on adipose tissue needs to be elucidate.
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However, these mechanisms seem to depend on the LA status. It is possible postulate that in the
LA-deprived group a high lipolysis leads to an exacerbated LPL and lipogenic enzymes activity as a
compensatory mechanism of the marked reduction of the adipose tissue.

In relation to the glucose metabolism, reduced serum glucose levels induced by CLA could
be due to an increased muscle glycolysis, as was evidenced by glucose oxidation under basal
conditions; which was more pronounced in LA deprivation. Conversely, it was observed a
diminished response to insulin on glucose metabolism in the CLA supplemented animals, regardless
of the LA levels. Finally, in the CLA supplemented animals, palmitate did not inhibit insulin action
on glucose uptake and incorporation, and this effect was independent of the LA status. It is possible
to propose that changes in the composition of muscular plasma membrane lipids are influencing the
increased glucose utilization.

To summarize:

v TFA, at levels equivalent to those that could be consumed by the human population, produce
deleterious effects on experimental animals, mainly through increasing the accretion of
lipids in liver and adipose tissue.

v LA deprivation generates changes in the animal s metabolic environment influencing both,
the effect of TFA and their mechanisms of action.

v  11t-18:1 levels, as well as, its bioconversion to 9c,11t-CLA may be attenuating the
deleterious effects reported by various researchers for the 9t-18:1 enriched oils.

v CLA has different metabolic effects depending on the LA status.

v At low intake of LA it is possible to occur a high interaction with CLA leading to some
biological beneficial effects, such as: reducing fat accretion, reducing circulating TG,
increasing n-3 LC-PUFA biosynthesis associated with a reduction of n-6 LC-PUFA
biosynthesis, as well as, improving glucose utilization.

v' CLA, in LA-deprived diet, lead to attenuated metabolic modifications in the rat regarding to
those described in the mouse.

v 1t is feasible to postulate that low intake of LA, in the rats, could result in an increased
sensitivity to the CLA, or that in LA rich diets, CLA would not compete in the metabolism
of n-6 PUFA, leading to differential effects in both metabolic situations. This does not rule
out the possibility that different levels of bioactive metabolites can be generated from the

CLA consumed.
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The results of this thesis contribute to the knowledge of the beneficial and deleterious effects
of FA isomers, as well as to their mechanisms of action, under conditions that mimic

experimentally possible nutritional conditions of the population.
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Introduccién

1- Componentes lipidicos de la dieta y sus efectos sobre la salud

1.1- Consumo de grasas y recomendaciones

En las ultimas décadas, en los paises industrializados, el desarrollo de enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT), relacionadas a desequilibrios nutricionales y a un estilo de vida
sedentario, han cobrado una gran importancia y prevalencia, y se han convertido en un problema
médico y socioecondmico. Este grupo de desordenes metabdlicos, entre los que pueden citarse
obesidad, hiperlipidemia, aterosclerosis, diabetes tipo 2 e hipertension, estin asociados a un
aumento en la morbilidad y mortalidad en distintas etapas de la vida (Eckel, 2005; Nagao y col.,
2008). Si bien la patogénesis de muchas de las ECNT es atn desconocida, es sabido que dentro de
los desequilibrios nutricionales subyacentes a ellas, se encuentran un consumo de dietas con alta
densidad energética, con elevada carga glucémica, o con desequilibrios en su perfil de dcidos grasos
(AG), como principales causas etioldgicas (Eckel, 2005; Kant, 2010). Asimismo, el tipo de lipidos
dietarios ha mostrado ser un importante modulador en términos de riesgo asociado a muchas de
éstas patologias (Krauss y col., 2000).

Las recomendaciones nutricionales sobre la ingesta de grasa dietaria total, han sido
reevaluadas y modificadas en los ultimos afios (Smit y col., 2009; Lawrence, 2013). Asi, las
recomendaciones para el contenido de grasa dietaria, que afios atrds era de un maximo de 30% del
total de las calorias ingeridas, se ha extendido a un 35% (Diekman y col., 2009). Esta nueva
recomendacion se basa en que, en diversos estudios prospectivos observacionales se han encontrado
escasas o ninguna relacion entre la ingesta de grasa total, y la obesidad, ganancia de peso,
enfermedad cardiovascular, entre otros (Beresford y col., 2006; Howard y col., 2007; Field y col.,
2007). Ademads, la ingesta de dietas conteniendo bajas cantidades de grasa, no han demostrado ser
beneficiosas dado que, normalmente, son acompaiiadas de altas cantidades de carbohidratos (Appel
y col., 2005; Gardner y col., 2007). No obstante, no se pueden ignorar las numerosas evidencias
existentes que demuestran que excesos de grasas dietarias tienen una directa correlaciéon con la
obesidad (Bray y col., 2004), diabetes tipo 2 (Riccardi y col., 2003) y otras ECNT (Canete y col.,
2007). En virtud de estas evidencias, en la actualidad la mayor atencién en relacién al consumo de

grasa, estd centrada en el tipo de grasa ingerida més que en la cantidad de grasa total.
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1.2- Diferentes tipos de acidos grasos dietarios

En las dltimas décadas, han llamado la atencion las grasas con isomerias geométricas y/o
posicionales, debido a la alta repercusion que poseen sobre el riesgo de padecer 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.

Los AG insaturados 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 leche generados en animales 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 4tomos 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 se
disponen hacia un mismo lado del plano del doble enlace, se produce una isomeria geométrica cis
(Figura 1A), mientras que, cuando se disponen en distintos lados del plano del doble enlace, se

forma una isomeria geométrica trans (Figura 1B) (Valenzuela, 2008; Mozaffarian y col., 2009).

Figura 1- Representacion esquemadtica de la isomeria geométrica de los dcidos grasos

A B

Configuracion cis Configuracion trans

Por otro lado, la mayoria de los AG poliinsaturados en su forma natural poseen dos dobles
enlaces separados por un carbono intermedio que no participa de la estructura de insaturacion. Asi,
en un AG donde los dobles enlaces estdn entre los carbonos 9-10 y 12-13, el carbono 11 no
participa de la estructura de insaturacion. Este tipo de estructura se denomina "no conjugada” y al
carbono 11 se lo designa como un carbono metilénico intermedio (Figura 2A). Sin embargo, como
consecuencia de la manipulacién tecnoldgica de las grasas y aceites, 0 en casos muy particulares,

por efecto de la metabolizacion a nivel celular de ciertos AG, es posible que un doble enlace cambie
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de la posicién 9-10 a la 10-11, o de la 12-13 a la 11-12. En ambos casos desaparece el carbono
metilénico intermedio y el AG formado se transforma en una estructura “conjugada” (Figura 2B).
La conjugacién de los dobles enlaces puede, ademds, ocasionar un cambio en la isomeria espacial

del AG (Sanhueza y col., 2002).

Figura 2- Representacion esquemética de la isomeria posicional de los dcidos grasos

A B

Carbono metilénico

No conjugado Conjugado

En relacién a los AG saturados (AGS), es conocido que incrementan el colesterol total (Col)
y el colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL), y que disminuyen los niveles de colesterol
de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Especificamente, se sabe que los AG miristico, palmitico
y laurico son responsables de dicho efecto (Tholstrup y col., 1994; Tholstrup y col., 2003; Tholstrup
y col., 2004), conduciendo a un incremento en el riesgo de enfermedad coronaria. Sin embargo, el
acido estedrico decrece el colesterol 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 liberacion de citoquinas proinflamatorias e incrementa
el riesgo de padecer patologias asociadas (Hariri y col., 2010) y desarrollo de cdncer de mama
(Binukumar y Mathew, 2005), entre otros. Sin embargo, actualmente se han puesto en discusion los
efectos de las grasas saturadas. Asi, Lawrence, (2013) argumentan que las grasas saturadas, por ser
menos susceptibles a la peroxidacion 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 esterificados,
tales como palmitico y estedrico, estarian involucrados en la insulino resistencia desarrollados en el
musculo esquéletico (Randle y col., 1963; Hirabara y col., 2012) (Figura 3). En relacion a esto, es
sabido que en condiciones normales, la insulina aumenta la captacién y metabolismo de la glucosa

en el musculo esquelético activando la via de la kinasa-3 de fosfatidilinositol/Akt e inactivando el
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sustrato Akt 160, resultando en una traslocacién de los transportadores de glucosa-4 (GLUT-4)
desde las vesiculas intracelulares hacia las membranas plasmaticas (Sakamoto y Holman., 2008).
Sin embargo, estos efectos se encuentran disminuidos bajo condiciones de insulino resistencia, entre
las cuales pueden incluirse obesidad, diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabdlico y enfermedades
cardiovasculares (Roden., 2004; Hirabara y col., 2010). De hecho, cuando el musculo esquelético o
miocitos aislados son expuestos a AGS de cadena larga decrece la sensibilidad a la insulina
(Cavalho-Filho y col., 2005; Hirabara y col., 2010; Hirabara y col., 2012). Ha sido demostrado que
éste efecto se debe, al menos en parte, a que los AGS de cadena larga decrecen el contenido de AG
poliinsaturados (AGPI) en los fosfolipidos (FL) de membrana y a que aumentan el contenido
intramiocelular de metabolitos lipidicos bioactivos derivados de ellos (Schmith-Peiffer; Andersson
y col., 2002; Cooney y col., 2002).

Los 4cidos grasos monoinsaturados (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). Ademds, se ha
descripto que modulan la presién sanguinea, mejoran la sensibilidad a la insulina y regulan los
niveles de la glucosa (Guilligham y col., 2011). Asimismo, debido a su preferencial metabolismo y
oxidacién, los AGMI dietarios influyen en la composicién corporal, reduciendo el riesgo de
obesidad (Guillingham y col., 2011), asi como también, disminuyen el riesgo de ciertos tipos de
céncer (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 (Lépez-Miranda y col.,
2010). Especificamente, se ha demostrado que el dcido oleico posee propiedades antiaterogénicas y
antitromboticas, que incrementa la relacion de colesterol HDL/LDL, y que decrece la agregacion de
trombocitos. Asimismo, la incorporacién de dcido oleico en ésteres de colesterol, triglicéridos (TG)
y FL de particulas de lipoproteinas, aumenta la resistencia a la lipoperoxidacion (Tvrzicka y col.,
2011). Asi, los niveles energéticos recomendados de AGMI dietarios han sido establecidos como la
diferencia entre las recomendaciones de grasas totales (30-35% de las calorias) y las suma de las
saturadas (hasta un 10% de la calorias) y las poliinsaturadas (6-10% de la energia), no existiendo
niveles de ingesta especificos de grasas monoinsaturadas (Diekman y col., 2009). Sin embargo, el
estudio epidemiolégico realizado por Degirolamo y Rudel (2010) sugiere que, aunque la sustitucién
de la grasa saturada dietaria por alimentos ricos en AGMI puede disminuir ciertos factores de riesgo

cardiovascular, no disminuye la extension de la aterosclerosis.
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Figura 3- Posibles mecanismos involucrados en la insulino-resistencia en células de misculo

esquelético*
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Glut-4: transportadores de glucosa-4; HK: hexoquinasa; G-6-P: glucosa-6-fosfato; PFK: fosfofructoquinasa; PDH:
piruvato deshidrogensas; CPT-I: carnitil palmitoil transferasa-I; CoA-AG: derivados CoA de 4cidos grasos; PTAG-I:
proteina transportadora de dcidos grasos-I; AGL: 4cidos grasos libres; RI: receptor de la insulina. *Adaptado de Hue y
Taegtmeyer (2009).

Los AGPI, son aquellos que poseen dos o mds dobles enlaces en su estructura, y dentro de
este grupo de AG se encuentra los dcido linoleico (AL) y a-linolénico (ALA), esenciales para el ser
humano. La esencialidad estd dada por la incapacidad que tiene el organismo para sintetizarlos a
partir de sus precursores. Especificamente, el ser humano no puede insertar dobles enlaces en las
posiciones n-6 y n-3 por falta de las enzimas (A12 y Al5-desaturasas). A partir del AL y ALA, al
igual que del 4cido oleico, por elongacion y desaturacion de las cadenas de 4tomos de carbono, se
sintetizan los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), de 20 o mds dtomos de
carbono. Respecto a la elongacion y desaturacion de la cadena de carbonos, los AG de las diferentes
familias (n-9, n-6 y n-3) compiten por el mismo sistema enzimdtico, y por ende, influyen en el
metabolismo de los AG de sus respectivas familias. Los tres AG precursores compiten por la
enzima A6-desaturasa, que se convierte asi, en la enzima limitante. La mayor afinidad por ésta
enzima la posee el ALA, seguido del AL, y finalmente del oleico; el predominio de una u otra via
metabolica depende de la cantidad de AG presente. Los AG de cada familia no pueden convertirse
entre si. Por lo tanto, la sintesis de los diferentes AGPI-CL depende, directamente, de la cantidad de

sus respectivos precursores, y es esencial un aporte balanceado. Diversos estudios han demostrado
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que el AL es un potente inhibidor del metabolismo de los AG de la familia n-3 (Holman, 1998).
Asi, la relacién recomendada entre AL y ALA es de 5:1-10:1 (FAO, 2012).

Los AGPI han demostrado tener diversas funciones fisiologicas de relevancia en la salud,
tales como: regulaciéon del nivel de lipidos plasmdticos, efectos benésficos sobre la funcion
cardiovascular e inmune, acciéon 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
composiciéon de membranas y su funcionalidad, la sintesis de eicosanoides, y la sefializacién y
regulacién de la expresion de diversos genes. La respuesta celular a los cambios en la composicién
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. En relacion a estos diversos efectos
que los AGPI poseen sobre la salud, se han establecido recomendaciones sobre su ingesta, las
cuales van disminuyendo a lo largo de la vida, siendo la ingesta recomendada de AL de 2,5-9% de
la energia consumida y 0,5-2% de ALA, para prevenir sintomas de deficiencia en el adulto (FAO,
2012; Aranceta y Perez-Rodrigo, 2012).

La sintesis de AGPI-CL, 4&cido araquidonico (AA) a partir del AL y 4cido
docosapentaenoico (EPA) a partir del ALA, ocurre, principalmente en el higado, aunque también,
en menor medida, en otros tejidos. La via de metabolizacion consiste en una secuencia alternativa
de pasos de elongacion y desaturacion catalizados por elongasas de AG y las A5-y A6-desaturasas.
La primera desaturacion es efectuada por la enzima A6-desaturasa, siendo el paso limitante en la
sintesis de los AGPI-CL, y su actividad sobre una determinada serie de AGPI no s6lo depende de la
competicion entre sustratos de distintas familias, sino también, de una regulacion “feed-back”,
mediada tanto por los productos intermediarios, como por los finales de la misma, y de otras series
de AGPI (Holman, 1998; Gibson y col., 2011; Gibson y col., 2013;). Esta via metabdlica es
parcialmente compartida por el 4cido oleico, formando AG insaturados (AGI) de cadena larga de la
familia n-9 (Figura 4). El mecanismo de la conversion final a 22:5 n-6 y dcido docosahexaenoico
(DHA) no ha sido aun dilucidado. Inicialmente se creia que ocurria una A4-desaturacién pero, no se
han encontrado pruebas de la existencia de dicha enzima (Holman, 1998). Actualmente se sabe que
la dltima parte ocurre via elongacion y desaturacion, seguida de un paso de retroconversion por 3-

oxidacién peroxisomal (Gibson y col., 2011; Gibson y col., 2013).
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Figura 4- Representacion esquemadtica de la via metabdlica de elongacién y desaturacién de los
acidos grasos insaturados n-9, n-6 y n-3*
18:1n-9 (AO)

18:2n-6 (AL)
18:3n-3 (ALA)

A6-DESATURASA

18:2n-9 .
18:3n-6 (GLA) 5112-‘ E:g
18:4n-3 '
24:5n-6 22:5n-6
24:6n-3 22:6 n-3 (DHA)
\ B-OXIDACION /
20:2n-9 22:4 n-6
20:3 n-6 (DGLA) 22:5n-3 (DPA)
20:4 n-3

20:3n-9
A5-DESATURASA 20:4n-6 (AA)

20:5 n-3 (EPA)
AO: dcido oleico; AL: 4acido linoleico; ALA: 4cido a-linolénico; GLA: 4acido y-linolénico; DGLA: &cido
dihomo-y-linolénico; AA: dcido araquidénico; EPA: 4cido eicosapentaenoico; DPA: 4cido docosapentaenoico; DHA:
4cido docosahexaenoico. *Adaptado de Gibson y col. (2013).

Los AGPI-CL son incorporados en las membranas celulares, principalmente en la posicion
sn-2 de los FL, y por accioén de la enzima fosfolipasa A2 son liberados de la misma. Estos AG
sirven como sustratos para las enzimas ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) y lipooxigenasas
(LOX-5, LOX-12 y LOX-15) y son convertidos en un nimero importante de compuestos tipo
hormonas, muy activos y de vida media muy corta llamados eicosanoides. Las familias de
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) y compuestos relacionados son llamados eicosanoides dado
que derivan de AGPI-CL de 20 carbonos que contienen tres, cuatro o cinco dobles enlaces (AA,
EPA y écido dihomo-y-linolénico -DGLA-) (Calvani y Benatti, 2003; Benatti y col., 2004;).
Especificamente, la actividad de las enzimas COX sobre el AA conduce a la sintesis de
prostanoides de la serie 2 (PGE,, prostaciclina (PC) I,, y tromboxano A;, mientras que la actividad
de la LOX-5 genera LT de la serie 4. Ademads, las LOX generan lipoxinas de la serie 4. Las enzimas
COX y LOX pueden también utilizar el &cido DGLA como sustrato, conduciendo a la sintesis de
PG de la serie 1 (PGE;) y LT de la serie 3. El EPA es convertido por estas mismas enzimas a
prostanoides de la serie 3 (PGE;, prostaciclina I3 y tromboxano Asz) y LT de la serie 5, como asi
mismo, a resolvinas (Rv) de la serie E. Ademads, a partir del DHA, bioconvertido a partir del EPA,

las LOX conducen a la sintesis de Rv de la serie D, protectina D y maresina 1 (Figura 5).
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Figura 5- Sintesis de eicosanoides a partir del dcido dihomo-y-linoleico, 4cido araquidénico, dcido

eicosapentanoico y dcido docosahexaenoico*
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FLA,: fosfolipasa A,; DGLA: &4cido dihomo-y-linolénico; AA: 4cido araquidénico; EPA: 4cido eicosapentanoico;
DHA: 4cido docosahexaenoico; COX: ciclooxigenasa; LOX: lipooxigenasa; P450: citocromo P450; PG:
prostaglandinas; LT: leucotrienos; PC: prostaciclinas; TX: tromboxano; Rv: resolvina. *Adaptado de El-Badry y col
(2007); Massaro y col. (2008); Lorente-Cebridn y col. (2013)

El AA es un sustrato preferencial frente al EPA para la accion de las enzimas COX y LOX,
sugiriendo que la actividad bioldgica de los eicosanoides derivados del EPA depende estrictamente
de su disponibilidad intracelular, en comparacién con los compuestos derivados del AA presentes
en mayores concentraciones (Jump, 2002). Las lipooxinas y resolvinas, derivados de los AGPI n-3
y n-6 respectivamente, son otros mediadores lipidicos antiinflamatorios que modulan la respuesta
fisiolégica en diversos desdrdenes inflamatorios (Russo, 2009). Asi, los eicosanoides formados a
partir de las distintas familias de AGPI, pueden ejercer una accién autdcrina o pardcrina diferencial,
influyendo en diversos procesos fisiologicos. Especificamente, los derivados de AGPI n-6 son
activos bioldgicamente en pequeias cantidades y si son formados en gran proporcién, contribuyen a
la formacién de trombos y ateromas, al desarrollo de desdrdenes alérgicos e inflamatorios, y a la
proliferacién celular. Mientras que, los derivados de la familia n-3, conducen a un estado
antiinflamatorio, antitrombético, vasodilatador e hipolipidémico (Calvani y Benatti, 2003; El-Badry
y col., 2007).

Los niveles y la relaciéon de AGPI n-3 y n-6, como la longitud de cadena y nimero de
insaturaciones de los AGPI n-3 poseen un significativo impacto en el desarrollo o prevencién de
alteraciones comunes a las ECNT (Calvani y Benatti, 2003; Simopoulos, 2008). Si bien los

mecanismos y posibles efectos que ejercen estos AG exceden los objetivos de esta introduccion, es
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importante resaltar, entre otros, que: 1) incrementos en la ingesta de AL conducen a mayor
oxidacidn de las particulas LDL, agregacion plaquetaria e interfiere en la incorporaciéon de EPA en
los fosfolipidos de membranas, 2) el balance de AG n-6/AG n-3 es un importante determinante del
riesgo de enfermedad cardiovascular, 3) ambos tipos de AG influyen sobre la expresion de genes, 4)
los AGPI-CL n-3 tienen un potente efecto anti-inflamatorio, mientras que los AGPI n-6 son pro-
inflamatorios, siendo esto la base de muchas ECNT, 5) ambos tipos de AGPI tienen efectos
hipotensores, 6) fundamentalmente los AGPI n-3 son potentes activadores de los PPARs, mediante
los cuales inducen la oxidacién de AG y la supresion de la sintesis de AG y TG, 7) los derivados de
la familia n-3 poseen efectos antitrombéticos debido a la disminucién en la agregacion plaquetaria,
incremento en la produccién de prostaciclinas 2 y 3, decrecimiento en la viscosidad sanguinea y
aumento en el tiempo de sangria, 8) los AGPI-CL principalmente de la serie n-3 mejoran la
hiperinsulinemia y resistencia insulinica, fundamentalmente debido a un aumento en la fluidez de
membrana, nimeros de receptores y accidon de la insulina, 9) los eicosanoides derivados de los
AGPI-CL n-6 se han asociado al aumento del crecimiento de células tumorales y metdstasis,
mientras que un efecto inverso podria ser esperado de los derivados de los AGPI-CL n-3, 10) los
AGPI-CL, pero principalmente el DHA se correlaciona con las sinapsis de tejidos neuronales
mejorando la actividad de bombas y canales i6nicos, 11) son importantes en la formacién de nuevos
tejidos, por lo cual vitales para el normal desarrollo fetal y crecimiento del neonato, funcién y

desarrollo neuronal, actividad de los fotorreceptores de la retina, y para el aprendizaje.

1.3- Patron de ingesta de grasas dietarias

El patrén de ingesta de los diferentes tipos de grasa dietarias, que entre otros factores, regula
el desarrollo de ECNT, es caracteristico de distintas sociedades segun la problematica en el drea de
la nutricién y la salud publica de cada una. Asi, por ejemplo, décadas atrds Keys (2005) mostré los
efectos beneficios de la dieta mediterrdnea sobre el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, enfatizando la importancia del tipo de AG que caracterizaba la misma. En
referencia a esto, el autor resalta que mientras que los Estados Unidos, y otros paises occidentales
consumian principalmente grasas saturadas, la poblacion mediterrdnea consumia una alta
proporcién de grasas monoinsaturadas (aportadas principalmente por el aceite de oliva).

Por otro lado, en los dltimos afios, la ingesta de lipidos dietarios se ha desplazado hacia un
mayor consumo de AGPI debido a sus conocidos efectos benéficos sobre la salud. Asi, la dieta
consumida por las poblaciones orientales (dieta japonesa), se caracteriza por un alto consumo de

pescados y marisco, presentando un elevado consumo de AGPI n-3 y una buena relacién n-6/n-3.
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Contrariamente, en los paises occidentales, el aumento del consumo de aceites vegetales, ricos en
AG n-6, ha desplazado la relacién n-6/n-3 a 50/1 en lugar de la recomendada (Umesha y Naidu,
2012; Fedacko y col.,, 2012). Diversos estudios indican que el alto consumo de AG n-6
caracteristico de la dieta occidental a tornado el estado fisiolégico a uno protrombdético y
proagregatorio, caracterizado por aumento de la viscosidad sanguinea, vasoconstriccion y
disminucién en el tiempo de sangrado (Simopoulos, 1999). Ademds, la deficiencia en AGPI n-3
generada en éste tipo de dieta, se ha correlacionado con enfermedades inflamatorias, dermatitis
atdpica, artritis reumatoidea, colitis ulcerosa y cancer (Schmitz y Ecker, 2008).

Los aceites vegetales liquidos, como el aceite de maiz, girasol, soja y cirtamo, constituyen
las principales fuentes dietarias de AGPI n-6, siendo el AL cuantitativamente el mas importante. No
obstante, algunos alimentos de origen animal como la yema del huevo, la carne y el higado, resultan
fuentes alimenticias, aunque minoritarias, de AA (Rodriguez-Cruz y col., 2005). Dentro de las
principales fuentes de AGPI n-3 se encuentran algunos aceites vegetales tales como el de lino, chia
y canola, que poseen principalmente AG de 18 dtomos de carbono, siendo el ALA el mayoritario.
En cambio, en los peces de agua fria (salmoén, trucha, arenque, etc.) y mariscos, abundan AGPI n-3
de 20 o mds atomos de carbono y con mayor nimero de insaturaciones (principalmente EPA vy

DHA) (Russ, 2009; Benatti y col., 2004).

2- Deficiencia de acidos grasos esenciales

La deficiencia de 4cidos grasos esenciales (AGE), tanto en humanos, como en animales de
experimentacion, conduce a numerosas alteraciones fisioldgicas. El cldsico sindrome de deficiencia
de AGE en roedores tratados a largo plazo (de 8 a 14 semanas) (Ling 2010), ha sido caracterizado
desde décadas atrds por ciertas manifestaciones tales como: descamacion de las patas y la cola (Burr
y Burr, 1930), fragilidad capilar (Kramar y Levine, 1953), aumento de la permeabilidad capilar
(Ramalingaswami y Sinclair, 1953), alopecia, lesiones oculares, retraso en el crecimiento (Deuel y
col., 1955) y defectos en la capacidad reproductiva (Alfin-Slater y col., 1958). Cabe destacar que
segin Lauritzen y col. (2001), muchos de los sintomas cldsicos de la deficiencia de AGE antes
mencionados (dermatitis, retardo en el crecimiento, infertilidad) pueden ser revertidos
suplementando las dietas s6lo con AG de la familia n-6, ya que éstos sintomas, se relacionan
principalmente con las funciones bioldgicas de los n-6 y sus derivados de cadena larga. Ademas, ha
sido demostrado en animales de experimentacion, que la deficiencia de AGE puede modificar la

mucosa intestinal en ratas (Korotkova y col., 2000), lo que puede comprometer la capacidad
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funcional de la mucosa y exacerbar la deficiencia de AGE. El desarrollo de esteatosis hepdtica es
otra manifestacion bien conocida de la deficiencia de AGE en ratones (Werner y col., 2005).

Como se ha descripto anteriormente, las cldsicas vias de conversion de AL y ALA a sus
derivados de cadena larga de 20 y 22 4dtomos de carbono involucran las enzimas AS- y A6-
desaturasas, siendo esta ultima la enzima limitante en todas las conversiones globales. La enzima
A6-desaturasa tiene una mayor afinidad por los AG de la familia n-3 (Holman y col., 1964; Innis,
1991; Sardesai, 1992), y esto es importante dado las elevadas relaciones 18:2 n-6/18:3 n-3
frecuentemente encontradas en la ingesta poblacional. Ademds, ambas desaturasas también actian
sobre la familia de los AG n-9, aunque en menor medida que para las otras dos familias de AG. Ast,
en deprivacion de AGE, se produce una marcada biosintesis del AG 20:3 n-9, conocido como 4cido
Mead, y cuya presencia en los tejidos animales es un indicador de deficiencia de AGE. La provisiéon
de cantidades suficientes de cualquiera de estos dos AGE suprime la sintesis de dcido Mead

(Sargent y col., 1995).
3- acidos grasos trans

3.1- Fuentes y origen de los acidos grasos trans

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: 1) Industrial: generados por los procesos de hidrogenacién parcial
de aceites vegetales para su uso como grasas para untar, para panificacioén y frituras en el cual
prevalece el dcido elaidico (9t-18:1) y 2) Natural: por transformaciéon bacteriana de los AG
insaturados cis en trans, en el rimen de los animales poligdstricos, como las vacas y las ovejas, en
los que prevalecen fundamentalmente el dcido trans-vaccénico (11t-18:1) y los conjugados del
dcido linoleico, principalmente 9c,11t-CLA (6 4cido ruménico). Ademds, existe un tercer origen de
AGT, que se debe al calentamiento y/o coccidén de aceites a altas temperaturas en procesos de
refinacion y culinarios como las frituras (Briihl y col., 1995; Koletzko y Decsi, 1997; Valenzuela,
2008), en los que los isémeros generados pueden ser muy diversos, dependiendo del tipo de aceite o
grasa sometida a altas temperaturas.

En las dltimas décadas, la industria alimenticia estuvo empleando en gran escala la
hidrogenacidon parcial de aceites vegetales o marinos con el fin de modificar sus propiedades fisicas
y organolépticas e incrementar su estabilidad quimica, de modo que sean mds atractivos al

consumidor y/o tengan propiedades deseadas para la elaboracién de diferentes productos. Este
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proceso se realiza bajo condiciones controladas (baja presion de hidrégeno y alta temperatura, en
presencia de un catalizador metélico) y los dobles enlaces de los AG sufren varias modificaciones
estructurales: se hidrogenan y transforman en enlaces simples, se modifica la localizacion del doble
enlace formando isémeros posicionales, o el doble enlace cambia su configuracion espacial dando
origen a isdmeros geométricos con configuracion trans y asi, se obtiene ademds de AGS, una
mezcla de AGMI y AGPI con isomerias cis y trans. Actualmente, el proceso de hidrogenacién esta
siendo largamente reemplazado por procesos de interesterificacion o por el empleo de otras fuentes
de grasas para reducir el consumo de AGT. El aporte AGT de origen natural normalmente se
consider6 muy bajo, aunque en la actualidad podria no ser despreciable. Su procedencia son las
carnes, leche y derivados lacteos de animales rumiantes, dado que el rumen posee una gran cantidad
de microorganimos anaerobios fermentativos capaces de biohidrogenar los AGPI ingeridos,
derivados principalmente del forraje, aunque también, de otras fuentes alimenticias. A partir de la
biohidrogenacién del AL y ALA se obtiene AG di- y mono-insaturados con isomeria trans. El
primer paso en la biohidrogenacion del AL dietario, resulta en la formacion del isémero 9c,11t-
CLA, conocido como &4cido ruménico (AR), debido a la isomerizacioén y transposicion del doble
enlace en la posicion 12c a 11t. Este es el isdémero natural mds abundante presente en los tejidos
(mds del 90% del total de los CLA). La posterior hidrogenacion del AR resulta en la produccion del
11t-18:1, conocido como 4cido trans-vaccénico (AV), que es el AG trans-monoinsaturado
mayoritario presente en los productos alimenticios derivados de las grasas de rumiantes (leche,
yogurt, quesos, manteca y carnes) (Parodi y col., 1997). La carne puede contener aproximadamente
1g de AGT/100g de grasa, la grasa 5-6g de AGT/100g, la manteca 2-7g de AGT/100g y la leche
entera 0,07-0,1g AGT/100g (Wolf y col., 1998). En la actualidad, estos AGT naturales tienen
reconocidos efectos benéficos sobre la salud, por lo cual existe cierta tendencia a incrementar el
consumo de los mismos.

Dentro de los AGT consumidos por la poblaciéon humana, los isémeros trans-18:1 son los
prevalentes (85-95%), seguidos de los trans-18:2 (8-22%), siendo las cantidades de trans-18:3 y
trans-16:1 menores al 10% (Zbikowska, 2010). Entre los trans-18:1, el acido elaidico (AE) es
tipicamente el isomero que se encuentra en mayor cantidad (Larqué y col., 2001; Kraft y col.,
2006). De ésta forma, el contenido de AGT de los productos alimenticios elaborados con aceites
vegetales parcialmente hidrogenados (PHVO), varia ampliamente dentro de una categoria de
producto y entre categorias.

Durante los dltimos afios, numerosos esfuerzos se han realizado para reducir el contenido de

AGT de origen industrial en los alimentos. Asi, mientras que en la década pasada los alimentos que
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mads contribuian a la ingesta de AGT eran: grasa para panificacion (37,4%), quesos de imitacion
(38%), margarinas (11-49%), grasas de confiteria (27%), y alimentos fritos, como pollo, papas y
snacks (36%) (Larqué 2001), actualmente, y en términos generales, los niveles de AGT de origen
industrial en los alimentos son muy inferiores. Consecuentemente, la ingesta de AGT en los paises
occidentales que 10-15 afios atrds se estimaba en 7-8g/dia correspondiendo este valor a un 2-3% de
las calorias dietarias (Allison 1999), actualmente se estima cerca del 2-3%.

Frente a las diferentes evidencias de los efectos de los AGT sobre la salud, las
recomendaciones de sociedades cientificas, las regulaciones implementadas en diferentes paises, los
esfuerzos de las empresas alimentarias, etc., en muchos paises se logré una disminuciéon de
aproximadamente 26% en el consumo de AGT. Por otro lado, la legislaciéon en los paises del
MERCOSUR, también se ha ocupado de los AGT. Asi, el Capitulo V del Cédigo Alimentario
Argentino, en el Anexo 1, bajo el titulo “Reglamento Técnico MERCOSUR sobre el rotulado
nutricional de alimentos envasados”, establece la obligatoriedad de informar el contenido de AGT
en los alimentos a partir de agosto de 2006. Pero esta reglamentacion no se ha extendido a todos los
alimentos, sino quedoé circunscripta a los envasados. Actualmente el Marco Normativo del Cédigo
Alimentario Argentino en el Capitulo III- Articulo 155 tris establece: "El contenido de acidos
grasos trans de produccion industrial en los alimentos no debe ser mayor a: 2% del total de grasas
en aceites vegetales y margarinas destinadas al consumo directo y a 5% del total de grasas en el
resto de los alimentos. Estos limites no se aplican a las grasas provenientes de rumiantes,

incluyendo la grasa lactea".

3.2- Efectos biolégicos de los acidos grasos trans

Los AGT dietarios se acumulan en el tejido adiposo y se incorporan tanto, en los TG,
preferencialmente en la posicién sn-1, en forma similar a los AGS, siendo su destino principal la -
oxidacién (Cook, 1980), como en los FL de membranas celulares ocupando las posiciones
normalmente utilizadas por los AGS. Asi, al incorporase los AGT en los FL, cuyo punto de fusién
es mayor que el de su contraparte cis y poseen una orientacion espacial similar a la de los AGS,
reducen la fluidez de membrana, modulando la actividad de las proteinas insertas en las membranas,
produciendo alteraciones en la estructura celular y en sus funciones. Por otro lado, se ha observado
que la suspension del aporte dietario de AGT, resulta en la desaparicién de éstos en las membranas
celulares y en el tejido adiposo, sugiriendo esto que el tipo de isomeria no es una limitante para la
completa metabolizacion de un AG (Valenzuela, 2008). Existe una respuesta diferencial en los

distintos tejidos a la ingesta de AGT dietarios que entre otros factores depende de la cantidad y tipo
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de isémero considerado. Por ejemplo, el higado responde rdpidamente a la composicion dietaria de
los lipidos, a diferencia del tejido cerebral, cuya composicion lipidica presenta una gran resistencia
(Ratnayake y col., 1994; Sugano y col., 1996).

Esta incorporacion de los diferentes AGT dietarios estd intimamente relacionada con las
evidencias provistas por estudios epidemiolégicos que han demostrado una correlacién 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 andlisis combinados de
4 estudios de cohorte prospectivos, involucrando cerca de 140.000 sujetos, 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 (Mozaffariany col., 2006). Estas y otras evidencias fueron
suficientes para que diferentes paises, con distintos criterios, reglamenten el rotulado nutricional de
los AGT en los alimentos. Asimismo, la Organizacion Mundial de la Salud (2003 y 2012) y
diferentes asociaciones relacionadas a la salud recomendaron limitar el consumo de los mismos vy,
por ende, sus niveles en los alimentos. 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 enfermedades cardiovasculares. Mds atn, trabajos en humanos (Tholstrup, y col.,
2006), y en animales de experimentaciéon (Roy y col., 2007) han demostrado efectos benéficos de
AGT naturales. En este sentido, Mozaffarian (2009) ha demostrado que la sustitucion 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. Estudios de los efectos deletéreos de las
grasas hidrogenadas ricas en dcido elaidico han sido extendidas a otras enfermedades cronicas no
transmisibles en humanos, como diabetes (Dorfman, 2009) y aterosclerosis (Mozaffarian, y col.,
2006). Asimismo, nuestro grupo (Colandré, y col., 2003; Bernal y col., 2006, Sain y col., 2013) y
otros han demostrado en modelos experimentales numerosas evidencias de efectos deletéreos de las
grasas hidrogenadas enriquecidas en AE, como asimismo efectos positivos de grasas ricas en AV
y/o AR (Andreoli y col., 2007, 2009, 201, 2012; Scalerandi y col., 2014), por lo cual el tipo de AGT

presente en la dieta puede ser determinante del riesgo de desarrollo o prevencién de ciertas ECNT.
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3.2.1- Efectos el sobre el metabolismo lipoproteico y el colesterol

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos han establecido una clara relacion entre el
consumo de AGT de origen industrial y los niveles elevados de TG plasméticos, colesterol total,
colesterol-LDL y descenso de los niveles de colesterol-HDL, lo cual lleva a concluir que el
consumo de AGT produce un aumento en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares
(Mensink y col., 1990; Koletzko y Decsi, 1997; Lichtenstein y col., 2000; de Roos y col., 2001;
Sundram y col., 2003; Stender y Dyerberg., 2004; Mozaffarian y col., 2006; Brooker y col., 2008).

Hace mas de 30 afios, se reporté por primera vez el efecto que tienen los AGT
monoinsaturados de elevar el colesterol, en contraste con sus isdmeros cis (Vergroesen y col.,
1975). Mensink y col. (1990) demostraron que el consumo de la dieta rica en AGT result6 en un
aumento del 14% de los niveles séricos de colesterol-LDL y disminuy6 un 12% los niveles de
colesterol-HDL, comparado con la dieta conteniendo AG cis-monoinsaturados. Estos resultados
fueron similares a los hallados para la dieta conteniendo AGS pero, la relacion colesterol LDL/HDL
fue mayor en las personas que consumieron AGT. Si bien este estudio se realizd con niveles de
AGT exageradamente altos (30g/dia), los resultados fueron corroborados luego en un estudio
similar con niveles de AGT mads factibles de ser consumidos habitualmente (20g/dia) (Nestel y col.,
1992). Uno de los mecanismos propuesto por el cual los AGT podrian ejercen éstos efectos es que,
principalmente el AE, aumenta el transporte del colesterol desde las particulas de HDL hacia las de
LDL (Lagrost, 1992). Este transporte es mediado por la Proteina Transferasa de Esteres de
Colesterol, que transfiere ésteres de colesterol a cambio de TG (Koletzko y col., 1996). Abbey y
Nestel (1994) han demostrado, in vitro, que la actividad de la Proteina Transferasa de Esteres de
Colesterol incrementa alrededor de un 20% cuando el 4% de la energia total aportada por el acido
oleico es reemplazada por AE. Estudios in vitro, han demostrado que los AGT alteran la secrecidn,
la composicién lipidica y el tamafio de las particulas de apolipoproteina B-100, producidas por las
células hepdticas. Ademds, aumentan la acumulacién celular, como también, la secreciéon de
colesterol libre y ésteres de colesterol (Mitmesser y col., 2005; Dashti y col., 2002; Mauger y col.,
2003). Asimismo, estudios en humanos han demostrado una disminucién en el catabolismo de las
particula LDL apoB100 (Matthan y col., 2004), reduccién del tamaino de las particulas LDL
(Mauger y col., 2003) y aumento en el catabolismo de la apoA-I (Matthan y col., 2004).

Dietas ricas en AGT monoinsaturados han mostrado aumentar mds los niveles de
lipoproteina (a) que dietas ricas en AGS (Nestel y col., 1992; Almendingen y col., 1995; Sundram y
col., 1997). Ademas, diversos estudios han demostrado que, reemplazando el contenido de aceites

parcialmente hidrogenados rico en AGT con aceites conteniendo mezclas de AG cis (AGS con
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acido oleico 6 AGS con AL), se disminuye la concentracion de lipoproteina (a) (Vergroesen y col.,
1975; Lichtenstein y col., 1993). Estos estudios evidencian un mayor efecto aterogénico de los AGT

que de los AGS.

3.2.2- Efectos sobre la funcion endotelial y la inflamacion

Diversos estudios sugieren que los AGT causan disfuncién endotelial. Asi, la ingesta de
dichos AG, ha sido asociada a aumento en los niveles de ciertos marcadores de disfuncién
endotelial, incluyendo la molécula soluble de adhesion intracelular-1, la molécula soluble de
adhesion vascular-1 y selectina E (Lopez-Garcia y col., 2005). Este aumento observado en la
selectina E también ha sido observado reemplazando isocaléricamente dcido oleico o carbohidratos
con AGT (Baer y col., 2004). Ademads, de Roos y col. (2002) han demostrado que el consumo de
dietas enriquecidas en AGT generan una reduccién del 29% del flujo de la arteria braquial mediado
por la vasodilatacién comparado con la ingesta de AGS.

Los mecanismos celulares que relacionan los AGT con las vias inflamatorias no han sido
bien establecidos. Se ha observado que los AGT modulan la respuesta de monocitos y macréfagos
en humanos, aumentando la produccién de factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a) e interleuquina
(IL)6 (Han y col., 2002), y posiblemente, de la proteina quimiotactica-1 de monocitos (Mozaffarian
y col., 2004a). El efecto de la adiposidad sobre los niveles circulantes de IL6 y proteina C reactiva,
han sugerido que los efectos inflamatorios de los AGT podrian ser mediados, al menos
parcialmente, por el tejido adiposo (Mozaffarian y col., 2004b). En este sentido, estudios realizados
en adipocitos de animales de experimentacion alimentados con AGT se ha observado alteraciones
en la expresion génica de los PPAR-y, resistina y lipoproteina lipasa (LPL) (Saravanan y col.,

2005).

3.2.3- Efectos sobre el metabolismo de los acidos grasos esenciales

Un efecto inhibitorio de los AGT en las enzimas A5- y/o A6-desaturasas causaria multiples
alteraciones en la biosintesis de AGPI-CL. En relacién a esto, diversas experiencias, tanto in vitro
como en animales de experimentaciéon y humanos, han demostrado que los AGT podrian perjudicar
la sintesis de AGPI-CL a partir de sus precursores AL y ALA.

Investigaciones in vitro, tanto en tejidos de roedores (Mahfouz y col., 1984; Koletzko, 1992)
como en cultivos de fibroblastos humanos (Rosenthal y Doloresco, 1984) han demostrado
claramente que los AGT inhiben la desaturacién y elongacion de AL y ALA a sus metabolitos

AGPI-CL. Investigaciones in vivo, en ratas, también han mostrado que la exposicién a varios AGT
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perjudican el metabolismo de los AG esenciales (Anderson 1975; Lawson 1983; Bruckner 1984).
Los diferentes AGT poseen diferentes potenciales inhibitorios sobre el metabolismo de los AG
esenciales. Asi, el efecto inhibitorio mds potente ha sido demostrado con el 4cido linolelaidico
(6t,12t-18:2), cuyo aporte al consumo humanos, generalmente, es muy bajo (Christiansen y col.,
1997). Sin embargo, tanto el AE como mezclas de otros AGT, han demostrado tener un marcado
efecto perjudicial sobre la sintesis de los AGPI-CL (Linchtenstein y col., 2003).

Este efecto inhibitorio de la biosintesis de AGPI, puede tener un impacto mucho mayor en
las primeras etapas de la vida. En este sentido ha sido demostrado que los AGT son transferidos por
la placenta al feto e incorporados en los tejidos fetales correlaciondndose negativamente con el peso
al nacimiento, tanto de nifios prematuros como nacidos a término, y también pueden reducir la
duraciéon del embarazo (Zbikowska, 2010). Los recién nacidos prematuros, tienen minimos
depdsitos de AGPI-CL, siendo el requerimiento de éstos muy elevado y su sintesis limitada.
Koletzko (1992) investigé el efecto de los AGT sobre los AGPI-CL en recién nacidos prematuros y
encontraron AGT en el plasma, TG, ésteres de colesterol y FL de todos los bebés, que solo habian
recibido alimentacion enteral y cuya composicion de AG plasmadtica reflejaba, principalmente, el
suministro y metabolismo intrauterino. Estos autores, no encontraron una correlaciéon entre los
niveles de AL y ALA con los de los AGT, pero observaron una correlacién inversa entre el
porcentaje de AGT con el contenido de AGPI-CL. Asimismo, existié una correlacion inversa con
las relaciones AA/AL y DHA/ALA. El mismo grupo de investigacion (Decsi y Koletzko, 1995)
estudié el potencial efecto de los AGT para interferir en la sintesis de AGPI-CL en nifios de
alrededor de 7 afios, y encontraron que los AGT no se correlacionaban con los niveles de AL, pero
si lo hacian inversamente con los de AA y los AGPI-CL totales de la familia n-6, como también con
la relacion AA/AL. Sin embargo, no hallaron correlacion inversa entre los AGT y los AGPI-CL de
la familia n-3, postulando que esta discrepancia podria deberse a que la sintesis de DHA a partir de

ALA es mucho mas compleja que la de AA a partir de AL.

3.2.4- Efectos sobre la diabetes

Los estudios realizados sobre la asociacion entre los AGT y la mayor incidencia de diabetes
han arrojado resultados controversiales. Mientras que algunos de los estudios realizados tanto en
hombres, como en mujeres (van Dam y col., 2002; Meyer y col.,, 2001) no han encontrado
asociacion entre la ingesta de AGT y la incidencia de diabetes, un estudio realizado en 84.941
mujeres a lo largo de 16 afios (Hu y col., 2001), mostré que la ingesta de AGT se relacion6

positivamente con la incidencia de diabetes. Aparentemente, las discrepancias entre los resultados
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obtenidos en los diferentes estudios, podria deberse a que en aquellos en los que no se encontrd
correlacion, la ingesta de AGT fue muy baja (1,3% de energia) o el reporte de diabetes fue
incorrectamente realizado (Mozaffarian y col., 2006). Asimismo, existen algunos reportes de que
los AGT podrian aumentar los niveles de insulina (Larqué 2001; Meyer y col., 2001; Bray y col.,
2002). Los mecanismos moleculares que podrian estar involucrados en el efecto de los AGT sobre
la diabetes mellitus no han sido bien establecidos, pero evidencias de los efectos de los AGT sobre
el metabolismo en adipocitos (Sarvanan y col., 2005) y sobre la inflamacidén sistémica (Mozaffarian
y col., 2004a; Lopez-Garcia y col., 2005; Mozaffarian y col., 2004b; Han y col., 2002; Baer y col.,

2004), sugieren posibles vias y mecanismos de accion.

3.2.5- Efectos sobre el cancer

Estudios epidemioldgicos han reportado una correlacién positiva entre el incremento de la
grasa en la dieta y la mayor incidencia de cdncer de mama, colon y prdstata. Una relacion especifica
entre el consumo de grasas hidrogenadas y el riesgo de desarrollar céncer, ya habia sido propuesta
por Enig y col. (1978). La escasa informacion existente sugiere una asociacion entre los AGT en
tejido adiposo y la incidencia de cdncer de mama, préstata y colon (Bakker y col., 1997, Khlmeier y
col., 1997; Slattery y col.,, 2001). Sin embargo, los estudios existentes, no son concluyentes.
Asimismo, es importante destacar que, los AGT contribuyen a cambios en la funcionalidad de
membranas celulares, lo que podria conllevar al desarrollo de algin tipo de cancer en los tejidos

(Khlmeier 1997; Holmes y col., 1999; Larqué y col., 1999; Slattery y col., 2001).
4- Conjugados del acido linoleico

4.1- Fuentes y origen de los conjugados del acido linoleico

Actualmente, los AG conjugados de mayor relevancia nutricional son los conjugados del
acido linoleico (CLA). Existen potencialmente numerosos isomeros CLA, pero los més importantes
por su abundancia, importancia fisiolégica y efectos metabdlicos, tanto en animales de
experimentaciéon, como en humanos son: el isémero cis9-transl1-CLA (9¢c,11t-CLA), también
conocido como AR, y el isémero trans10,cis12-CLA (10t,12¢c-CLA).

La mayor fuente natural de CLA proviene de la carne y de los productos lacteos derivados
de animales rumiantes, como vacas, ovejas, cabra y ciervo. Como se explicd anteriormente, en el
rimen se genera principalmente 9¢,11t-CLA debido a la isomerizacion y transposicion del doble
enlace en la posicion 12¢ a 11t. La posterior hidrogenacién del AR resulta en la produccion del AV.

Ademads, se ha propuesto que existe en una isomerasa bacteriana especifica cis9, trans10 que genera
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10t,12c-CLA como primer intermediario (Bauman y col., 1999; Griinari y Griinari, 1999). Por otro
lado, se ha visto que es imposible que la alta proporciéon de AR presente en la leche de vaca (2-52
mg/g grasa) provenga solo del rumen, el cual es distribuido mediante la circulacion, en los distintos
tejidos, principalmente adiposo y mamario. 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. Esta via alternativa para la formacién del 9¢c,11t-CLA puede ocurrir en higado y
otros tejidos de no rumiantes, donde el 4cido trans-vaccénico puede ser desaturado por la enzima
A9-desaturasa.

Los CLA de origen natural, estin presentes en mayor concentracion en los lipidos de la
leche, productos lacteos y carnes de rumiantes. El contenido de CLA en los productos l4cteos varia
aproximadamente entre 2,9 a 8,9 mg/g de grasa y en las carnes entre 1,2 a 6,2 mg/g de grasa,
conteniendo aproximadamente 80% de 9c,11t-CLA, 10% de 10t,12c-CLA y otros CLA minoritarios
(Parodi y col., 1997). Los aceites vegetales y las grasas de animales no rumiantes s6lo contienen
trazas de CLA.

Como se menciond anteriormente, una menor cantidad de isémeros geométricos y
posicionales de los CLA son producido durante la biohidrogenacion ruménica por las isomerasas
bacterianas. El isémero predominante en la leche y otros productos derivados, es el 9c,11t-CLA con
una menor pero significativa proporcion de 10t,12¢c-CLA. Esto contrasta con las preparaciones
comerciales, donde las proporciones de los dos isémeros principales son, generalmente,
equivalentes. Sin embargo, el equilibrio en la formacién de diferentes isomeros puede modularse
por la pastura y alimentaciéon complementaria de los animales, como asi también por el estado
fisiologico del rimen de los mismos.

A partir de las multiples propiedades benéficas de los CLA que han sido demostradas en los
ultimos afios, los mismos se comenzaron a preparar industrialmente para su comercializacion. Para
ello, se han desarrollado métodos que permiten convertir el AL en una mezcla de CLA, conteniendo
principalmente los isémeros 9c,11t-CLA y 10t,12¢-CLA. Asi, por isomerizacion alcalina (Figura 6)
de aceites ricos en AL, como aceite de cartamo, girasol o maiz, se obtienen mezclas con cantidades
equimoleculares de ambos isémeros (aproximadamente 40% de cada uno) y otros isOdmeros
minoritarios (Pariza y col.,, 2001). Otro método para la obtencion 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 maéaxima
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
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ademds, es distinta la proporcién relativa de sus constituyentes, por lo que los efectos bioldgicos

que pueden ejercer son diferentes.

Figura 6- Esquema de la reaccién de isomerizacién e hidrogenacion del édcido linoleico para la

sintesis quimica de CLA*

Acido estedrico
18:0

T +H,

Acido oleico
9c-18:1

T +H,

Acido linoleico
9¢c,12¢-18:2

l

9c,11t-CLA

N
N

10t,12¢c-CLA < > 9t,11t-CLA

*Adaptado de Bernas y col. (2003).

4.2- Efectos biolégicos de los conjugados del acido linoleico

El interés por los CLA comenzé a partir de los estudios de Pariza y Hargrave, en los cuales
encontraron que dicho compuesto era el antimutagénico presente en la carne grillada (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 fisiopatoldgicos relacionados con
diversas ECNT.

La mayoria de los efectos atribuibles a los CLA son otorgados a los isémeros 9¢,11t-CLA y
10t,12¢c-CLA, ya sea, a la accion directa de los mismos o al resultado de diversas interacciones entre
ellos o con otras variables nutricionales. Ambos isémeros 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

metabolizacién. En relaciéon a esto, los CLA pueden ser desaturados y elongados utilizando los
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mismos sistemas enzimdticos que los AGPI de las series n-3, n-6 y n-9, produciendo una variedad

distinta de metabolitos (Figura 7).

Figura 7- Biosintesis de dcidos grasos poliinsaturados de cadena larga*

18:2 18:3 9c,11t-18:2 10t,12¢-18:2
A6-DESATURASA l l ! l

18:3 18:4 6¢,9¢,11t-18:3 6¢,10t,12¢-18:3
ELONGASA l l l' l

20:3 20:4 8c,11¢,13t-20:3 8c,12t,14¢-20:3
A5-DESATURASA l l l l

20:4 20:5 5¢,8¢,11¢,13t-20:4 || 5¢,8¢,12t,14¢-20:4
2-ELONGASA l l'

24:4 24:5
A6-DESATURASA l' l'

24:5 24:6
p-OXIDACION l l

22:5 22:6

*Adaptado de Banni y col. (2004a).

Es importante destacar que, en relacion a los efectos biolégicos de los CLA, se ha observado
una fuerte diferencia en la susceptibilidad a estos isdémeros por parte de las distintas especies. Asi,
los ratones son los que presentan mayor respuesta metabdlica, seguida por los hdmsters 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 duracién del tratamiento y caracteristicas de los sujetos estudiados. A continuacién se mencionan

algunos de los principales efectos de los CLA.
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4.2.1- Efectos sobre la carcinogénesis

El rol de los CLA en la inhibiciéon del crecimiento tumoral y/o su potencial efecto
metastdsico, es adn controversial. Ademds, el mecanismo exacto por el cual actian, no es
totalmente conocido, aunque pareciera estar asociado al isémero 9c,11t-CLA. Algunos estudios
demuestran que podria estar asociado a la inhibicion de 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 expresioén de p53 (Kelley y col., 2007; Stachowska, 2008). La accién antitumoral de
los CLA también ha sido atribuida a alteraciones de la peroxidacién lipidica, metabolismo de
eisosanoides y expresion génica (Kelley y col., 2007). En relacién 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 induccién quimica de tumores de glandula
mamaria, piel, colon, como también metdstasis peritoneal de células cancerigenas de estomago y
colon, en ratas y ratones (Sakai y col., 2006; Stachowska, 2008; Shiraishi y col., 2010). El efecto
inhibitorio antitumoral observado, dependi6 de la concentracion dietaria de la mezcla de CLA (entre
0,05-1%), y concentraciones mayores al 15% no presentaron efecto. El “timing” y la duracion de la
alimentaciéon con CLA también juegan un rol importante (Kelly, 2001). Sin embargo, Ip y col.
(2007) observaron, en ratones, que la sustituciéon con 10t,12¢c-CLA, estimulé el crecimiento y
desarrollo del tumor mamario. Los resultados en humanos, son mucho menos concluyentes. Han
sido reportado efectos benéficos del 9c,11t-CLA sobre la apoptosis, dependientes del tiempo de
tratamiento y la dosis empleada, en lineas celulares de cdncer de colon (Beppu y col., 2006).
Asimismo, se ha demostrado que ambos isémeros 9c,11t-CLA y 10t,12c-CLA suprimen la
proliferacién de lineas de cdncer mamario humanas (Koronowicz y col., 2009). Por otro lado,
Larsson y col. (2009), sugieren que no hay evidencias del efecto protector de los CLA contra el

cancer de mama.

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 relacion a esto, empleando distintos modelos animales. Tanto la
sustitucion con una mezcla de isémeros CLA, como el isomero 10t,12¢c-CLA individual, han
demostrado reducir la adiposidad en la mayoria de los modelos animales estudiados (Clément y

col., 2002; Poirier y col., 2005a). Muy pocos trabajos han reportado una disminucién de los
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depdsitos de grasa por la sustitucion con 9c,11t-CLA (Akahoshi y col., 2003; de Roos y col., 2005;
Scalerandi y col., 2014). Sin embargo, s6lo en algunos modelos en humanos los CLA han mostrado
ser efectivos. Posiblemente estas discrepancias se deban a diferencias en las dosis administradas,
edad, peso corporal, grasa corporal o estado metabdlico de los sujetos en estudio (Wang y Jones,
2004; Silveira y col., 2007; Kenedy y col., 2010).

Los mecanismos involucrados mediante los cuales los CLA, y mds especificamente el
10t,12c-CLA, modulan la composicién corporal son muy diversos. Asi, ha sido sugerido que en
animales de experimentacion incrementan el gasto energético a través de un aumento en la tasa
metabolica basal, en la termogénesis por aumento en la transcripcion de las proteinas desacoplantes,
como asi también, en la oxidacion de lipidos asociada a un incremento en la expresion de la enzima
carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-I), la cual estd involucrada en la captaciéon de los AG en la
mitocondria y cataliza el paso limitante en la oxidacion de los mismos (LaRosa y col., 2006). Otro
mecanismo involucrado es la inhibicién de la lipogénesis (Brown y col., 2004; LaRosa y col.,
2006). Especificamente, se ha observado una reduccién en la expresion y actividad de la enzima
acetil-CoA carboxilasa (ACC), é4cido graso sintasa (FAS), y estearil-CoA desaturasa (SCD).
Algunos autores han observado que una reduccién en la actividad de la enzima LPL, clave en la
captacion de AG, también contribuye a la reduccién del tejido adiposo en roedores (Xu y col., 2003;
Andreoli y col., 2009). Muchos de los mecanismos subyacentes a las modificaciones enzimaticas
estdn relacionados a la capacidad de los CLA de inhibir factores de transcripcion activadores de
genes lipogénicos, como el receptor que activa la proliferaciéon de peroxisomas (PPAR)-y y la
proteina de unién a elementos de respuesta a esteroles (SREBP)-1. En relacién a la lipdlisis, los
efectos encontrados son mds controversiales. Mientras que algunos autores han observado que el
tratamiento agudo con mezcla de isémeros CLA o 10t,12¢c-CLA incrementa la lipdlisis en
adipocitos (Chung y col., 2005; Moon y col., 2006) y en tejido adiposo de ratones (Ippagunta y col.,
2011; Ippagunta y col., 2013), otros no han encontrado efecto en el tejido adiposo de estos tltimos
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 supresion de la
diferenciacion y proliferacion, como por induccién de una mayor apoptosis. Estos efectos pueden
ser mediados por la accién antagonista de los CLA sobre el PPAR-y, el cual cumple un rol clave en
la conversion de preadipocitos a adipocitos, como por una mayor expresion del TNF-o, potente
inductor de la apoptosis en tejido adiposo blanco (Poirier y col., 2006; Tsuboyama-Kasaoka y col.,

2006; Kennedy y col., 2008).
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Estos cambios generados por los CLA en el tejido adiposo, también tienen impacto sobre
diferentes mecanismos homeostaticos metabdlicos. Asi, pueden alterar la liberacion de adipoquinas
proinflamatorias, afectando diversos procesos fisioldgicos vinculados, principalmente, al
metabolismo lipidico y glucidico.

En diversos trabajos se ha encontrado que la reduccién en la adiposidad es acompaiiada por
un incremento en la masa muscular, en animales de experimentacion (Park y col., 1997; DeLany y
West, 2000), en humanos saludables (Thom y col., 2001) o con sobrepeso u obesos (Blankson y
col., 2000). En relacion a esto, Pariza y col. (2000) propusieron que los CLA podrian prevenir el
catabolismo proteico e incluso aumentar el tamafo muscular como consecuencia de cambios
inducidos sobre la regulacién y/o acciéon del TNF-o e IL1, citoquinas que afectan el catabolismo
muscular y la respuesta inmune. Ademads, Butz y col. (2006) demostraron que los CLA, afectando la
produccién de eicosanoides y citoquinas, también podrian prevenir la pérdida de peso y el

catabolismo muscular que acompafa a la administracién de endotoxinas y otras enfermedades.

4.2.3- Efectos sobre la diabetes y el metabolismo glucidico

Los resultados hallados por los CLA sobre el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a
la insulina son controversiales. En modelos de ratas obesas y diabéticas, se han observado efectos
benéficos por la sustitucion con CLA sobre la resistencia insulinica y los niveles de glucosa
plasméticos (Henriksen y col., 2003). Contrariamente, en ratones, el 10t,12¢c-CLA parece inducir
insulino resistencia con hiperinsulinemia y normo o hiper glucemia (DeLany y col., 1999;
Tsuboyama-Kasaoke y col., 2000). Esta respuesta diferente observada en el ratén, puede estar
asociada a la marcada pérdida de grasa corporal, y la consecuente alteracion en las concentraciones
de adipoquinas plasmadticas.

En humanos, los resultados hallados fueron estrechamente relacionados el 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). En sujetos obesos o con sobrepeso, la
sustitucion con CLA no mostré cambios en los niveles de insulina y glucosa plasmética (Risérus y
col., 2002; Gaullier y col., 2004; Gaullier y col., 2005). En cambio, en pacientes con alto riesgo de
contraer enfermedades cardiovasculares, los CLA disminuyeron la sensibilidad a la insulina, y éste
efecto se relacion6 con el estrés oxidativo generado por los CLA (Risérus y col., 2002; Risérus y
col., 2004).

En relacion al mecanismo de acciéon de los CLA, numerosos estudios sugieren que el

isémero 10t,12c-CLA seria el isémero bioactivo que influye sobre los cambios en el peso corporal
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observados en personas con diabetes tipo 2 (Belury y col., 2004). Brown y col. (2004) han
observado que durante el proceso de delipidacion, el 10t,12c-CLA disminuye la expresion de los
PPAR-y, y asi altera el metabolismo lipidico y glucidico, inhibiendo la captacion y metabolizacion
de AG y de la glucosa. El estudio de los mecanismos por los cuales los CLA operan a nivel celular,
ha demostrado que los primeros blancos para los CLA son los miembros de la familia de receptores
nucleares, particularmente, el factor de transcripcion lipostatico, PPAR-a, PPAR-y, SREBP-Ic y
LXR-a (Taylor y col., 2004). Consecuentemente, los efectos de los CLA en el metabolismo de la
glucosa son producidos por efectos secundarios mediados a través de factores tales como el co-
activador del PPAR-y, que es controlado por este receptor nuclear (Hammarsted y col., 2003).
Ademads, también se ha visto que los CLA regulan la expresion de genes (como de proteinas
desacoplantes) importantes en la regulacion de la adipogénesis, metabolismo de la glucosa y de los
lipidos y, posiblemente, en la termogénesis. Otro posible mecanismo de los CLA sobre
hiperinsulinemia que ha sido sugerido, es a través de la sensibilizacién de la adiponectina. Esta
adipoquina secretada por el tejido adiposo aumenta la sensibilidad a la insulina mejorando el
metabolismo de la glucosa, estimula la oxidaciéon de AG, decrece los niveles de TG plasmaéticos,
como también inhibe ciertos procesos inflamatorios. Niveles circulantes reducidos de adiponectina
son caracteristicos en animales y humanos obesos, y en pacientes con diabetes mellitus tipo 2

(Beltowski, 2003).

4.2.4- Efectos sobre la salud cardiovascular y el metabolismo lipidico

El efecto de los CLA sobre la salud cardiovascular, al igual que lo anteriormente expuesto
sobre otros aspectos de la salud, han mostrado resultados discrepantes. Por un lado, un efecto
favorable ha sido reportado, tanto para la mezcla de isémeros, como para ambos isémeros
individuales, sobre las lesiones aterosclerdticas en conejos y hamsters (Kritchevsky y col., 2000;
Valeille y col., 2005). Asimismo, se ha demostrado una variada respuesta sobre factores de riesgo
aterogénicos, tales como reduccion de los niveles séricos de colesterol, triglicéridos y colesterol-
LDL con niveles normales o aumentados de colesterol HDL (Baddini-Feitoza y col., 2009;
Battacharya y col., 2006). Sin embargo, Gavino y col. (2000) encontraron que, tanto la mezcla de
isomeros CLA como el 10t,12¢c-CLA, aumentaron las concentraciones séricas de TG, TG-
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y colesterol-VLDL. Es probable que ejerzan su funcién
mediante la regulacion del metabolismo de los AG en higado a través de reguladores como: PPARs,
SREBP y/o SCD (Choi y col., 2001; Bathacharya y col., 2006) y también mediante la remocién de
lipoproteinas ricas en TG (Andreoli y col., 2009).
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Los mecanismos de accidén que conducen a diferentes efectos sobre los lipidos circulantes,
son el resultado del impacto que tienen los isdmeros en diferentes tejidos, siendo, probablemente, el
higado y el tejido adiposo, los dos tejidos mds importantes. Los efectos en el metabolismo lipidico a
nivel hepatico han sido muy bien descriptos en modelos experimentales, fundamentalmente con
10t,12c-CLA en ratones. En relaciéon a esto, se ha demostrado que ratones alimentados con
10t,12c-CLA desarrollan hepatomegalia y esteatosis hepdtica por redistribucion de los depdsitos de
grasa (Tsuboyama-Kasaoka y col.,, 2000; Clément y col., 2002). Entre los mecanismos que
conducen a la acumulacién hepética de lipidos pueden considerarse el incremento de la afluencia de
AG, aumento de la lipogénesis, y una alterada oxidacién de AG y secrecion insuficiente de TG para
impedir la acumulacién de lipidos (Vyas y col., 2012). Muchos de los efectos del 10t,12c-CLA
sobre la acumulacién de TG hepaticos, pueden ser mediados por la accién sobre diferentes factores
de transcripcion que regulan genes claves del metabolismo lipidico. Asi, ha sido observado que el
tratamiento con 10t,12c-CLA produce un aumento en la expresion de SREBP-1c y PPAR-y a nivel
hepético (Clément y col., 2002; Rasooly y col., 2007). Este incremento en los factores de
transcripcion ha sido atribuido a la hiperinsulinemia generada por el 10t,12¢c-CLA en ratones. Estas
alteraciones son la resultante del cuadro lipoatréfico descripto por Poirier y col. (2005a), el cual
pareciera tener su origen primario a nivel del tejido adiposo. Asi, estos autores sostienen que la
deplecion de los depdsitos de grasa inducidos por éste isdmero, conducen a una reduccién en la
produccién de adipoquinas (leptina y adiponectina), lo cual reduce la sensibilidad insulinica
periférica. Esta alteracion, conduce, a su vez, a hiperplasia de las células P-pancredticas e
hiperinsulinemia que incrementa la acumulacién de lipidos en el higado, a través de la induccién de
diferentes vias metabodlicas. Ademds, la hiperinsulinemia es la responsable del incremento de la
sintesis proteica e incremento del tamafio hepdtico (Figura 8). Estos mecanismos de accion
responsables de las alteraciones lipidicas hepdticas, y en general del sindrome lipoatréfico, han sido
observados cuando los ratones fueron alimentados con dietas sustituidas s6lo con el isémero
10t,12¢c-CLA (Clément y col., 2002). De igual forma, no se evidenci6 sindrome lipoatréfico en otras
especies alimentadas con diferentes mezclas de CLA e incluso con el 10t,12¢c-CLA (Faulconnier y

col., 2004; Zabala y col., 2004; Purushotham y col., 2007).
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Figura 8- Representacion esquemadtica del sindrome lipoatréfico inducido por el 10t,12c-CLA en

ratones*
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*Adaptado de Poirier y col. (2005a).

En humanos, los resultados hallados también son discrepantes. Mientras que algunos autores
no han encontrado cambios en los niveles de lipidos y lipoproteinas plasmaticas especialmente con
la mezcla de isémeros y con 9c,11t-CLA, en voluntarios saludables (Smedman y Vessby, 2001;
Mele y col.,, 2013) y en aquellos con sobrepeso/obesidad (Risérus y col.,, 2004). Otros
investigadores reportaron que los CLA mejoran el perfil lipidico en ambos tipos de pacientes
(Gaullier y col., 2005). En contraste, Tricon y col. (2004) en hombres sanos, hallaron que la
sustitucion con 10t,12¢c-CLA incrementa los niveles plasméticos de TG vy las relaciones colesterol-

LDL/colesterol-HDL y colesterol total/colesterol-HDL.

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 produccion de factores solubles y mediadores inflamatorios tanto en
humanos como en modelos animales (Kelly, 2001; Bhatacharya y col., 2006). Se ha demostrado que
los CLA aumentan la funcién humoral incrementando la produccién de inmunoglobulinas (Ig)
como Ig G, IgM e IgA de los linfocitos de bazo, de manera dosis dependiente, y que reducen la
funciéon de los macréfagos disminuyendo la sintesis de mediadores y/o enzimas inflamatorias

(O’Shea 2004). También se ha visto que reducen los niveles de IgE, PGE; e IL-12, los cuales juegan
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un rol crucial en las reacciones alérgicas tipo-I (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). Ademads, los CLA disminuyen la
produccién de citoquinas proinflamatorias, principalmente TNF-a e interferon gamma, que juegan
un rol central en la patogénesis de inmunopatologias cronicas (O’Shea 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”, y
disminuyendo la produccion de prostaglandinas y leucotrienos (O’Shea y col., 2004). Existe
también, una hipdtesis 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; Perdomo y col., 2011).

Pese a que se han realizado numerosos estudios tendientes a dilucidar los efectos de ingestas
cronicas de dietas conteniendo AGT y/o CLA, un gran ndmero de interrogantes surgen,
principalmente, debido a los modelos experimentales empleados. En este sentido, algunas de las
variables introducidas son los niveles de AL en las grasas dietarias. Ademads, los AG isoméricos se
incorporan en los tejidos y podrian actuar como sustratos alternativos o competir en el metabolismo
del AL y sus derivados. A nuestro conocimiento, no existen estudios que hayan investigado los

efectos de la sustitucion parcial con isémeros a dietas enriquecidas o deprivadas en AL.
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En funcién de todo lo anteriormente expuesto, se plantearon los siguientes objetivos del

trabajo de tesis:

Objetivo general

Investigar los potenciales efectos metabdlicos de los AGT y los CLA en dietas enriquecidas

o deprivadas en AL en un modelo experimental animal.

Objetivos especificos

A- Validar bioquimicamente el modelo experimental de enriquecimiento y deprivacion de AL
mediante el andlisis del perfil de AG, en suero y tejidos; focalizdndose, especificamente para
aquellos animales en deprivacion de AL, en los niveles de dcido Mead y en la estimacion de la

relacidn trieno/tetraeno.

B- Evaluar, durante los tratamientos experimentales, parimetros nutricionales incluyendo: ingesta

de alimentos y energética, ganancia de peso y absorcion de grasa dietaria,

C- Estudiar, al final del tratamiento dietario: composicién corporal, retencion energética corporal y
eficiencia energética, como también, peso del higado, de los tejidos adiposos epididimal y

retroperitoneal, y del mdsculo gastrocnemio.

D- Analizar la incorporacién y retencién de los isdmeros ingeridos, como asi también, los cambios

que los mismos producen sobre el perfil de AG en suero y tejidos hepético, adiposo y muscular.
E- Determinar los potenciales cambios en los niveles séricos de TG, FL, Col y glucosa séricos.
F- Evaluar cambios en los niveles de TG, FL y Col hepéticos.

G- Analizar el contenido de TG y FL musculares.

H- Estudiar los mecanismos reguladores de los niveles de TG plasmaticos mediante la secrecion
hepatica de TG “in vivo” y la remocién plasmatica de TG-pre-f lipoproteinas en tejido adiposo

epididimal y mudsculo gastrocnemio.
I- Analizar la composicion de AG de las lipoproteinas secretadas por el higado.

J- Evaluar la actividad de las enzimas lipogénicas en higado y tejido adiposos epididimal: FAS, EM

y G6PDH.
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K- Estimar el flujo de sustratos a través de la enzima SCD en higado, tejido adiposo epididmal y

musculo gastrocnemio.

L- Cuantificar la capacidad oxidativa de AG en higado y musculo gastrocnemio mediante la

actividad de la enzima CPT-Ia y CPT-Ib, respectivamente.

M- Estimar la capacidad de biosintesis de AGPI-CL de las familias n-6 y n-3 en higado, tejido

adiposo epididimal y muisculo gastrocnemio.

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

N- Estimar el dafio peroxidativo y el estado de las defensas antioxidantes a nivel hepético.

O- Estudiar el posible efecto sobre el metabolismo de la glucosa a través de la captacion,

incorporacion y oxidacion de la glucosa y sintesis de glucégeno en misculo soleo aislado, en

condiciones basales y bajo los efectores insulina y palmitato.
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1- Animales

Para investigar los posibles efectos metabdlico-nutricionales potencialmente benéficos y/o
adversos de la sustitucion parcial con 4cidos grasos trans y con conjugados del dcido linoleico a
dietas enriquecidas o deprivadas en AL, se emplearon ratas machos de la cepa Wistar, de dos
semanas post-destete, provistas por el Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias
Veterinarias del Litoral (Esperanza, Santa Fe). Durante el periodo experimental los animales fueron
mantenidos en condiciones controladas de temperatura (23 + 2 °C) y ciclo luz-oscuridad (12 horas).
Todos los estudios fueron programados segiin 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.

2- Dietas
Las dietas fueron elaboradas en base a las recomendaciones del comité ad hoc del

“American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento, AIN-93G (Reeves y col., 1993) con

excepcion de la fuente de AG que estuvo basada en la dieta AIN-76 (1973), y fueron isocaldricas y

sOlo difirieron en el tipo de grasa dietaria, pero no en el nivel (7% de grasa en todos los casos).

e Dieta enriquecida en AL (*AL): conteniendo 7% de aceite de maiz.

e Dieta deprivada de AL ("AL): conteniendo 7% de coco hidrogenado bajo trans.

e Dieta "AL+AGT: en la cual se sustituyé 2% del aceite de maiz de la dieta "AL por 2% de aceite
de soja hidrogenado rico en AGT (50% de AGT).

e Dieta "AL+AGT: se sustituyd 2% del aceite de coco de la dieta "AL por 2% de aceite de soja
hidrogenado rico en AGT (50% de AGT).

e Dieta "AL+CLA: se sustituyé 1% del aceite maiz de la dieta "AL por 1% de aceite rico en
mezcla de isomeros CLA.

e Dieta "AL+CLA: se sustituyé 1% del aceite coco de la dieta "AL por 1% de aceite rico en

mezcla de isomeros CLA.
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Tabla 1- Composicion de las dietas

Ingredientes (g/kg dieta) AL AL | TAL+AGT | 'AL+AGT | "AL+CLA | "AL+CLA
Almidon 529.5 529,5 529,5 529,5 529,5 529,5
Caseina 200 200 200 200 200 200
Sacarosa 100 100 100 100 100 100
Aceite de maiz 70 - 50 - 60 -
Aceite de coco - 70 - 50 - 60
Aceite rico en AGT - - 20 20 - -
Aceite rico en CLA - - - - 10 10
Fibra 50 50 50 50 50 50
Minerales 35 35 35 35 35 35
Vitaminas 10 10 10 10 10 10
L-Cisteina +

L-Metionina 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Colina 2.5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia (kJ/Kg) 16.569 | 16.569 16.569 16.569 16.569 16.569

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de écido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT; *AL+CLA: *AL sustituida con CLA; "AL+CLA: "AL
sustituida con CLA.

Para lograr los niveles de AL deseados en las dietas (enriquecidas y deprivadas) se
emplearon dos aceites comestibles: aceite de maiz, el cual posee altos niveles de AL, bajos de ALA
y un claro desbalance en la relacién n-6/n-3; y aceite de coco hidrogenado (muy bajo en AGT) el
cual es deprivado en ambos AGE: AL y ALA. Los AG isoméricos fueron aportados por un aceite de
soja parcialmente hidrogenado rico en AGT (50%) y un aceite comercial mezcla de los isémeros
c9,t11-CLA y t10,c12-CLA (39,0% y 38,8%, respectivamente) gentilmente provistas por Lipid
Nutrition B.V.

A lo largo de todo el periodo experimental se prepararon las dietas cada tres dias, las cuales
fueron ofrecidas diariamente a los animales.

La composicion de AG de los aceites utilizados, como metil ésteres, fue determinada por
cromatografia gaseosa (CG) 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 estindares comerciales. La composicion de AG de los aceites utilizados

se muestra en la Tabla 2
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Tabla 2- Composicion de 4cidos grasos de los aceites dietarios

Acido graso (%) Maiz Coco Rico AGT | Rico CLA
6:0 ND 0,49 ND ND
8:0 ND 6,76 ND ND
10:0 ND 5,64 ND ND
11:0 ND 0,02 ND ND
12:0 ND 47,67 ND ND
13:0 ND 0,02 ND ND
14:0 0,031 17,46 0,09 ND
16:0 12,21 9,21 11,06 5,85
16:1 0,12 ND ND ND
17:0 ND ND 0,08 ND
18:0 1,93 12,53 10,78 1,20
(6-8)t-18:1 ND ND 5,66 ND
9t-18:1 ND ND 7,29 ND
10t-18:1 ND ND 10,67 ND
11t-18:1 ND ND 9,65 ND
12t-18:1 ND ND 7,49 ND
(6-8)c+(13/14)t-18:1 ND ND 8,26 ND
9c-18:1 31,95 0,05 9,03 9,05
15t+10c-18:1 ND ND 3,94 ND
11c-18:1 0,54 ND 3,23 0,41
19:0 ND ND 0,56 ND
Ot12t-18:2 ND ND 1,35 ND
9c12t-18:2 ND ND 0,40 ND
9t12c-18:2 ND ND 0,44 ND
9c12c¢-18:2 51,26 0,01 0,63 1,08
20:0 0,50 0,14 0,03 ND
8c-20:1 ND ND 0,06 ND
11c-20:1 0,25 ND 0,02 ND
9¢,12¢,15¢-18:3 0,88 ND ND ND
22:0 0,16 ND 0,35 0,35
24:0 0,15 ND ND ND
9¢,11t-CLA ND ND ND 38,99
11c,13t-CLA ND ND ND 1,54
10t,12¢c-CLA ND ND ND 38,76
2. NI ND ND 8,92 3,11

ND: no detectado; NI: no identificado.
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3- Grupos experimentales y protocolo de trabajo

Ratas de la cepa Wistar, macho, aclimatadas durante dos semanas luego del destete en un
ambiente con luz-oscuridad de 12 hs, a temperatura controlada (23 + 2°C), con libre acceso al agua
y a una dieta estdndar de laboratorio, fueron distribuidos aleatoriamente en 6 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: *AL, "AL, "AL+AGT,
"AL+AGT, "AL+CLA, "AL+CLA. A lo largo de todo el tratamiento dietario se realizé el
seguimiento de peso de los animales. Al finalizar el periodo experimental, los mismos fueron
sacrificados bajo anestesia (I mg acepromicina + 100 mg ketamina/Kg peso). Se extrajeron
muestras de sangre por puncién cardiaca sin anticoagulante y se centrifugaron a 4 °C. El suero
obtenido fue alicuotado y congelado a -20°C hasta el momento de su valoracién. Higado, tejido
adiposo epididimal (TAE), tejido adiposo retroperitoneal (TARP) y muisculo gastrocnemio fueron
extraidos en forma completa, y muestras de cada uno de ellos fueron congeladas con una pinza
enfriada en nieve carbonica, pesadas, morterizadas y conservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta su

procesamiento.

4- Determinaciones realizadas
En la experiencia destinada a evaluar la absorcion aparente de grasa dietaria, la composicion
corporal y la eficiencia, se pesaron diariamente los animales, registrandose la ingesta de alimento y
recolectdndose en forma separada la materia fecal y los restos de alimento. La totalidad de la
materia fecal se recogio en recipientes metalicos que se colocaron en estufa a 60°C hasta peso
constante. Alicuotas de esta materia fecal deshidratada se conservaron a -20°C para la
posterior cuantificacion de grasa. Para determinar el contenido de humedad, grasa y N del alimento,

muestras de las distintas dietas se secaron hasta peso constante.

4.1- Absorcion aparente de lipidos dietarios

Las ingestas y excretas diarias fueron llevadas a sequedad y posteriormente se realizé una
extraccion con éter de petrdleo utilizando el extractor tipo Twysselman. La cantidad de grasa se
obtuvo por gravimetria (Windham, 1999).

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

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

Absorcién aparente de grasa (%) = x 100

Grasa ingerida (mg/dia)
4.2- Composicion corporal

4.2.1- Determinacion del contenido de agua

Un lote de animales correspondiente a los diferentes grupos dietarios fue anestesiado y
eviscerado. Las carcasas se pesaron y colocaron en estufa a 60°C hasta peso constante,
determindndose por diferencia de pesadas el contenido de agua de las mismas (Windham, 1999).
Los resultados se expresaron como g de agua/l100 g de carcasa. Cada una de las carcasas secas
fueron trituradas hasta obtener una muestra homogénea, a partir de la cual, distintas alicuotas se

utilizaron para la determinacion del contenido de proteinas y grasa.

4.2.2- Determinacion del contenido de proteinas

La cuantificacién de N en alicuotas de carcasas secas y trituradas se realiz6 mediante el
método de Kjeldahl (Windham, 1999). Para ello, la muestra se digiri6 con H,SO4 concentrado con
el fin de destruir oxidativamente la materia orgdnica. De esta manera todo el N orginico fue
transformado en HsN, el cual quedé retenido como (H4N)2SOs. El proceso fue acelerado mediante
catalizadores como CuSO4 y Se, y por elevacion de la temperatura de ebullicién del H,SO4 por el
agregado de Na;SO,4 o K,;SOy4 anhidro. El resto de la materia orgdnica fue transformada en CO,; y
H,0, que se elimin6 por calentamiento. El H4N" se transformé en H3N por adicién de una solucién
alcalina (NaOH concentrado). Este H3N fue arrastrado por vapor de agua y recibido en un frasco
colector conteniendo HC1 0,1N. El exceso de HCI que no reaccion6 con el H3N se titul6 con NaOH
0,IN. Los miliequivalentes de N cuantificados corresponden a la diferencia entre los
miliequivalentes de HCI totales presentes en el frasco colector y los miliequivalentes en exceso. El
contenido total de N de la 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.

4.2.3- Determinacion del contenido de grasa
La cuantificaciéon del contenido de grasa total se realiz6 en alicuotas de carcasas secas
mediante el método extractivo con solvente descripto en el item 4.1 Los resultados se expresaron

como g de grasa/100 g de carcasa.
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4.3- Retencion energética corporal y eficiencia energética

4.3.1- Retencion energética corporal

La retencion energética de proteinas (REPC) y grasa (REGC) en carcasa se calculé como la
diferencia entre la cantidad de proteinas 6 de grasa, respectivamente, en carcasa de animales
posterior al tratamiento dietario, y previo al mismo en un grupo control de caracteristicas
semejantes al grupo de inicio experimental. Se emplearon los factores de conversién de Canolty y
Koong (1976): 18,62 KJ/g de proteinas y 39,12 KJ/g de lipidos para transformar en energia (kJ) el
contenido de proteinas y grasas. La retencion energética total corporal diaria (RETC) en la carcasa
se calcul6 en funcién de la ganancia diaria de peso como proteinas y como grasa de cada animal.

Mas detalles metodoldgicos fueron previamente publicados (Colandré y col., 2003).
RETC (kJ/dia) = REPC (kJ/dia) + REGC (kJ/dia)

Donde:
REPC = g proteina/dia x 18,62 kJ/g proteinas
REGC = g grasa/dia x 39,12 kJ/g grasas

4.3.2- Eficiencia energética

La eficiencia energética (EE), durante el periodo experimental, se calculé mediante el
cociente entre la RETC vy la ingesta energética (IE) (Dulloo y Girardier, 1992; Bell y col., 1995;
Specter y col., 1995). La IE se calculé multiplicando la cantidad de alimento consumido por el

numero de kJ aportados por gramo de dieta.

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

4.4- Cuantificaciones en suero

4.4.1- Concentracion de triglicéridos séricos

La concentracién de triglicéridos (TG) en suero se determiné mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). El método
se fundamenta en la hidrélisis enzimatica de los TG en glicerol y AG libres, por medio de una

combinacion especial de lipasas. El glicerol es fosforilado a glicerol-fosfato en presencia de glicerol
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quinasa y ATP luego, este derivado fosforilado, es oxidado con produccion de perdxido de
hidrégeno por accion de la glicerol fosfato oxidasa. El indicador final de color es una quinoneimina
roja formada a partir del peroxido de hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la accién
catalitica de una peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de absorcién a 510 nm, cuya
intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de TG presentes en la muestra.

Los resultados se expresaron en mmol/I.

4.4.2- Concentracion de colesterol total sérico

La concentracién de Col en suero se determiné mediante un método enzimético empleando
un kit comercial (Sociedad de Bioquimico, Santa Fe, 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 colesterol libre, es oxidado por accién de una
colesterol oxidasa, con formacién de perdxido de hidrogeno. Este ultimo, en presencia de
peroxidasa, oxida el cromdgeno 4-aminofenazona a un compuesto de color rojo. La quinoneimina
roja formada posee un pico de absorcién a 505 nm. La intensidad de color es directamente
proporcional a la concentracion de Col presente en la muestra. Los resultados se expresaron en

mmol/I.

4.4.3- Concentracion de fosfolipidos séricos

El nivel de FL séricos se evalué mediante el contenido de fésforo presente en un extracto de
lipidos séricos. La extraccion y purificacion de los lipidos del suero se llevo a cabo mediante la
técnica de Folch y col. (1957), para la cual se homogeneiz6 una alicuota de suero con la mezcla de
solventes cloroformo:metanol 2:1 (v/v), en una proporcién 1:19, y posterior lavado del extracto
obtenido, por adicién de un quinto de su volumen de agua o de una solucién apropiada de sales. De
la mezcla resultante se obtuvo un sistema bifédsico. La fase superior conteniendo todas las sustancias
no lipidicas y solo cantidades insignificantes de otros lipidos, fue desechada. Una alicuota de la fase
inferior, conteniendo mayoritariamente los lipidos del suero, fue transferida a un tubo de vidrio
largo (20 ml) tapa a rosca y secada a 40°C bajo corriente de N gas para su posterior procesamiento.

La cuantificacion del contenido de fosforo en el extracto lipidico obtenido, se llevé a cabo
mediante el método estdndar de reduccién del complejo fosfomolibdato con dcido ascérbico (Chen
y col., 1956). El principio de la técnica se basa en que el dcido percldrico oxida el fésforo orgénico
hasta fosfato inorgénico. Los iones fosfatos reaccionan con el molibdato de amonio en medio dcido

para producir 4cido fosfomolibdico, el cual es reducido a azul de molibdeno, de color intenso por
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accion del dcido ascérbico. La intensidad del color a 800 nm es proporcional a la concentracién de

fosforo de la muestra. Los resultados se expresaron en mg/ml.

4.4.4- Concentracion de glucosa sérica

La concentracion de glucosa en plasma se determind mediante un método enzimatico
empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). El fundamento se
basa en que la glucosa plasmdtica es oxidada por la glucosa oxidasa a dcido glucénico y peréxido
de hidrégeno. Este dltimo en presencia de peroxidasa oxida al cromégeno 4-aminofenazona/fenol a
una quinona de color rojo cuya intensidad se mide espectrofotométricamente a 505 nm y es
proporcional a la concentracidon de glucosa presente en la muestra. Los resultados se expresaron en

g/l.

4.4.5- Perfil de acidos grasos séricos

La composicion de AG de los lipidos circulantes se cuantific6 mediante cromatografia
gaseosa (CQG), empleando un cromatédgrafo 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 plasmaticos fueron identificados por comparacién con los tiempos de retencion relativos a
estdndares comerciales.

La identificacién y cuantificacion de ésteres metilicos correspondientes a AG por CG,
requiere de tres etapas: obtencidon del extracto lipidico, derivatizacién de los AG, y corrida

cromatogréfica.

e La extraccion de la materia grasa del suero se realizé mediante el método de Bligh y Dyer
(1959). Este método permite una rapida extraccion de lipidos de tejidos o muestras que contienen
una cantidad significativa de agua. El método se basa en la homogenizacién de la muestra con
cloroformo, metanol y agua en proporciones 1:2:0,8 para que se forme una sola fase miscible con el
agua de la muestra que extrae, tanto la grasa libre, como estructural. Luego se afiaden alicuotas de
cloroformo y agua para lograr la separacion de fases. El material lipidico se encuentra en la fase
organica, mientras que el material no lipidico se ubica en la fase acuosa. El volumen de suero a
utilizar para la extracciéon lipidica debe ser de 0,8 ml (ajustidndose 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 formacion del sistema homogéneo. La
fase orgdnica conteniendo el material lipidico de la muestra se coloc bajo corriente de N, gas, con

el fin de evaporar los restos de solvente.
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e Para la derivatizacién 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 ebullicién anormalmente altos, lo cual impide su
andlisis directo por CG. Por esta razon los AG de los TG presentes en la muestra son convertidos en
metil ésteres con KOH 2N, previa disolucion del extracto lipidico en hexano calidad HPLC (ISO
5509:2000 (E)). Los ésteres metilicos formados tienen un peso molecular algo mayor que el
respectivo 4cido graso, pero al romperse el puente de hidrogeno, bajan su punto de ebullicion a la
mitad, pudiendo ser analizados por CG, ya que son voldtiles a las temperaturas en que se manejan

las fases liquidas.

e En referencia a la “corrida cromatografica”, resulta pertinente aclarar que la cromatografia
gaseosa es una técnica de particion que permite que todo compuesto quimico que habitualmente es
un gas o susceptible de ser transformado en un gas, pueda ser identificado y cuantificado por esta
metodologia. Asi, la muestra en estado gaseoso se reparte entre dos fases no miscibles: 1- una
gaseosa que corresponde al gas de arrastre o gas portador que es mévil, y 2- 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 retencién) 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 metil ésteres de AG totales.

4.5- Cuantificacion de lipidos tisulares

e En muestras de higado se determinaron las concentraciones de TG, FL y Col.
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e En muestras de muisculo gastrocnemio se determinaron las concentraciones de TG y FL. Se
seleccion6 para las cuantificaciones musculares el mdsculo gastrocnemio, ya que por su tipo de
fibras constitutivas, es representativo del tejido muscular total, el cual posee una elevada capacidad
oxidativa y de utilizacién de AG, como asi también representa aproximadamente el 45% del peso
corporal.

e En muestras de higado, tejido adiposos epididimal (TAE) y musculo gastrocnemio se analiz6 el

perfil de AG.

4.5.1- Concentracion de triglicéridos tisulares

Para cuantificar los niveles de TG tisulares (higado y musculo), una cantidad determinada
del tejido conservado a -80°C se homogeniz6 con un volumen apropiado de solucion fisioldgica fria
(4°C) para obtener una dilucién 1/10.

El contenido de TG se determiné mediante la técnica propuesta por Laurell (1966). Los TG
se extrajeron utilizando una mezcla éter isopropilico:etanol (95:5; v/v) y luego fueron saponificados
con una solucién de KOH 6N:etanol (0,5:9,5; v/v). El glicerol liberado fue cuantificado mediante su
oxidacion con peryodato generando un mol de 4cido férmico y dos moles de formaldehido para
cada mol de sustrato. El formaldehido reacciona a 100°C con &cido cromotrdpico para dar un
compuesto violeta, cuya intensidad de color se mide a 570 nm y es proporcional a la cantidad de TG

presentes en la muestra. Los resultados se expresaron como pmol/g tejido himedo.

4.5.2- Concentracion de fosfolipidos tisulares

Para cuantificar los niveles de FL tisulares, una cantidad determinada del tejido conservado
a -80 °C se homogeniz6 con la mezcla de solventes cloroformo:metanol 2:1 (v/v), en una
proporcion 1:19 y se realizé la extraccion lipidica siguiendo la técnica de Folch y col. (1957)
anteriormente detallada. Posteriormente se cuantificé el contenido de fésforo presente en el extracto
lipidico obtenido mediante el método estindar de reduccién del complejo fosfomolibdato con édcido
ascorbico (Chen y col., 1956). Esta técnica fue descripta en detalle en el apartado 4.4.3. Los

resultados se expresaron como mg/g tejido himedo.

4.5.3- Concentracion de colesterol total hepatico

Para cuantificar los niveles de Col hepdtico, una cantidad determinada del tejido conservado
a -80°C se homogeniz6 con la mezcla de solventes cloroformo:metanol 2:1 (v/v), en una proporcion
1:19 y se realizé la extraccion lipidica siguiendo la técnica de Folch y col. (1957) anteriormente

detallada. Una alicuota del extracto lipidico obtenido fue secada bajo corriente de nitrégeno y
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resuspendida en isopropanol para la posterior determinacion de la concentraciéon de Col mediante
método enzimdtico empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimico, Santa Fe, Argentina).

Los resultados se expresaron como mg/g tejido hiimedo.

4.5.4- Perfil de acidos grasos tisulares

La composicién de AG de los lipidos tisulares (higado, TAE y musculo gastrocnemio) se
determiné mediante CG, como fuera descripto en el item 4.4.5, previa extraccion de la materia
grasa tisular mediante el método de Bligh y Dyer (1959). En este caso, el método requiere
determinar el contenido de humedad de la muestra para ajustarla posteriormente a 80%. Los

resultados se expresaron como porcentaje de los metil ésteres de AG totales.
4.6- Parametros relacionados al metabolismo lipidico

4.6.1- Secrecion hepatica “in vivo” de TG-pre-3 lipoproteinas

La velocidad de secreciéon de TG-pre-B lipoproteinas (VSTG) “in vivo” se determiné
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 administracion de Triton WR 1339, de modo que los TG se acumulan en el
tiempo en el sistema vascular en forma proporcional a la velocidad con la que son secretados por el
higado.

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

de dilucién del Azul de Evans (Wang y col., 1949).
La VSTG fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

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

Pxt
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Siendo [TGiyo] y [TGo] las concentraciones de TG a tiempo 120 y 0 minutos de la administracion
del Triton WR 1339 y expresadas en umol/ml; P, el peso en gramos del animal; Vp en ml y t en
minutos.

En un trabajo previo (Bernal y col., 1989) ha sido demostrado que, en ratas, la dosis
empleada es la que provee la mdxima inhibicién de la clarificacién de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL)-TG y que bajo estas condiciones el actimulo de TG en el plasma es lineal hasta
los 150 minutos, razén por la que sélo se cuantificaron los niveles de TG a los tiempos 0 y 120

minutos.
4.6.2- Actividad total de la enzima lipoproteina lipasa

4.6.2.1- Actividad total de la enzima lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal

A pesar de que el tejido adiposo de la rata representa sélo un 7-10% de su peso corporal y
que recibe menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que es el principal tejido
responsable de la remocion de las lipoproteinas ricas en TG presentes en circulacion. La actividad
total de la enzima LPL en TAE se determiné empleando el método fluorimétrico descripto por Del
Prado y col. (1994). Para tal fin, una cantidad de TAE se homogeneiz6 en frio con buffer tris
(hidroximetil) aminometano (tris-HCI1) 0,2 M pH 8,2 a 4°C, en una proporcion 0,2 g de tejido/ml de
buffer. Una alicuota del homogeneizado fue utilizada para la preparaciéon de extracto enzimatico
“polvo de acetona” (Lutz y col., 1989). Esta preparacion consiste en una doble extraccion con
acetona fria (dil. 1/4, -20°C) seguida de una doble extraccion con éter dietilico frio (dil. 1/4, -20°C).
El polvo de acetona obtenido se llevd 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 concentracioén de
proteinas en el resuspendido se determiné mediante la técnica de Lowry (1951).

El método fluorimétrico para la determinacion de la actividad de la enzima LPL descripto
por Del Prado y col. (1994), utiliza di-butiril fluoresceina (DBF) como sustrato enzimatico, el cual
fue sintetizado a partir de la mezcla de fluoresceina con piridina y anhidrido butirico. La mezcla fue
almacenada a temperatura ambiente por 24 hs antes de la adicion de etanol absoluto. Finalmente, la
mezcla se guardé en freezer a -20°C por 18 hs. El DBF fue recristalizado en 95% de etanol
sucesivas veces hasta remover las trazas de fluoresceina libre. La pureza del producto final se
evalu6 realizando un espectro de emisién, comprobando que no exista pico de excitacion de
fluoresceina a 490 nm. La reaccién enzimadtica se llevo a cabo a 37°C en buffer fosfato 0,1 M, pH

8,0, conteniendo 5% de 2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimético resuspendido (teniendo
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en cuenta de no superar los 15 mg de proteinas en la mezcla de reaccion). La cuantificacion de la
actividad LPL se realiz6 midiendo durante 5 minutos el aumento de fluorescencia (Aexcitacisn= 490
nm; Aemisisn= 330 nm) producto de la liberacion de fluoresceina como consecuencia de la hidrdlisis
enzimdtica de DBF. Paralelamente, el mismo ensayo fue llevado a cabo en presencia de 1M NaCl
para inhibir la actividad enzimdtica especifica. La actividad LPL en tejido adiposo se determind
sustrayendo la actividad lipolitica no especifica (determinada en presencia de NaCl 1M) de la
actividad lipolitica total (determinada en ausencia de NaCl 1M). Los resultados se expresaron como
nmol de fluoresceina liberada por minuto por gramo de tejido (nmol de fluoresceina/min.g) y como

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

4.6.2.2- Actividad total de enzima lipoproteina lipasa en misculo gastrocnemio

El misculo gastrocnemio conservado a —80°C fue homogeneizado (dil 1/10) en una solucién
buffer NH,CI/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; Aemisiscn= 530 nm)
producto de la liberacién de fluoresceina como resultado de la hidrélisis enzimatica del DBF. La
reacciéon se llevd a cabo a 37°C en un buffer fosfato 0,1 M, pH 8,0, conteniendo 5% de
2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto 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).

4.6.3- Actividad de enzimas lipogénicas en higado y tejido adiposo epididimal

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

para la determinacién de la concentracion de proteinas a través de la técnica de Lowry y col. (1951).
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4.6.3.1- Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

La actividad de la enzima G6PDH (E.C. 1.1.1.49) se determiné espectrofotométricamente a
través de la formacién de NADPH durante 5 minutos a 37°C, medida por absorbancia a 340 nm, en
buffer glicil-glicina 0,1 M, pH 8,0 en presencia de glucosa 1,2 mM, NADP 0,4 mM y MgSO, 12
mM. La actividad de G6PDH fue expresada como nmol de NADPH producidos por minuto por
miligramo de proteina (nmol NADPH/min.mg prot.) (Kuby y Noltmann, 1966).

4.6.3.2- Actividad de la enzima malica

La actividad de la enzima malica (EM, E.C. 1.1.140) se determind
espectrofotométricamente a través de la formaciéon de NADPH durante 4 minutos a 37°C, medida
por absorbancia a 340 nm, en buffer trietanolamina 0,4 M, pH 7.4, en presencia de NADP 0,2 mM,
MnCl; 4 mM y L-malato 0,5 mM. La actividad de EM fue expresada como nmol de NADPH
producidos por minuto por miligramo de proteina (nmol NADPH/min.mg prot.) (Hsu y Lardy,

1969).

4.6.3.3- Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos

La actividad de la enzima FAS (E.C. 2.3.1.85) se determiné espectrofotométricamente a 340
nm, mediante la diferencia en la oxidacién de NADPH en presencia y en ausencia de malonil-CoA.
Para esta determinacion, la enzima fue incubada previamente a 37°C en buffer KH,PO, 1 M, pH
6,5, en presencia de EDTA 2,5 mM, cisteina 10 mM, albimina sérica bovina 0,3 mg/ml, acetil-CoA
0,06 mM y NADPH 0,15 mM. La reaccioén fue iniciada con 20 ul de malonil-CoA 7 mM. La
actividad de FAS se expres6 como nmol de NADPH consumidos por minuto por miligramo de

proteina (nmol NADPH/min.mg prot.) (Lynen, 1969).

4.6.4- Actividad de la enzima carnitina palmitoil transferasa-I en higado y musculo
gastrocnemio

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

Para la determinacién de la actividad de la enzima CPT-I se realiz6 un homogenado
(relacion 1:5) a partir de tejido congelado (-80°C) de higado y musculo, en solucién de sacarosa
0,25 M, EDTA 1 mM, fenil-metil-sulfonil fluoruro 0,2 mM, antipain 1 mg/l, aprotinin 1 mg/l,
leupeptin 2 mg/l y pepstatin 0,7 mg/l. El homogenado se centrifugé a 300g a 4°C durante 10

minutos y luego el sobrenadante se volvid a centrifugar a 12.000g a 4°C durante 5 minutos. Este
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nuevo sobrenadante, conteniendo un aislado de mitocondrias, se utilizé como fuente de enzima. La
determinacion de la actividad de la enzima mide la cantidad de coenzima A liberada a partir de
palmitoil-CoA en presencia de 5,5’-ditiobis-(dcido 2-nitrobenzoico) (DTNB). Para esto, se
incubaron las mitocondrias a 30°C durante 5 minutos en un medio conteniendo 800 ul de buffer
Tris-HCI, pH 8, (Tris-HCI 116 mM, EDTA 2,5 mM, DTNB 0,11 mM, Triton X-100 0,2%), 75 ul
de solucién de homogenado, palmitoil-CoA 0,05 mM y L(-) carnitina 0,11 mM. La reaccién fue
iniciada con 25 ul de muestra y la actividad se determiné siguiendo la liberacion del CoA (a través
de la formacién de CoASH) a 412 nm durante 3 minutos. Este resultado valora la actividad de un
conjunto de enzimas que, al igual que la CPT-I, liberan CoA, por lo que se determiné paralelamente
la actividad en ausencia de L(-) carnitina para cuantificar la actividad de todas las enzimas excepto
de la CPT-I. Para la expresion del resultado se realizé la diferencia entre la actividad en presencia y
en ausencia de L(-) carnitina. La concentracién de proteinas se estimé en el sobrenadante utilizando
la técnica de Lowry y col. (1951). La actividad de la CPT-I fue expresada como nmol de CoA

liberados por minuto por miligramo de proteina (nmol/min.mg prot.) (Bieber y col., 1972).

4.7- Estudio de la expresion génica de adipoquinas y biomarcadores del estado inflamatorio
en tejidos

El ARN total fue aislado a partir de 0,1 g de higado y 0,15 g de tejido adiposo epididimal
utilizando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las
muestras de ARN fueron tratadas luego con un kit DNA-free (Applied Biosystems, California,
EEUU) para remover cualquier contaminacién con ADN genémico. El rendimiento y calidad del
ARN total obtenido fue evaluado midiendo las absorbancias a 260, 280 y 310 nm y por
electroforesis en gel de agarosa al 1,3%. Luego, 1,5 ug de ARN total de cada muestra fue sometido
a transcripcion reversa para sintetizar el ADN complementario (ADNc) usando el kit de sintesis de
ADNC, iScriptTM (Bio-Rad, California, EEUU).

Se analizaron los niveles de ARNm de las adipoquinas leptina y adiponectina en tejido
adiposo epididimal y de los biomarcadores del estado inflamatorio: IL1-f, IL6 y TNF-a en tejido
adiposo epididimal e higado. Los niveles de ARNm fueron cuantificados usando PCR en tiempo
real con un equipo de deteccion Real Time PCR iCycler™-MyiQ™ (BioRad). Los niveles de
B-actina fueron medidos de la misma manera y utilizados como gen de referencia. 0,1 ul de cada
ADNCc fueron agregados a la mezcla de reaccion SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems)
con los pares de primers correspondientes. Los primers especificos fueron disefiados y sintetizados

comercialmente (Integrated DNA Technologies, Brasil). Las secuencias fueron las siguientes:
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Leptina: 5-GTGCCTATCCACAAAGTCCAGG -3 (sentido);
5"-CGCAGGTTCTCCAGGTCATG-3" (antisentido).
Adiponectina: 5-ACTCAGCATTCAGCGTAGGGC -3” (sentido);
5"-TGGTCGTAGGTGAAGAGAACGG-3" (antisentido).
IL1-B: 5"~ AGGCAGTGTCACTCATTGTGGC-3" (sentido);
5"-TCACATGGGTCAGACAGCACG-3" (antisentido).
IL6: 5-CCTTCTTGGGACTGATGTTGTTGA-3" (sentido);
5-GGGTGGTATCCTCTGTGAAGTCTCC-3" (antisentido).
TNF-a: 5'-GCCTCTTCTCATTCCTGCTCGTGG-3" (sentido);
5"-TTCTCCTCCTTGTTGGGACCGATC-3" (antisentido).
Todas las PCRs fueron realizadas de acuerdo al siguiente protocolo de reaccién: 2 minutos
iniciales a 50°C, desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos combinados con annealing y extensiéon a 60°C por 1
minuto. En todas las muestras, los niveles de ARN mensajero fueron normalizados segin los
valores obtenidos para f-actina y los resultados expresados como cambios en el ciclo umbral
(Specter y col., 1995) al valor relativo de los controles usando el método de phAc

2001).

(Livak y col.,

4.8- Parametros relacionados al estrés oxidativo hepatico

4.8.1- Determinacion del grado de lipoperoxidacion

El dafio peroxidativo a nivel hepético fue evaluado a través del grado de lipoperoxidacion
(LPO), analizado mediante las sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS). Para tal fin, los
higados fueron rdpidamente removidos y lavados con solucién salina enfriada a 4°C y conservados
a -80°C. La determinacion se realizé en homogenados hepdticos preparados en una proporcion de 1
g de tejido con 9 ml de KCl 1,15%, de acuerdo al método de Ohkawa y col. (1979). El método
consiste en la reaccion de 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
cromdgeno rojo con un pico de absorcion espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se

expresaron en nmol MDA/g de tejido.
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4.8.2- Determinacion del contenido de glutation reducido

La determinaciéon de glutation reducido (GSH) se realiz6 en homogenados hepaticos
obtenidos en una proporcioén 1:4 con dcido tricloroacético al 5%. Se obtuvo el sobrenadante por
centrifugacion y se determinaron los niveles de GSH segun la técnica de Ellman y Lysko (1979)

utilizando como reactivo DTNB. Los resultados se expresaron en pmol GSH/g de tejido.

4.8.3- Determinacion de la actividad de la enzima catalasa

Para la determinaciéon de la actividad de la enzima catalasa se obtuvieron homogenados
hepéticos con buffer fosfato 50 mM, pH 7,0 en una relacién de 1g de tejido por 9 ml de buffer, los
cuales fueron luego centrifugados a 4°C y 10.000g durante 12 minutos. La actividad enzimética se
determiné en el sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion y se fundamenta en la cantidad de
H,0; degradada por la enzima, medida en buffer fosfato 50 mM, pH 7,0, con Triton-X 100 al 1%.
La disminucién en el contenido de H,O, fue medida espectrofotométricamente a 240 nm durante 30
segundos. La actividad enzimatica fue expresada como U/mg de proteina, siendo una U la cantidad
de enzima que cataliza la conversion de un pmol de sustrato por minuto (Aebi, 1984). La

concentracion de proteinas fue determinada por el método de Lowry y col. (1951).
4.9- Estudio del metabolismo de la glucosa

4.9.1- Extraccion e incubacion de los miisculos

El estudio del metabolismo de la glucosa se llevo a cabo en el musculo soleo. La extraccion
e incubacién de los musculos se realizé segtn lo descripto por Crettaz y col. (1980), Challiss y col.
(1983) e Massao-Hirabara y col. (2003). Asi, los animales (n = 4 por grupo experimental) con un
ayuno de 2 a 3 hs. fueron sacrificados por dislocacion cervical post anestesia y se les extrajo el
musculo soleo. El musculo asi extraido fue dividido en cuatro porciones en el sentido de las fibras.
Cada porcién se mantuvo estirada mediante un soporte metdlico y fueron incubadas por duplicado
en 5 ml de solucién de Ringer-Krebs pH 7,4 (con el agregado de 5 mM de glucosa y 1,5 % p/v de
albimina sérica bovina) en presencia o en ausencia de dcido palmitico. Se incubaron 4 hs a 35°C

con agitacion (90 rpm) y gasificacion O2:CO; (95:5 v/v).

4.9.2- Evaluacion de la oxidacion de la glucosa
La oxidacién de [U—14C]D—glucosa fue estimada colectando el "*CO, producido por este
sustrato segin el método de Leighton y col. (1985). Luego de la incubacion antes descripta, las

porciones de musculo fueron transferidas a otro frasco con la misma solucién de Ringer-Krebs
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enriquecida con 0,2 pCi/ml [U—14C]D—glucosa y 0,2 uCi/ml 2—desoxi—[2,6—3H]D—g1ucosa con o sin el
agregado de insulina (10 pl insulina/2 ml medio). Se agregdé a cada frasco un tubo eppendorf
conteniendo papel de filtro en su interior embebido con 400 ul de NaOH 2M. En paralelo se
prepararon dos blancos de muestra, uno para evaluar la produccion total de CO, y otro para evaluar
la produccién parcial. Una vez finalizada la incubacion (5 hs a 35°C) se llevaron los frascos a bafo
de hielo durante 2 minutos. Luego se retir6é el misculo del medio de incubacién, se lo lavd con
solucion Ringer-Krebs fria y se lo congeld a -20°C para su posterior uso. Los frascos volvieron a
cerrarse herméticamente y se les adicioné 1 ml de HCl 5N, para liberar el CO, del medio y que se
fije en el papel de filtro. Se incub6 durante 30 minutos a 35°C con agitacion (90 rpm). Finalmente
se transfiri6 el papel de filtro a viales conteniendo 2 ml de liquido de centelleo y, luego de agitar y

dejar reposar 30 minutos, se midi6 la radiactividad del Hc.

4.9.3- Evaluacion de la captacion de 2-desoxi-[2,6’H]D-glucosa e incorporacién de
[U-"*C]D-glucosa

De acuerdo a la técnica propuesta por Challis y col. (1986), al musculo congelado y
almacenado en el paso anterior se lo pesé y se le agregé KOH 1M hasta alcanzar un volumen final
de 500 pl. Se incubé a 70°C durante 20 minutos con agitaciones periddicas para digerir el tejido.
Una vez finalizada la digestion se tomoé una alicuota de 150 ul y se transfiri6 a un vial de centelleo
conteniendo 1,5 ml de liquido de centelleo. Luego de agitar y dejar reposar 30 minutos se midi6 la
radioactividad del *H para cuantificar la captacién de 2—desoxi—[2,6—3H]D—glucosa. Esta glucosa
andloga es conocida por ser transportada por el mismo sistema que la glucosa y fosforilada a
2-desoxiglucosa-6-fosfato, sin sufrir posterior metabolizaciéon. Para la cuantificacion de la
incorporacién de [U—14C]D—glucosa, la cual puede ser normalmente metabolizada, se midi6é la

radioactividad de "*C de forma similar a lo anteriormente descripto.

4.9.4- Evaluacion de la sintesis de glucogeno

La evaluacion de la sintesis de glucdgeno se realizé acorde a la técnica propuesta por
Espinal y col. (1983). A los 350 ul remanentes de la digestion del musculo soleo previamente
realizada, se le agregaron 70 ul de una solucién saturada de Na;SO4 y 70 ul de una solucioén de
glucégeno (25 mg/ml) para facilitar la precipitacion del glucégeno marcado. Luego se adiciond 1
ml de etanol frio y después de agitar en frio se dejé reposar a -20°C durante 2 hs. Se centrifugé a
2.000 rpm, -4°C, durante 20 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendi6 el gluc6geno en

450 ul de agua destilada. 200 ul de esta solucion fueron transferidos a viales de centelleo y se
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adicionaron 1,8 ml de liquido de centelleo. Luego de agitar y reposar durante 30 minutos se midi6

la radioactividad del "*C.

5- Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * error estdndar de la media (SEM) y el tamafio
de la muestras fue indicado en cada caso, siendo siempre igual o mayor a 4.

Las diferencias estadisticas entre las medias se analizaron mediante un 2x2 andlisis de la
varianza (ANOVA), siendo las variables independientes: los niveles dietarios de AL (enriquecidos
o deprivados) y la presencia o no de isomeros (AGT 6 CLA). Las comparaciones multiples post-hoc
se realizaron mediante el test de Scheffe. En los casos que fueron necesarios, las diferencias
estadisticas se establecieron mediante el test t de Student para datos independientes. Las diferencias

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

Ana Clara Farifia | 63



Resultados



PARTE 1

Efecto de la sustitucion parcial con acidos grasos trans a

dietas enriquecidas o deprivadas en acido linoleico



Resultados

En funcién de los objetivos planificados para evaluar el efecto de los AGT en el modelo
experimental descripto, se describen en esta primera etapa, en forma secuencial las experiencias
realizadas considerando las dos variables independientes fijadas en el protocolo. Especificamente:
a) el status de AL segun cual fuera el aceite fuente de la grasa dietaria (maiz -enriquecido en AL- y
coco hidrogenado -deprivado en AL-) y b) presencia o no de isémeros trans (con o sin sustitucion

parcial con aceite rico en AGT).
L.1- Parametros nutricionales

I.1.1- Consumo de alimento e ingesta energética

Las dietas fueron bien aceptadas por todos los grupos experimentales, sin manifestarse
ningun tipo de rechazo o resistencia a la ingesta de las mismas. Esto puede ser constatado (Tabla 3)
a través del equivalente consumo medio diario de alimento que no mostré ninguna diferencia
significativa por la deprivacion de AL, ni por la presencia de AGT. Debido a que las dietas son
isocaldricas, la ingesta energética tampoco mostrd diferencias estadisticas.

La absorcion aparente de grasas en el andlisis estadistico ANOVA (2x2) mostré
diferencias significativas dnicamente por la deprivacién de AL, pero no por la presencia de AGT.
En las comparaciones no paramétricas mediante el test de Scheffe observamos que la deprivacion
de AL, en presencia o ausencia de AGT, aument6 la absorcion aparente de grasa dietaria respecto al

grupo "AL.

I.1.2- Ganancia de peso y composicion corporal

Todos los animales pertenecientes a los distintos grupos dietarios manifestaron un
incremento del peso corporal desde el inicio hasta el final del periodo experimental (Figura 9). El
andlisis estadistico ANOVA (2x2) de la ganancia de peso durante el total de la experiencia (APgg.)
mostrd diferencias por la presencia de los AGT (p < 0,001), sin observarse cambios por la
deprivacion de AL (p = 0,144). La comparacién individual en el incremento de peso mostré que los
animales alimentados con dietas "AL+AGT y "AL+AGT presentaron una mayor ganancia de peso
que los animales alimentados con dietas AL y AL, respectivamente (Figura 10). Al final del
tratamiento dietario, los cambios en la ganancia de peso no se correlacionaron con variaciones
significativas en el contenido porcentual de grasas, proteinas y agua en la carcasa. S6lo una ligera
tendencia a mayores depdsitos grasos fue observada en los animales suplementados con AGT

(Tabla 3).
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Tabla 3- Consumo de alimento, ingesta energética, absorcion aparente de la grasa dietaria y composicion de carcasa

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
*AL "AL *AL+AGT | "AL+AGT | AL | AGT | AL x AGT

Consumo de alimento (g/dia) 17,71+0,50 18,70+0,35 17,76+0,48 18,74+1,12 NS NS NS
Ingesta energética (kJ/dia) 293,32+8,29 | 310,02+5,97 | 294,50+7,96 | 310,42+18,52 | NS | NS NS
Ingesta de grasa (g/dia) 1,274+0,04 1,38+0,05 1,30+0,03 1,38+0,10 NS NS NS
Grasa fecal (mg/dia) 27,12+0,80* | 18,80+1,22° | 26,04+2,31® | 18,74+2,59" | 0,001 | NS NS
Grasa fecal/Grasa ingerida (%) 2,24+0,05" 1,38+0,10° | 2,04+0,18" | 1,44+027° | 0,001 | NS NS
Absorcién aparente de la grasa dietaria (%) | 97,76+0,04" | 98,62+0,10° | 97,96+0,18" | 98,56+0,27° | 0,001 | NS NS
Composicion de carcasa (%)

Grasa 16,08+0,60 | 17,29+0,55 | 17,73+0,43 | 19,04+0,54 | NS | NS NS

Proteinas 20,85+0,83 | 21,75+028 | 20444066 | 2091+047 | NS | NS NS

Agua 58,52+0,65 | 56,88+0,73 | 58462061 | 56,05+0,52 | NS | NS NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de écido linoleico; *TAL+AGT: *AL sustituida parcialmente con AGT; "AL+AGT: "AL
sustituida parcialmente con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Ana Clara Farifia | 67




Resultados

Figura 9- Evolucién de la ganancia de peso diaria

400 ‘

350 A

250 | A
F¥ TITLlZL —o— +AL

T 77111 2F7F]
200 1 ¥T1 1711 aaedde ’-‘v'v**rI‘rI"’
Ix;x;‘A =osldlrl ] -AL
150 1 Iz :W-- - A~ +AL+AGT
238 é—i_: -AL+AGT

100 4 E5 2 i

APeso (g)

50 R

0 === T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
Tiempo (dias)

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *YAL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con
AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo.

Figura 10- Ganancia de peso entre los dias experimentales 0 y 60 (APgp.)
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1.1.3- Retencion energética corporal y eficiencia energética

La Figura 11 muestra la RETC, la REGC, la REPC y EE del alimento. Si bien el anélisis
estadistico ANOVA (2x2) mostré que el tinico cambio producido estuvo dado en la REGC debido a
la interaccion entre la deprivacion de AL y la sustitucién con AGT (p < 0,05), no se observaron

diferencias en este pardmetro entre los distintos grupos individuales.

1.1.4- Pesos de higado, tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal, y misculo gastrocnemio

El andlisis de variancia mostré que el peso del higado absoluto fue significativamente
afectado solo por la deprivacion de AL (p < 0,001), mientras que el peso relativo también estuvo
afectado por la sustituciéon con AGT (p < 0,001). El andlisis estadistico individual mostré que, el
peso del higado relativo fue disminuido significativamente en ambos grupos deprivados en AL, en
comparacion a sus correspondientes grupos controles. Ademds, los AGT disminuyeron el peso
hepético relativo frente a los respectivos controles (Figura 12).

Los pesos de los TAE y TARP, tanto absolutos, como relativos al peso corporal, fueron
incrementados por la sustitucion con AGT (p < 0,001). Los andlisis individuales mostraron que la
sustitucion con AGT, independientemente del status de AL, increment6 el peso de dichos tejidos,
tanto en su expresion absoluta, como relativa respecto a sus correspondientes controles (Figuras 13
y 14).

El peso absoluto del musculo gastrocnemio no fue modificado por la deprivacién de AL, ni
por la sustituciéon parcial con AGT (Figura 15A). Sin embargo, el peso relativo mostré que
estuvieron afectados por la sustitucién con AGT (p < 0,01), disminuyendo significativamente en el

grupo ‘AL+AGT vs. "AL (Figura 15B).
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Figura 11- Retencion energética total corporal diaria (RETC), retencion energética de grasa corporal diaria (REGC), retencion energética de proteinas
corporales diaria (REPC), eficiencia energética del alimento (EE)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio = SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA. Significancia estadistica:
p <0,05.
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Figura 12- Peso del higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 13- Peso del tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 14- Peso del tejido adiposo retroperitoneal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 15- Peso del misculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

L.2- Parametros lipidicos

I.2.1- Concentraciones circulantes de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol

Las concentraciones de TG séricos no presentaron diferencias significativas tanto por la
deprivacion de AL, como por la presencia de AGT. No obstante, en las comparaciones individuales
los niveles de TG circulantes, mostraron un descenso en el grupo "AL vs. "AL y un incremento en

"AL+AGT vs. "AL (Figura 16A).
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Las concentraciones de FL séricos mostraron diferencias estadisticas solo por la deprivacion
de AL (p < 0,001), presentando una reduccion significativa en los grupos ‘AL y "AL+AGT,
comparado a sus respectivos controles (Figura 16B).

La concentracién de Col sérico, se redujo significativamente tanto por la deprivacién de AL
(p < 0,001), como por los AGT (p < 0,005). No obstante, el andlisis estadistico individual mostr6

sOlo diferencia en el grupo "AL, el cual estuvo disminuido respecto a su grupo control (Figura 16C).

1.2.2- Contenido hepatico de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol

El andlisis de varianza mostr6 que los tratamientos dietarios condujeron a un efecto
diferencial sobre el contenido de TG hepaticos. Especificamente, la deprivacion en AL disminuyd,
mientras que la sustitucion con AGT increment6 los niveles de TG hepaticos (Figura 17A).

El contenido hepético de FL fue afectado dnicamente por la presencia de los AGT (p <
0,01), los cuales mostraron un incremento significativo en el grupo "AL+AGT vs. AL (Figura
17B).

El contenido de Col hepético fue afectado por la deprivacién de AL (p < 0,001), pero no por
la sustitucién con AGT (p = 0,850). En la figura 17C puede observarse que el grupo "AL presenta

una reduccidn significativa de este pardmetro vs. su correspondiente grupo control.
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Figura 16- Niveles séricos de triglicéridos (TG), fosfolipidos (FL) y colesterol (Col)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.

Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 17- Niveles hepéticos de triglicéridos (TG), fosfolipidos (FL) y colesterol (Col)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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1.2.3- Contenido muscular de triglicéridos y fosfolipidos

En el andlisis de varianza el contenido de TG en musculo gastrocnemio presenté cambios
significativos por la sustituciéon con AGT (p < 0,05), sin alcanzar diferencia estadisticamente
significativa en el andlisis individual (Figura 18A).

Para el contenido muscular de FL, el andlisis estadistico ANOVA (2x2) no mostré

modificaciones significativas por ninguno de los tratamientos dietarios. (Figura 18B).

Figura 18- Niveles musculares de triglicéridos (TG) y fosfolipidos (FL)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA. Significancia estadistica:
p <0,05.

1.2.4- Composicion de acidos grasos en higado, tejido adiposo, misculo, suero Yy
triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad

En las tablas 4 - 8 puede observarse que, tanto la deprivacion de AL, como la sustitucién con
AGT, han producido numerosos cambios en el perfil de AG en higado, TAE, misculo
gastrocnemio, suero post-prandial y suero enriquecido en TG-VLDL. Dada la diversidad de AG que
es posible identificar y cuantificar, se describen mds detalladamente aquellos que tienen mayor
relevancia cuantitativa y/o metabdlica.

En la Tabla 4 pueden observarse que los AGT fueron significativamente incorporados en los
animales tanto en la dieta enriquecida como en la deprivada de AL; no obstante,
independientemente de que en algunos de ellos, no se observaron diferencias significativas, los
niveles de cada uno de los isémeros trans presentes en la dieta fueron menores en la dieta deprivada
de AL. Cabe destacar que la retencion de AGT en higado present6 diferencias en funcién del

isémero considerado. Asi, en la Figura 19 puede observarse que, independientemente de los niveles

Ana Clara Farifia | 76



Resultados

de AL, la retencién del isomero 9t-18:1 es mayor que la del resto de los isémeros. Ademads de los
AGT monoénicos provenientes de la dieta ha sido observada una significativa cantidad de AGT

dienoicos, especificamente el 9¢,11t-CLA, la cual no fue modificada por el status de AL (Tabla 4).
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Tabla 4- Composicion de 4cidos grasos en higado

. Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
Acidos Grasos
*AL AL *AL+AGT "AL+ AGT AL | AGT AL x AGT

12:0 0,00+0,00 0,59+0,14° | 0,00+0,00* | 0,45+0,03" | 0,000 | NS NS
14:0 0,70+0,07* 2,1420,18" 0,91+0,10° 1,48+0,10° | 0,000 | NS 0,002
16:0 23,76+0,76 | 24464099 | 2527+1,00 | 23,03+0,47 NS NS NS
9¢c-16:1 2,74%0,05 5,9620,40 4,16+0,46° | 5,17+0,46° | 0,000 | NS 0,010
18:0 9,59+0,40* | 15,53%0,66" 9,66+0,4° 15,11£0,56" | 0,000 | NS NS
(6-8)t-18:1 - - 0,32+0,03" 0,20+0,02° - - -
9t-18:1 - - 0,89+0,01 0,75+0,06 - - -
10t-18:1 - - 0,50+0,03 0,460,02 - - -
11t-18:1 - - 0,60+0,05* 0,35+0,06" - -
12t-18:1 - - 0,59+0,06" 0,35+0,05" - - -
9¢c-18:1 18,69+1,33 16,89+0,62 | 18,61+0,69 | 17,06+1,43 NS NS NS
11c-18:1 3,72+0,20° 6,15+0,41° 4,35+0,24" 5,53+0,27° | 0,000 | NS 0,046
9¢,12¢-18:2 21,19£0,63" | 5,1320,20° | 12,47+0,75° | 7,49+0,95° | 0,000 | 0,000 0,000
6¢,9¢c,12¢-18:3 0,330,09° 0,10£0,01° | 0,20+0,01™ | 0,00+£0,00° | 0,000 | 0,019 NS
11¢-20:1 0,16+0,01*™ | 0,12+0,01* 0,12+0,00° 0,17+0,01° NS NS 0,000
9¢,12¢,15¢-18:3 0,29+0,03" 0,12+0,01° | 0,22+0,00® 0,15+0,0° | 0,000 | NS 0,004
9¢,11t-CLA 0,00+0,00 0,00+0,00 0,26+0,01° 0,22+0,01° | 0,000 | 0,000 0,000
11c,14¢-20:2 0,3420,02° 0,00+0,00° 0,15+0,01° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,000 0,000
22:0 0,17+0,03* 3,61+0,33 0,000,00° 2,49+0,15¢ | 0,000 | 0,003 0,002
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8¢c,11¢-20:2 0,00+0,00 0,22+0,04° 0,00+0,00° 0,22+0,02° | 0,000 | NS NS
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00 0,27+0,04° 0,00+0,00° 0,12+0,01° | 0,000 | 0,006 0,006
8¢c,11c,14¢-20:3 0,47+0,04* | 1,1520,16 0,37+0,03° 1,1120,07° | 0,000 | NS NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,00+0,00 0,29+0,06" 0,00+0,00° 0,40+0,02° | 0,000 | NS NS
5¢,8¢c,11c,14¢-20:4 13,8240,67° | 10,90+0,57* | 14,69+1,03" | 10,51+0,78" | 0,000 | NS NS
4¢,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 1,69+0,10 3,1240,18° | 1,70+0,15® | 3,73+0,59° | 0,000 | NS NS
> NI 1,74+0,19 1,63+0,19 2,6620,21 1,30+0,03 | 0,001 | NS 0,002
> AGS 34,39+0,44" | 49,9440,92° | 35,84+0,96" | 45,05+0,53° | 0,000 | NS 0,002
> AGM 2531145 | 29,12+1,07 | 30,14+1,10 | 30,04+1,91 NS | 0,040 NS
> AGP 38,13+1,42* | 21,25+0,99° | 30,06+1,88" | 23,95+1,61° | 0,000 | 0,112 0,003
> AGT 0,00+0,00 0,00+0,00 3,1620,15 2,3320,15° | 0,010 | 0,000 0,001
Relacién 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00+0,00 0,03+0,00° 0,00+0,00° 0,01+0,00° | 0,000 | 0,005 0,005
Relacién 16:1 n-7/16:0 0,12+0,00 0,24+0,01° 0,16+0,01° 0,22+0,02° | 0,000 | NS 0,015
Relacién 18:1 n-9/18:0 1,96+0,17° 1,10+0,09° 1,94+0,13" 1,15+0,13° | 0,000 | NS NS
Relacién 20:4 n-6/20:3 n-6 30,64+3,19° | 10,03+1,06° | 40,84+3,18" | 9,50£0,55° | 0,000 | NS 0,035
Relacién 18:3 n-6/18:2 n-6 0,016+0,004* | 0,020+0,001* | 0,01620,004* | 0,000+0,000° | 0,024 | 0,001 0,001
Relacién AA/AL 0,65+0,03" 2,13+0,09° 1,18+0,03° 1,49+0,19° | 0,000 | NS 0,000
Relacién DHA/ALA 5,92+40,46° | 26,22+2,06° | 7,65+0,60° | 24,77+3,72° | 0,000 | NS NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *YAL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. £ NI:
sumatoria de AG no identificados; X AGS: sumatoria de AG saturados; X AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; ZAGP: sumatoria de AG poliinsaturados. AA: 4cido
araquiddénico; AL: 4cido linoleico; DHA: acido docosahexaenoico; ALA: 4cido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe; a excepcion del andlisis para los niveles de los isémeros individuales donde se empled
el test t de Student. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 19- Retencion de 4dcidos grasos trans monoénicos en higado
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Grupos experimentales: "AL+AGT: enriquecida en 4cido linoleico sustituida con AGT; "AL+AGT: deprivada de 4cido
linoleico sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico para cada tratamiento dietario se realizé mediante un 1x5 ANOVA, seguido de test de
Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. El andlisis estadistico para
cada uno de los grupos entre los diferentes tratamientos dietarios se realiz6 mediante un test t de student. * Indica
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de AL mostraron un cambio significativo tanto, por la deprivacion de AL, como
por la presencia de AGT; especificamente los mismos disminuyeron en los grupos "AL y "AL+AGT
en un 76% y 40% versus los grupos "AL y "AL+AGT, respectivamente. La presencia de AGT
redujo el contenido del AL en un 42% en el grupo "AL+AGT con respecto al "AL. Paralelamente,
los niveles de ALA fueron afectados por la deprivaciéon de AL, pero no por la ingesta de AGT. En
las comparaciones no paramétricas individuales el contenido de ALA se vio disminuido por la
deprivacion de AL en un 76% y en un 32% en los grupos ‘AL y "AL+AGT versus los grupos AL y
"AL+AGT, respectivamente.

Es conocido que la deficiencia de AGE incrementa la elongacion y desaturaciéon de AG
provenientes de la biosintesis de novo o de aquellos AGPI o AGS de origen dietarios conduciendo a
la formacién en niveles cuantitativamente detectables de 5¢,8¢,11¢-20:3 (conocido como 4cido
Mead). Como puede observarse en la Tabla 4, los niveles de 8c,11c-20:2 y 5c¢,8¢c,11¢-20:3
estuvieron cuantitativamente presentes en las dietas deprivadas de AL, y la presencia de AGT
redujo significativamente el contenido del citado biomarcador de deficiencia de AGE. Cabe
destacar que otro indicador ampliamente utilizado en la evaluacion de deficiencia de AGE, como es

la relacién trieno/tetraeno, fue incrementada en los grupos deprivados en AL.
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Los derivados del AL en la biosintesis de AGPI-CL n-6 fueron afectados diferencialmente
tanto, por la deprivacién de AL, como por la presencia de AGT. Como era logico esperar, los
niveles de 4cido y-linolénico (GLA) fueron significativamente inferiores en los animales con
deprivacion de AL, independientemente de la presencia o no de AGT. En cambio, menores niveles
de GLA fueron encontrados en presencia de AGT, alcanzando diferencias estadisticas inicamente
en los animales deprivados en AL. En forma semejante, el 11c,14¢c-20:2 n-6, derivado de la via
secundaria de formacion de AA, fue significativamente reducido por la deprivacion de AL, como
también por la presencia de AGT. El contenido de AA no fue modificado por ninguno de loa
tratamientos dietarios. Cabe destacar que el metabolito intermediario entre el GLA y AA: DGLA
increment6 en forma muy significativa sus niveles por la deprivacion de AL independientemente de
la presencia de AGT.

La relacién producto final/sustrato de la biosintesis de AGPI-CL n-6 (AA/AL) (Figura 20)
fue incrementada por la deprivacion de AL aunque, en presencia de AGT este efecto fue de menor

magnitud. La presencia de AGT en el grupo enriquecido en AL también incrementd dicha relacion.

Figura 20- Relacion porcentual producto final/sustrato: dcido araquidénico (AA)/dcido linoleico

(AL) en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Asimismo la deprivacion de AL tuvo un marcado efecto sobre la biosintesis de AGPI n-3,
incrementando la conversion de ALA a DHA (Figura 21), mientras que no hubo efecto por la

presencia de AGT en la dieta. Si bien ningin intermediario de la ruta principal de biosintesis de
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DHA ha podido ser cuantitativamente detectado, los niveles de 11c,14c,17¢c-20:3 mostraron un

comportamiento paralelo a los del producto final, DHA.

Figura 21- Relacién porcentual producto final/sustrato: dcido docosahexaenoico (DHA)/acido

a-linolénico (ALA) en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
Los niveles de 12:0 y 14:0 estuvieron relacionados a los niveles de ingesta, siendo
incrementados en los animales alimentados con dietas deprivadas de AL. El contenido de 9c-16:1
fue incrementado por la deprivaciéon de AL y por la presencia de AGT, no obstante no presentaron
un efecto aditivo. El 11c-18:1 s6lo presentd un incremento en sus niveles por la deprivacion de AL
y la misma se observd tanto en presencia como en ausencia de AGT. El contenido de 18:0,
siguiendo una relacion con los niveles dietarios, increment6 significativamente en los animales con
deprivaciéon de AL, no observdndose ningin efecto por los AGT. En cambio, el contenido de
9c-18:1, que presentaba niveles muy elevados en las dietas "AL y "TAL+AGT, no mostré ningiin
cambio entre los tratamientos dietarios empleados. Otro AG detectado en niveles considerables
derivado del 18:0 es el 22:0, el cual también fue incrementado por la deprivacion de AL.

Contrariamente, los AGT redujeron los niveles de este AG de cadena larga.

La composicion relativa de AG en tejido adiposo epididimal de los animales en dietas
enriquecidas o deprivadas en AL, suplementadas o no con AGT es presentada en la Tabla 5. Los
AGT se incorporaron a nivel de tejido adiposo epididimal en forma significativa reflejando en cierta
medida los niveles dietarios, fundamentalmente de tres (9t-18:1, 10t-18:1 y 11t-18:1) de los cuatro

AGT monoénicos mayoritarios en la dieta. Como puede observarse en los animales con deprivacion
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de AL, la incorporacién de los AGT fue menor o igual que la de aquellos animales con dietas
enriquecidas en AL. Estos resultados se reflejan en la retencion de AGT monoénicos representada
en la Figura 22. Cabe destacar, que se detectaron cantidades significativas de 9c,11t-CLA a pesar de

no estar presentes en la dieta y las mismas no fueron afectadas por el status de AL.
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Tabla 5- Composicion de 4cidos grasos en tejido adiposo epididimal

Grupos experimentales 2x2 ANOVA
Acidos grasos
*AL "AL *AL+AGT "AL+ AGT AL AGT AL x AGT

12:0 0,16+0,01° 8,89+0,32° 0,35+0,02° 6,43+0,28° | 0,000 | 0,000 0,000
14:0 1,1420,10 8,06+0,12° 1,48+0,06° 6,14+0,13° | 0,000 | 0,000 0,000
16:0 21,78+0,92* | 32,08+0,69° | 24,96+0,83° | 32,83+0,24" | 0,000 | 0,015 NS
9¢c-16:1 4,44+0,43* | 11,842027° | 5,95+025" | 10,27+0,60° | 0,000 NS 0,002
18:0 1,99+0,06 2,68+0,27 2,47+0,19 2,84+0,34 | 0,039 NS NS
(6-8)t-18:1 - - 0,41+0,06 0,48+0,06 - - -
9t-18:1 - - 1,07+0,07 0,99+0,15 - - -
10t 18:1 - - 1,27+0,09° 0,87+0,14° - - -
11t-18:1 - - 1,06+0,05* 0,74+0,13" - - -
12t-18:1 - - 0,28+0,07 0,31+0,06 - - -
9¢-18:1 30,3020,41* | 26,86+0,38" | 29,53¢+0,44* | 28,06+0,61° | 0,000 NS NS
11c-18:1 3,42+0,24° 5,14+0,31° 3,55+0,36" | 4,60+0,28" | 0,000 NS NS
9¢,12¢-18:2 34,30+1,00° | 1,860,08" | 24,07+0,75° | 1,71%0,10° | 0,000 | 0,000 0,000
6¢,9¢,12¢-18:3 0,05+0,02° 0,00+0,00" 0,00+0,00" 0,00+0,00° | 0,005 | 0,005 0,005
9¢,12¢,15¢-18:3 0,67+0,05 0,00+0,00" 0,50+0,02° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,007 0,007
9¢,11t-CLA 0,00+0,00* 0,00+0,00° 0,60+0,04° 0,54+0,06" NS 0,000 NS
8¢c,11c,14¢-20:3 0,07+0,02° 0,00+0,00" 0,00+0,00" 0,00+0,00° | 0,009 | 0,009 0,009
5¢,8¢,11c,14¢-20:4 0,76+0,07* 0,00+0,00" 0,46+0,03° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,001 0,001
> NI 0,00+0,00 0,00+0,00 0,62+0,04 0,59+0,02 NS 0,000 NS
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> AGS 25,07+0,87" | 42,82+047° | 29,26+0,77° | 48,24+0,40° | 0,000 NS 0,000
> AGM 38,1620,32° | 43,84+0,22" | 43,12+0,80° | 46,32+0,86° | 0,000 | 0,0000 0,021
> AGP 35,85+1,06° | 1,86+0,08" | 25,80+0,90° | 2,67+0,40° | 0,000 | 0,000 0,000
> AGT 0,00+0,00* 0,00+0,00° 4,26+0,42° 3,81+0,44° NS 0,000 NS
Relacién 16:1 n-7/16:0 0,20+0,01° 0,37+0,02" 0,24+0,01° 0,31+0,02° | 0,000 NS 0,004
Relacién 18:1 n-9/18:0 15,31+0,66° | 10,41+0,98" | 12,28+1,10® | 10,41£1,21° | 0,004 NS NS
Relacién AA/AL 0,022+0,002* | 0,000+0,000° | 0,019+0,001* | 0,000+0,000° | 0,000 NS NS

Grupos experimentales: "AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. £ NI:

sumatoria de AG no identificados; ¥ AGS: sumatoria de AG saturados;

> AGM: sumatoria de AG monoinsaturados; £ AGP: sumatoria de AG poliinsaturados. AA: 4cido

araquidénico; AL: 4cido linoleico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe; a excepcidn del andlisis para los niveles de los isémeros individuales donde se emple6 el test t de Student. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 22- Retencion de dcidos grasos trans monoénicos en tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: "AL+AGT: enriquecida en 4cido linoleico sustituida con AGT; "AL+AGT: deprivada de 4cido
linoleico sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico para cada tratamiento dietario se realizé mediante un 1x5 ANOVA, seguido de test de
Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. El andlisis estadistico para
cada uno de los grupos entre los diferentes tratamientos dietarios se realiz6 mediante un test t de student. * Indica
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

De acuerdo a lo esperado, el contenido de los dos AGE: AL y ALA, fue muy reducido por
las dietas deprivadas en AL, no obstante, la presencia de AGT también redujo significativamente
los niveles de dichos AG en la dieta enriquecida en AL.

Los AG derivados del AL en la biosintesis de AGPI-CL de la serie n-6: GLA, DGLA y AA
fueron significativamente reducidos por la deprivacion de AL, como también por la sustitucién con
AGT. En el caso de los animales con deprivacién de AL el contenido de dichos AG no alcanzé
niveles detectables. Mientras que los AGT, soélo presentaron niveles no detectables en los
intermediarios de biosintesis de AA. En la Figura 23 se muestra que la relacion AA/AL en tejido

adiposo no present6 diferencias por la sustitucion con AGT.
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Figura 23- Relacion porcentual producto final/sustrato: dcido araquidénico (AA)/dcido linoleico

(AL) en tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Respecto a la biosintesis de AGPI-CL de la serie n-3 a partir del ALA, no se detectaron
ninguno de los productos distales en todos los grupos analizados.

Los niveles de 12:0 y 14:0 guardan relacién con los niveles ingeridos con las dietas
experimentales, en cambio los niveles de 16:0 incrementaron por la sustitucion con AGT y en
mayor medida por la deprivaciéon de AL, no observiandose efecto aditivo. Un comportamiento
semejante, pero sin alcanzar diferencias significativas, ha sido observado en el 18:0.

La deprivaciéon de AL increment6 el contenido de 9¢-16:1 (167 - 73%) y el de 11¢-18:1 (50 -

30%), sin presentar modificaciones por la sustitucion con AGT. Mientras que el del 9c-18:1

porcentualmente mostré una leve pero significativa reduccion por la deprivacion de AL.

En la Tabla 6 se presenta la composicion de AG musculares. Puede observarse que los
isdmeros trans monoénicos presentes en la dieta fueron significativamente incorporados en el
musculo de los animales que recibieron tanto la dieta enriquecida, como deprivadas de AL, no
mostrando, a excepcion del isomero 11t-18:1, diferencias entre ambas dietas. Estos resultados se
corresponden con la retencion de AGT, la cual present6 diferencias en funcién del isoémero
considerado. Asi, en la Figura 24 puede observarse que, independientemente de los niveles de AL,
la retencién del isomero 9t-18:1 es mayor que la del resto de los isomeros. Ademds, tanto en la dieta
enriquecida, como en la deprivadas de AL, ha sido encontrado una significativa cantidad de isémero

9c,11t-CLA.
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Tabla 6- Composicion de dcidos grasos en musculo gastrocnemio

. Grupos experimentales 2x2 ANOVA
Acidos Grasos
*AL "AL *AL+AGT "AL+AGT AL | AGT | ALxAGT

12:0 0,06+0,01° 5,54+0,08" 0,10+0,03" 2,73+0,56" | 0,001 | NS NS
14:0 0,74+0,05 4,52+0,90° 0,88+0,08" 2,97+0,40° | 0,000 | NS NS
16:0 23,37+0,25" | 26,20+0,60° | 23,1240,55* | 26,17+0,33° | 0,000 | NS NS
9¢-16:1 2,86+0,34 9,60+1,17° 4,34+0,54% 7,1120,43> | 0,000 | NS 0,022
18:0 8,64+0,19 6,62+1,45 6,80+0,41 7,80+0,53 NS NS NS
(6-8)t-18:1 - - 0,25+0,01 0,26+0,02 - - -
9t-18:1 - - 0,46+0,03 0,58+0,06 - - -
10t-18:1 - - 0,25+0,02 0,22+0,02 - -
11t-18:1 - - 0,33+0,01 0,26+0,01" - - -
12t-18:1 - - 0,26+0,01 0,23+0,03 - - -
9¢-18:1 12,78+0,60° | 2832+1,84" | 14,96+1,29° | 18,13+1,63* | 0,000 | 0,023 0,002
11c-18:1 4,19+0,38" 0,06+0,01" 5,46+0,41° 5,88+0,42* | 0,001 | 0,000 0,000
9¢,12¢-18:2 21,36+1,34° 6,72+0,52" 20,71+1,85" 7,48+0,42° | 0,000 | NS NS
6¢,9¢,12¢-18:3 0,04+0,01 0,03+0,01 0,02+0,00 0,03+0,00 NS NS NS
11¢-20:1 0,06+0,00* 0,04+0,00" 0,06+0,01° 0,02+0,00° | 0,000 | NS NS
9¢,12¢,15¢-18:3 0,16+0,02° 0,06+0,02" 0,14+0,02° 0,07+0,01° | 0,000 | NS NS
9¢,11t-CLA 0,00+0,00* 0,00+0,00* 0,37+0,05" 0,25+0,03" NS | 0,000 NS
11¢,14¢-20:2 0,20+0,01° 0,02+0,00" 0,13+0,00° 0,04+0,01° | 0,000 | 0,019 0,002
C 22:0 0,01+0,00* 0,00+0,00* 0,01+0,01° 0,06+0,02" NS | 0,020 0,048
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8c,11c-20:2 0,06+0,02 0,11+0,03 0,07+0,01 0,17+0,03 0,017 | NS NS
5¢,8¢,11c¢-20:3 0,00+0,00° 0,08+0,02° 0,00+0,00° 0,07+0,02° 0,001 NS NS
8c,11c,14c-20:3 0,38+0,02 0,33+0,10 0,34+0,03 0,48+0,05 NS NS NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,06+0,01* 0,9620,27" 0,05+0,01° 0,79+0,16" 0,001 NS NS
5¢,8c,11c,14¢-20:4 13,08+0,91* 4,66+1,39 10,32+1,24* 6,18+0,86" 0,001 NS NS
5¢,8¢c,11c,14¢,17c-20:5 0,01+0,00° 0,0120,00° 0,01+0,00° 0,05+0,01" 0,000 | NS NS
4c,7¢c,10c,13¢,16¢,19¢-22:6 6,34+0,46" 2,59+0,20° 4,85+0,41" 5,14+1,46 0,003 | NS 0,001
2. NI 6,59+0,28" 2,20+0,42° 3,27+0,41° 2,6620,33" 0,000 | 0,004 0,001
2. AGS 33,04+0,46" 43,16+0,03" 31,10+0,75" 39,89+0,91° | 0,000 | 0,003 NS
2. AGM 21,10+1,05° 38,72+3,00 28,26+1,10% | 34,60+2,53" | 0,000 | NS 0,028
2. AGP 41,68+0,79" 15,62+2,28" 37,36+0,86" 21,37+1,67° | 0,000 | NS 0,011
2 AGT 0,00+0,00° 0,00+0,00° 2,27+0,18° 2,43%0,19° NS | 0,000 NS
Relacion 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00+0,00° 0,02:0,00° 0,00+0,00° 0,0120,00° 0,000 | NS NS
Relacion 16:1 n-7/16:0 0,12+0,02° 0,3620,04" 0,19+0,02* 0,27£0,02> | 0,000 | NS 0,012
Relacion 18:1 n-9/18:0 1,48+0,10° 5,8420,21° 2,24+0,33" 2,38+0,37° 0,000 | 0,001 0,000
Relacion 20:4 n-6/20:3 n-6 34,66+1,66" 13,98+0,041° | 29,99+1,73 12,7140,79° | 0,000 | 0,046 NS
Relacion 18:3 n-6/18:2 n-6 0,002+0,000° | 0,005+0,001" | 0,001+0,000* | 0,003+0,000®* | 0,002 | NS NS
Relacion AA/AL 0,62+0,08 0,68+0,15 0,52+0,10 0,82+0,08 NS NS NS
Relacion DHA/ALA 42,05+8,09° 33,06+3,30" 39,29+7,90° 74,35+7,02° NS NS 0,011

Grupos experimentales: "AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. £ NI:
sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; ¥ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; £ AGP: sumatoria de AG poliinsaturados. AA: acido
araquidonico; AL: 4cido linoleico; DHA: dcido docosahexaenoico; ALA: 4cido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.. El
andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia

estadistica: p < 0,05.

Ana Clara Farifia | 89



Resultados

Figura 24- Retencion de dcidos grasos trans monoénico en musculo gastrocnemio

40
b

S 30 -
= b
g
g 20 1 a ac a
S ac N ac
N - - c -
é 10 T : £ T

0 h T

+AL+AGT -AL+AGT
Dieta
B3(6-8)t-18:1 O9¢t-18:1 O10t-18:1 O 11¢-18:1 O12t-18:1

Grupos experimentales: "AL+AGT: enriquecida en 4cido linoleico sustituida con AGT; "AL+AGT: deprivada de 4cido
linoleico sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico para cada tratamiento dietario se realizé mediante un 1x5 ANOVA, seguido de test de
Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. El andlisis estadistico para
cada uno de los grupos entre los diferentes tratamientos dietarios se realiz6 mediante un test t de student. * Indica
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

La dieta deprivadas de AL disminuy¢ significativamente los niveles de AL y ALA, pero no
fueron afectados por la presencia de los AGT.

Los niveles de dcido Mead y la relacion trieno/tetraeno, reflejaron la deficiencia de AGE
s6lo en los grupos deprivados en AL. La presencia de AGT no modificé el contenido de los citados
marcadores de deficiencia de AGE. Sin embargo, el precursor del dcido Mead, 8c,11¢c-20:2 estuvo
presente en todas las dietas experimentales y, aunque no alcanzé diferencias estadisticamente
significativas, sus niveles fueron mayores (83 - 143%) en las deprivadas en AL.

Los derivados del AL en la biosintesis de AGPI-CL n-6 fueron afectados diferencialmente.
Por un lado, los niveles de GLA no fueron modificados por la deprivacion de AL, ni por la
presencia de AGT dietarios. Sin embargo, el 1lc,14¢c-20:2, derivado de la via secundaria de
formacion de AA, fue significativamente reducido tanto por la deprivacién de AL, como por la
presencia de AGT. El contenido de AA fue menor en ambos grupos de animales con deprivacién de
AL, no obstante, no fueron observados cambios por la sustitucién con AGT. En el presente tejido,
los niveles del metabolito intermediario entre el GLA y AA: DGLA no fueron modificados por las

variables experimentales. La relaciéon producto final/sustrato de la biosintesis de AGPI-CL n-6

Ana Clara Farifna [ 90



Resultados

(AA/AL) no alcanzé diferencias significativas por la deprivaciéon de AL, ni por la presencia de
AGT.

La conversion de ALA a DHA estuvo aumentada por la deprivacién de AL solo en presencia
de AGT (Figura 25). Ademads, si bien ninguno de los intermediario de la ruta principal de biosintesis
de DHA han podido ser cuantitativamente detectables, los niveles del metabolito alternativo en la
biosintesis de DHA (11c,14c¢,17¢-20:3) mostraron un importante aumento por la deprivacién de AL

sin ser afectados por la presencia de los AGT.

Figura 25- Relacion producto final/sustrato: acido docosahexaenoico (DHA)/acido a-linolénico

(ALA) en musculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de 12:0 y 14:0 estuvieron relacionados a los niveles de ingesta, siendo mads
elevados en los animales con deprivaciéon en AL. El contenido de 9¢-16:1 fue incrementado por la
deprivacion de AL, mientras que el de 11c-18:1 sélo presentd una reduccién en sus niveles por la
deprivaciéon de AL en ausencia de AGT. El contenido de 18:0 no mostré ningtn efecto por la
deprivaciéon de AL, ni por los AGT. En cambio, el contenido de 9c-18:1 mostré un importante
aumento por la deprivacion de AL en ausencia de AGT. El 22:0, derivado de la elongacién de los

AGS, mostré niveles aumentados por la deprivacién de AL solo en presencia de AGT.

En la Tabla 7 se muestran los niveles de AGT circulantes, los cuales mostraron ciertas
diferencias estadisticas en funcidén del status de AL. Dentro de los AGT, la sumatoria de los
monoénicos ha reflejado un leve descenso por la deprivacion de AL que se manifiesta

estadisticamente s6lo en el (6-8)t-18:1. Cabe destacar que la retencion de AGT monoénicos en el
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suero (Figura 26) ha mostrado un descenso significativo para el isomero 10t-18:1. El 9¢,11t-CLA

s6lo mostré niveles cuantificables en el grupo de animales que recibieron la dieta "AL+AGT.
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Tabla 7- Composicion de dcidos grasos en suero

. Grupos experimentales 2x2 ANOVA
Acidos grasos
TAL ‘AL "AL+AGT AL+ AGT AL AGT AL x AGT

12:0 0,00+0,00° 1,41+0,19° 0,00+0,00° 0,68+0,22¢ 0,000 | 0,022 0,022
14:0 0,31+0,03" 2,35+0,28" 0,40+0,02° 1,34+0,18° 0,000 | 0,014 0,005
16:0 20,06+0,31 20,66+0,96 18,77+0,44 19,40+0,28 NS 0,039 NS
9c-16:1 0,90+0,22° 4,3740,13° 1,52+0,04° 3,67+0,58" 0,000 NS NS
18:0 15,09+1,16 16,95+1,35 16,89+0,81 18,56+1,31 NS NS NS
(6-8)t-18:1 - - 0,39+0,01 0,29+0,02" - - -
Ot-18:1 - - 0,75+0,10 0,80+0,05 - - -
10t-18:1 - - 0,29+0,04 0,36+0,05 - - -
11t-18:1 - - 0,71+0,08 0,52+0,07 - - -
12t-18:1 - - 0,77+0,03 0,61+0,07 - - -
9c-18:1 9,65+0,30" 17,03%1,52° 9,73+0,46" 14,90+0,96° | 0,000 NS NS
11c-18:1 2,66x0,17% 5,14+0,21° 2,41£0,24" 4,83+0,18" 0,000 NS NS
9¢,12c¢-18:2 20,20+0,59° 7,89+0,53" 16,16+0,53¢ 8,47+0,34° 0,000 | 0,004 0,000
6¢,9¢,12¢-18:3 0,06+ 0,02* 0,26+0,02" 0,12+0,00° 0,000,00° 0,011 | 0,000 0,000
11¢-20:1 0,11+0,01 0,16+0,03 0,18+0,01 0,11+0,01 NS NS 0,003
9¢,12¢,15¢-18:3 0,22+0,01° 0,20+0,01° 0,19+0,01° 0,14+0,01° 0,009 | 0,001 NS
9¢,11t-CLA 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,22+0,03" 0,000 | 0,000 0,000
11c,14¢-20:2 0,45+0,03" 0,16+0,04" 0,56+0,05" 0,000,00" 0,000 NS 0,002
22:0 0,00+0,00° 3,60+0,17° 0,34+0,02° 3,93+0,41° 0,000 NS NS
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8¢,11c-20:2 0,000,00" 0,41+0,03" 0,00+0,00" 0,57+0,09° | 0,000 | NS NS
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00£0,00* | 0,36+0,05> | 0,00£0,00*° | 0,29+0,04"® | 0,000 | NS NS
8c,11c,14¢-20:3 0,46+0,04* | 1,12+0,07° | 0,29+0,04° 1,35+0,09° | 0,000 | NS 0,005
11c,14¢,17¢-20:3 0,00£0,00* | 0,35+0,08° | 0,00+0,00" 0,78+0,13° | 0,000 | 0,011 0,011
5¢,8¢c,11c,14¢-20:4 24,95+0,76" | 9,50+0,56" | 24,51+0,92" | 10,19+0,39° | 0,000 | NS NS
4¢,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 1,96+0,18 1,70+0,07 1,62+0,10 2,39+0,40 NS NS 0,038
> NI 1,97+0,15 1,43+0,11 3,05+0,03 2,59+0,23 | 0,004 | 0,000 NS
> AGS 35,46+1,22" | 44,97+1,10° | 36,40+0,66° | 43,91+1,25° | 0,000 | NS NS
> AGM 13,32+1,01* | 26,70+1,78" | 16,75+1,10° | 26,09+1,44° | 0,000 | NS NS
> AGP 48,30£0,93* | 21,62+035° | 43,52+1,26° | 24,56+0,31° | 0,000 | NS 0,001
> AGT 0,00+0,00 0,00+0,00° 2,98+0,27° 2,96+0,17° | 0,039 | 0,000 NS
Relacién 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00£0,00* | 0,04+0,00° | 0,00£0,00* | 0,03+0,00* | 0,000 | NS NS
Relacién 16:1 n-7/16:0 0,05+0,01* | 0,21+0,01° | 0,08+0,00° | 0,19+0,03"* | 0,000 | NS NS
Relacién 18:1 n-9/18:0 0,67+0,10 1,05+0,15 0,58+0,05 0,84+0,12 | 0,012 | NS NS
Relacién 20:4 n-6/20:3 n-6 54,91+2,89" | 8,52+0,09° | 89,43+11,25° | 7,72+0,76" | 0,000 | 0,010 0,008
Relacién 18:3 n-6/18:2 n-6 0,003+0,001* | 0,03420,004° | 0,007+0,000* | 0,000£0,000* | 0,000 | 0,000 0,000
Relacién AA/AL 1,24+0,05 1,24+0,13 1,52+0,03 1,21+0,04 | 0,050 | NS NS
Relacién DHA/ALA 8,94+1,18" 8,60+0,93* 8,59+0,16* | 17,20£2,56" | 0,013 | 0,013 0,008

Grupos experimentales: “AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. £ NI:
sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; X AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; XAGP: sumatoria de AG poliinsaturados. AA: acido
araquidonico; AL: 4cido linoleico; DHA: dcido docosahexaenoico; ALA: 4cido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.. El
andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia
estadistica: p < 0,05.
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Figura 26- Retencion de dcidos grasos trans monoénicos en suero
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Grupos experimentales: "AL+AGT: enriquecida en 4cido linoleico sustituida con AGT; "AL+AGT: deprivada de 4cido
linoleico sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico para cada tratamiento dietario se realizé6 mediante un 1x5 ANOVA, seguido de test de
Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. El andlisis estadistico para
cada uno de los grupos entre los diferentes tratamientos dietarios se realiz6 mediante un test t de student. * Indica
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

El contenido de AL ha sido disminuido por la deprivaciéon de AL y también por la
sustitucion con AGT en los animales que recibieron la dieta enriquecida en AL. El producto final de
la biosintesis de AGPI-CL n-6, es decir el AA, se redujo en la misma proporcién que el AL por la
deprivacion de AL, mientras que no mostré diferencia por la sustitucion con AGT.
Sorprendentemente, los derivados en la via de biosintesis de AGPI-CL n-6 que se reflejan en
circulaciéon mostraron un perfil muy diferente al del sustrato que le diera origen. Los niveles de
GLA mostraron un efecto diferencial en funcion del tratamiento dietarios asi, los grupos "AL vy
"AL+AGT aumentaron significativamente, mientras que aquellos que recibieron dieta "AL+AGT no
presentaron niveles detectables de dicho AG. El DGLA sélo increment6 sus niveles en los animales
con deprivacion de AL. Otro metabolito, derivado de la via alternativa de biosintesis de AGPI-CL
n-6, el 11c,14¢-20:2, ha presentado un comportamiento semejante al descripto para el AA, es decir
mostrd niveles reducidos por la deprivacion de AL, sin efecto por la sustitucion con AGT.

Los niveles de ALA y su producto final en la biosintesis de AGPI-CL n-3, es decir DHA, no
mostraron efecto por la deprivaciéon de AL, ni por la sustitucion con AGT; no obstante, mientras

que ambos efectos conjuntos resultaron en una reducciéon de ALA, los niveles de DHA tendieron a

incrementar. Esto resulta en una relacion DHA/ALA incrementada en el grupo "AL+AGT (Figura
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27). Llamativamente, los niveles de 11c,14¢,17¢c-20:3 mostraron un aumento por la deprivacion de

AL, y este aumento fue mds acentuado en el grupo "AL+AGT.

Figura 27- Relacion producto final/sustrato: dcido docosahexaenoico (DHA)/dcido a-linolénico

(ALA) en suero
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de los AG: 12:0 y 14:0 mostraron un efecto significativo por el status de AL y
por la sustitucién con AGT. Especificamente, la deprivacion de AL incrementd los niveles de
ambos AG, pero este incremento fue de menor magnitud cuando se suplement6 con AGT. Los
niveles de 16:0 y 18:0 presentaron valores semejantes independientemente de las variables dietarias.

El contenido de 9¢c-16:1, 9¢c-18:1 y 11c-18:1 fue claramente elevado por la deprivacion de
AL, pero no por la sustituciéon con AGT, a excepcion del 9c-16:1 que en la dieta enriquecida en AL
increment6 sus niveles. Otro AG detectado en niveles considerables derivado de los AGS es el 22:0,
el cual también fue incrementado por la deprivacién de AL.

Un efecto semejante al de los AG c-18:1 fue observado en los derivados metabdlicos de los

mismos: 8c,11¢c-20:2, 5¢,8¢c,11¢-20:3 y en la relacidn trieno/tetraeno, considerados marcadores de la

deficiencia de AGE.
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Tabla 8- Composicion de 4cidos grasos del suero enriquecido en triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad

. Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
Acidos Grasos
*AL "AL *AL+AGT "AL+ AGT AL | AGT AL x AGT

12:0 0,08+0,02° 0,85+0,03° | 0,07 0,01 | 3,47+0,04° NS NS NS
14:0 0,56+0,07° 2,28+0,09" 0,66+0,09° 3,11+0,57° NS | 0,139 0,238
16:0 20,90£0,28 | 22,59+1,26 19,40+1,07 | 22,30£0,72 | 0,027 | NS NS
9¢c-16:1 1,5420,06" 6,97+0,46° 2,38+0,28" 6,35+0,17° | 0,000 | NS 0,025
18:0 12,59+1,15 12,37+1,07 11,09£0,51 14,2440,36 NS NS NS
(6-8)t-18:1 - - 0,43+0,10 0,3620,07 - - -
9t-18:1 - - 0,95+0,03 0,93+0,08 - - -
10t-18:1 - - 0,48+0,11 0,48+0,09 - - -
11t-18:1 - - 0,78+0,09 0,5420,13 - -
12t-18:1 - - 0,91+0,02 0,59+0,12" - - -
9¢c-18:1 14,17+1,39* | 2530+2,67° | 13,22+1,11* | 19,00+0,66™ | 0,000 | 0,047 NS
11c-18:1 1,7740,05" 3,48+0,18" 1,94+0,21° 2,91+0,30° | 0,000 | NS NS
9¢,12¢-18:2 22,87+1,14* | 5,02+0,19° | 19,22+1,71* | 7,40+0,57° | 0,000 NS 0,015
6¢,9¢,12¢-18:3 0,48+0,10° 0,16+0,03° | 0,28+0,03* | 0,08+0,01°> | 0,001 | 0,027 NS
11¢-20:1 0,07+0,00 0,36+0,01° 0,16+0,03° 0,06+£0,01* | 0,000 | 0,000 0,000
9¢,12¢,15¢-18:3 0,52+0,05" 0,000,00° 0,14+0,01° | 0,23+0,02b° | 0,000 | 0,013 0,000
9¢,11t-CLA 0,00+0,00 0,00+0,00° 0,15+0,02" 0,24+0,03° | 0,012 | 0,000 0,012
11c,14¢-20:2 0,160,02° 0,000,00° 0,2440,01° 0,08+0,04 | 0,000 | 0,000 NS
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22:0 0,11+0,01* 3,16+0,33° 0,24+0,05 0,40+0,03* | 0,000 | 0,000 0,000
8c,11¢-20:2 0,00+0,00° 0,22+0,01° 0,00+0,00° 2,05+0,16° | 0,000 | 0,000 0,000
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00? 0,1240,05° 0,06£0,00°° | 0,06£0,00°® | 0,038 NS 0,021
8c,11c,14¢-20:3 0,15+0,02° 0,62+0,09° 0,49+0,04¢ 0,90+0,05¢ | 0,000 | 0,000 NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,00+0,00° 0,18+0,03" 0,00+0,00° 0,35+0,03° | 0,000 | 0,001 0,001
5¢,8¢c.11c,14¢-20:4 20,20+1,76* | 7,77+1,40° 17,36+0,66° | 8,40+0,93° | 0,000 | NS NS
5¢,8¢c.11¢,14¢,17-20:5 0,00+0,00° 0,08+0,01° 0,00+0,00° 0,11+x0,01° | 0,000 | NS NS
4¢.7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 1,40+0,12 1,49+0,18 1,25+0,07 1,89+0,23 0,034 | NS NS
> NI 1,78+0,21 1,31+0,19 1,69+0,13 1,61+0,08 NS NS NS
> AGS 34,2440,85% | 4125+0,62° | 31.46+1,44* | 43,52+¢0,05° | 0,000 | NS 0,017
> AGM 17,55+1,42 | 36,11+3,01° | 21,25+1,96* | 31,22+037° | 0,000 | NS 0,038
> AGP 45,78+0,61° | 15,66+1,55° | 39,19+1,08° | 21,79+1,32¢ | 0,000 | NS 0,000
> AGT 0,00+0,00° 0,00+0,00° 3,70+0,33° 3,14+0,50° NS 0,000 NS

Grupos experimentales: "AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. £ NI:
sumatoria de AG no identificados; ¥ AGS: sumatoria de AG saturados; £ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; XAGP: sumatoria de AG poliinsaturados. Los resultados son
presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realizé mediante un test t de student. * Indica

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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El higado secreta TG-VLDL, cuya composicion de AG refleja en gran medida la capacidad
metabdlica del mismo. Asi, en suero post-inyeccion de Triton WR 1339, podemos evaluar el perfil
de AG e inferir sobre el origen y metabolismo hepdtico bajo las variables dietarias empleadas. En la
tabla 8 se muestra la composicion de 4cidos grasos del suero enriquecido en TG-VLDL. Como
puede observarse, los AGT secretados por el higado, a excepcién del isémero 12t-18:1, no
mostraron diferencias por la deprivacion de AL. No obstante, el anélisis individual de la retencion
de los isOmeros trans 18:1 mostr6 un comportamiento diferente en funcién del isémero
considerado, siendo el 9t-18:1 el que presenté en ambos grupos la mayor retencion (Figura 28).
Niveles significativos del isomero 9c,11t-CLA han sido observados en los animales alimentos con
dietas suplementadas con AGT, y los mismos estuvieron mds exacerbados en aquellos deprivados

en AL.

Figura 28- Retencion de dcidos grasos trans monoénicos en triglicéridos-lipoproteinas de muy baja

densidad
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Grupos experimentales: "AL+AGT: enriquecida en 4cido linoleico sustituida con AGT; "AL+AGT: deprivada de dcido
linoleico sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por
grupo. El andlisis estadistico para cada tratamiento dietario se realizé mediante un 1x5 ANOVA, seguido de test de
Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. El andlisis estadistico para
cada uno de los grupos entre los diferentes tratamientos dietarios se realiz6 mediante un test t de student. * Indica
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de AL, GLA, 1lc,14c-20:2 y AA estuvieron muy disminuidos por la
deprivacion de AL, mientras que el DGLA tuvo un efecto opuesto. Los AGT tuvieron un efecto

menor y muy diferente que la deprivacion de AL en funcioén del AG considerado. Por la presencia
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de AGT dietarios, el GLA tendi6 a disminuir sus niveles, mientras que el DGLA vy el 11c,14c-20:2
incrementaron y no se encontraron diferencias en el contenido de AA.

El contenido de ALA ha disminuido en los grupos ‘AL y "AL+AGT vs el grupo AL, no
obstante en el grupo "AL+AGT se observé un incremento en sus niveles respecto a los animales
correspondientes a los grupos "AL y "AL+AGT. No obstante, ningiin efecto en el producto final de
la biosintesis de AGPI-CL n-3 ha sido observado por dichos tratamientos. Los productos
intermediarios de dicha biosintesis, el EPA y 11c,14¢,17¢-20:3, han mostrado un comportamiento
llamativo, fundamentalmente por un aumento de sus niveles debido a la deprivacién de AL, que en
el caso del 11c,14c¢,17¢-20:3 se vio exacerbado en presencia de AGT.

Los niveles de 12:0 mostraron un aumento por la deprivacién de AL que fue exacerbado por
la presencia de los AGT. El 14:0, los derivados de biosintesis de novo de AG 9c-16:1, 11c-18:1 y
9c-18:1 han mostrado un marcado incremento por la deprivaciéon de AL, sin modificacién por la
presencia de AGT. Los niveles de 16:0 y 18:0, pese a tener muy diferentes aportes dietarios en los
distintos grupos, no presentaron diferencias en el perfil de AG de los TG-VLDL.

Productos de la elongacién y desaturacion de AG saturados y monoinsaturados procedentes
de la dieta y/o de la biosintesis de novo, mostraron un claro efecto por la deprivacion de AL. En
forma significativa los niveles de dcido Mead fueron sélo incrementados en el grupo "AL vs +AL,
mientras que su precursor (8c,11c-20:2) estuvo incrementado en ambos grupos deprivados en AL y

los mismos fueron exacerbados por los AGT.

L.3- Parametros relacionados a la regulacion del metabolismo de triglicéridos
En virtud de las marcadas modificaciones halladas en los niveles de TG, se profundizé el

estudio analizando algunos mecanismos relevantes en su regulacion en diferentes tejidos.

1.3.1- Actividad de enzimas lipogénicas en higado

Para evaluar la sintesis de AG en el higado se analizé la actividad de tres enzimas
lipogénicas que, de diferente manera, cumplen importantes roles en dicho proceso: FAS, EM vy
G6PDH.

El andlisis estadistico ANOVA (2x2) mostré que en la actividad de la enzima FAS s6lo la
interaccion de ambas variables experimentales generé cambios significativos (p < 0,05). Sin
embargo, para las actividades de las EM y G6PDH, tanto la deprivaciéon de AL, como la presencia
de AGT vy la interaccién de ambas variables tuvieron un efecto significativo (p < 0,001). En el

andlisis estadistico individual puede observarse que, para las tres actividades enzimdticas
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estudiadas, la deprivacion de AL aument6 la actividad en relacion a sus correspondientes controles

(Figura 29).

1.3.2- Sintesis de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Las actividades FAS y G6PDH en TAE presentaron cambios tanto por la deprivacion de AL,
como por la sustituciéon con AGT. Mientras que, la actividad EM se vio influenciada por la
deprivaciéon de AL y por la interaccion de ésta con los AGT (p < 0,001). Individualmente, la
actividad de EM y G6PDH estuvieron aumentadas en los grupos deprivados en AL respecto a sus
controles (Figura 30B y 30C), mientras que, para la enzima FAS el aumento alcanzé significancia
solo en el grupo "AL+AGT vs. el resto de los grupos experimentales (Figura 30A).

Prpoponemos:

Las actividades EM y G6PDH en TAE presentaron cambios tanto por la deprivaciéon de AL
mientras que las tres enzimas por la interaccion de ambas variables,

Individualmente, la actividad de EM y G6PDH estuvieron aumentadas en los grupos
deprivados en AL respecto a sus controles (Figura 30B y 30C), mientras que, para la enzima FAS el
aumento alcanzo significancia sélo en el grupo "AL+AGT vs. el resto de los grupos experimentales

(Figura 30A).
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Figura 29- Actividad de las enzimas sintasa de dcidos grasos (FAS), madlica (EM) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en higado (G6PDH)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 30- Actividad de las enzimas sintasa de dcidos grasos (FAS), madlica (EM) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en tejido adiposo

epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.

Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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1.3.3- Actividades de enzimas oxidativas de acidos grasos en higado y misculo gastrocnemio
Para estimar la oxidacion de AG tisulares se evalud la actividad de la CPT en los principales
tejidos oxidativos: higado (CPT-la) y miusculo gastrocnemio (CPT-Ib). El andlisis estadistico
ANOVA (2x2) mostré que tanto en higado, como en musculo, la capacidad de oxidacién estuvo
disminuida por la sustituciéon con AGT (p < 0,05 y p < 0,001, respectivamente). En el anélisis
estadistico individual s6lo se pudo observar una reduccién significativa en la actividad de la enzima
CPT-la en el grupo "AL+AGT respecto al "AL (Figura 31A), mientras que en la actividad CPT-Ib

s6lo una tendencia estuvo presente por efecto de los AGT (Figura 31B).

Figura 31- Actividad de las enzimas carnitina palmitoil transferasa-I en higado (CPT-Ia) y carnitina

palmitoil transferasa-I en musculo gastrocnemio (CPT-Ib)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

1.3.4- Velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos

El andlisis estadistico ANOVA (2x2) mostré que la velocidad de secrecion hepatica de TG
(VSTG) estuvo afectada por la deprivacion de AL (p < 0,001), no asi por la presencia de AGT. Las
comparaciones no paramétricas mostraron que la VSTG fue aumentada significativamente en el

grupo deprivado en AL respecto al control (Figura 32).
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Figura 32- Velocidad de secrecion hepética de triglicéridos (VSTG)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
1.3.5- Remocion de triglicéridos séricos: actividad de la enzima lipoproteina lipasa en tejido
adiposo epididimal y muasculo gastrocnemio

En el analisis estadistico ANOVA (2x2) de la actividad de la enzima LPL en TAE,
independientemente de la forma en que se la exprese: por g de tejido (nMol/min.g tejido) o en el
tejido total (nMol/min.tejido total), se observé un efecto tanto por la deprivacion de AL (p < 0,05),
como por la presencia de AGT (p < 0,05). En las comparaciones individuales, en los grupos ‘AL y
"AL+AGT la actividad enzimdtica estuvo significativamente aumentada respecto al grupo *AL.
Sorprendentemente, el efecto de ambas variables no fue aditivo, mds ain se observé una reduccion
en el grupo "AL+AGT vs. "AL y vs. "AL+AGT (Figuras 33).

En musculo gastrocnemius, la actividad de la enzima LPL, expresada tanto por g de tejido

(MMol/min/g tejido), como por musculo total, no se vio afectada por ninguno de los tratamientos

dietarios (Figura 34).
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Figura 33- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal (TAE)

A B
~ 025 2,5
=]
= =
2 020 4 b g 20 4 b
o0 T S
= I =3
E 0,15 4 c 32 151 c
= =8
S IS

| < = | a
% 0,10 a a SE 10 .
= I s =
ﬁ 0’05 -j % 0’5 -j
o0

0,00 . . . 0,0 A . . .
+AL -AL +AL+AGT  -AL+AGT +AL -AL +AL+AGT  -AL+AGT
Dieta Dieta

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 34- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en musculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA. Significancia estadistica:

p <0,05.
L.4- Expresion del ARNm de biomoduladores del metabolismo lipidico/inflamatorio en tejido
adiposo epididimal

Para profundizar el estudio del metabolismo lipidico se evalud la expresion del ARNm de
dos adipoquinas claves que, de diferente manera, regulan el metabolismo de los lipidos: leptina y
adiponectina. En el andlisis estadistico individual puede observarse que la expresion del ARNm de
la leptina fue reducida significativamente en los grupos ‘AL y "AL+AGT respecto al control,

mientras que, un efecto opuesto ha sido evidenciado en la expresion del mensajero de la
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adiponectina. La accién conjunta de deprivacioén de AL y sustituciéon con AGT no mostré un efecto
aditivo para ambas adipoquinas (Tabla 9).

Con el propésito de evaluar algunos pardmetros relacionados a la respuesta inflamatoria
producida por los diferentes tratamientos dietarios, se cuantifico la expresion del mensajero de la
IL1-B, IL6 y TNF-a. La expresion del mensajero del TNF-a estuvo significativamente disminuida
en el grupo AL respecto al *AL, y la sustitucién en este grupo con AGT no modificé dichos
niveles. La expresién de IL1- B en tejido adiposo disminuy6 tanto por la deprivacion de AL, como
por la sustitucién con AGT. Mientras que la IL6 frente al grupo AL increment6 en el grupo ‘AL y

la sustitucién con AGT normalizé dichos valores (Tabla 9).

L.5- Expresion de marcadores inflamatorios en higado

La expresion génica del TNF-a en tejido hepatico mostré una reduccién estadisticamente
significativa en el grupo "AL+AGT vs. "AL+AGT. Los niveles d¢ ARNm de IL1-B estuvieron
reducidos en ambos grupos deprivados en AL en comparacion con sus respectivos grupos controles
y la sustitucion con AGT exacerb6 dicho efecto. Por ultimo, la expresion del ARNm de la IL6
estuvo disminuida significativamente en ambos grupos suplementados con AGT vs. sus

correspondientes controles (Tabla 10).

1.6- Estrés oxidativo hepatico

El estrés oxidativo fue evaluado a través del grado de LPO. El andlisis estadistico ANOVA
(2x2) mostré que la LPO no estuvo modificada por la deprivacion de AL, ni por la sustitucién con
AGT. En las defensas antioxidantes, se observé que tanto los niveles de GSH, como la actividad de
la enzima catalasa se vieron afectados por la deprivacién de AL (p < 0,001) y por la sustitucién con
AGT (p < 0,01). El andlisis estadistico individual mostré que los niveles de GSH no estuvieron
modificados por los AGT, mientras que, la actividad de la enzima catalasa se vio marcadamente

aumentada en el grupo "AL frente a los otros grupos experimentales (Figura 35).
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Figura 35- Grado de lipoperoxidacién (LPO), niveles de glutation (GSH) y actividad de la enzima catalasa en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los
resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.

Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Tabla 9- Niveles de ARNm de biomoduladores del metabolismo lipidico/inflamatorio en

tejido adiposos epididimal

Niveles de Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
expresion AL
(270 *AL "AL *AL +AGT | "AL+AGT | AL | AGT X
AGT
Leptina 1,00£0,07* | 0,13x0,02° | 0,19+0,05° | 0,68+0,12° | 0,023 | NS | 0,000
Adiponectina | 1,00+0,10* | 1,65+0,14° | 1,86+0,09° | 0,98+0,17° | NS | NS | 0,000
TNF-o. 1,00£0,02* | 0,67+0,03° | 0,7420,07°° | 0,59+0,08° | 0,002 | 0,021 | NS
IL1-B 1,00£0,10° | 0,52+0,06° | 0,52+0,05° | 0,83+0,10° | NS | NS | 0,000
L6 1,00+0,08* | 1,38+0,05° | 1,24+0,08®° | 1,0120,09° | NS | NS | 0,002

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de écido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; IL1-f: interleuquina
1-B; IL6: interleuquina 6. Los resultados son presentados como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo.
El andlisis estadistico se realiz mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Tabla 10- Niveles de ARNm de biomoduladores inflamatorio en higado

Niveles de Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
expresion AL
(270 *AL "AL *AL +AGT | "AL+AGT | AL | AGT | «x
AGT
TNF-o. 1,00£0,06°° | 0,77+0,18° | 1,37+0,02* | 0,62+0,02° | 0,000 | NS | 0,031
IL1-B 1,00£0,08* | 0,49+0,09° | 0,65+0,03®® | 0,28+0,02° | 0,000 | 0,000 | NS
IL6 1,00£0,17% | 0,86+0,05* | 0,22+0,03° | 0,44+0,07° | NS | 0,000 | 0,006

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de dcido linoleico;

TAL+AGT: "AL

sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. TNF-a: factor de necrosis tumoral-a; IL1-f: interleuquina
1-B; IL6: interleuquina 6. Los resultados son presentados como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo.
El andlisis estadistico se realiz mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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L.7- Parametros relacionados al metabolismo de la glucosa

Dado que algunas de las alteraciones lipidicas observadas podrian estar asociadas a
alteraciones en el metabolismo de la glucosa, principalmente en musculo esquelético, se estudiaron
los niveles séricos de glucosa, como asi también la captacion, incorporacién y oxidacién de la
glucosa, y sintesis de glucégeno en musculo séleo, en condiciones basales (B) y bajo dos efectores
clave: insulina (+I) y palmitato (+P).

La concentracién de glucosa en suero fue modificada tanto por la deprivaciéon de AL, como
por la sustituciéon con AGT (p < 0,001). En el andlisis estadistico individual, los grupos "AL vy

"AL+AGT mostraron una disminucién significativa en los niveles respecto al grupo control (Figura
36).

Figura 36- Niveles de glucosa sérica
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de
al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe.
Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

En las Tablas 11 - 14 se muestra la capacidad de captacion, incorporacion, oxidacién de la
glucosa, y sintesis de glucégeno del misculo soleo en condiciones basales y en presencia de
efectores: insulina, palmitato e insulina + palmitato.

En la tabla 11 se muestra la capacidad de captacion del misculo soleo en condiciones basales
y en presencia de efectores: insulina, palmitato e insulina + palmitato (+I4+P). En condiciones
basales, la captaciéon de glucosa tendié a incrementar en los grupos AL y "AL+AGT en
comparacién con el grupo *AL, y alcanzé significancia estadistica en el grupo "AL+AGT.

Independientemente del tratamiento dietario, la incubacién de los musculos en presencia de insulina

increment6 la captacion de glucosa frente a los respectivos valores basales. No obstante respecto al
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grupo AL, la misma tendi6 a decrecer en los grupos AL, "AL+AGT y "AL+AGT. Estos cambios se
tornan mdés evidentes cuando expresamos la respuesta a la insulina como incremento de su valor
basal (+I/B), denotando diferencias significativas en los grupos "AL+AGT y "AL+AGT vs. el grupo
"AL. La adicién de palmitato no produjo una significativa inhibicién de la captacién de glucosa, no
obstante, se perdieron las diferencias entre los distintos grupos dietarios existentes en condiciones
basales. Esto se refleja en la falta de diferencias en la respuesta de la captacion de glucosa relativa a
las condiciones basales (+P/B). La adicién de palmitato en presencia de insulina (+I+P), denota una
inhibicién parcial, pero significativa de la estimulacién por la insulina (+I) en los grupos "AL, ALy
"AL+AGT, pero no en el grupo "AL+AGT. La respuesta frente al valor basal de la adicién de
palmitato en presencia de insulina (+I+P/B), respecto al grupo *AL, tendié a disminuir en el grupo

"AL+AGT y alcanzé diferencias significativas en los grupos ‘AL y "AL+AGT.

Tabla 11- Captacion de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA

AL

*AL "AL *AL+AGT | AL+AGT | AL | AGT | x

AGT

B 1,88+0,05* | 2,22+0,17°° | 2,21+0,03"® | 2,39+0,07° | 0,024 | 0,024 | NS
+1 5,3020,15° | 4752035 | 4,40+020° | 4,82+022° | NS | NS | NS
+P 1,96+0,09 1,96+0,07 2,09+0,10 2,1840,12 | NS | NS | NS
+I+P 3,88+0,07* | 3,37+0,09% | 4,19+0,14"" | 3,5620,21°** [ 0,002 | NS | NS
+I/B 2,8240,10° | 2,18+0,19® | 1,99+0,11° | 2,0320,15° | NS [ 0,006 | 0,036
+P/B 1,05+0,07 0,90+0,06 0,94+0,06 0,91+0,02 | NS | NS | NS
+I+P/B | 2,07+0,07* | 1,55+0,11° | 1,90+0,08" | 1,49+0,08° | 0,000 | NS | NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. B: condiciones basales; +I: con el agregado de insulina; +P:
con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n = 4 por grupo. El andlisis
estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizé mediante un 2x2
ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes
(p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada uno de los grupos se realizd
mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las condiciones +I, +P y +I+P frente a
las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +I+P frente a +1 con #.

La incorporacion de glucosa (Tabla 12) en condiciones basales fue similar en todos los
grupos, y fue estimulada por la adicién de insulina. En forma semejante a los resultados de
captacién de glucosa, respecto al grupo “AL, la incorporacién de glucosa en presencia de insulina

tendi6 a decrecer en los grupos "AL, "AL+AGT y "AL+AGT, y este efecto se hace mds evidente en
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la respuesta a la insulina (+I/B), donde se alcanzan diferencias estadisticamente significativas. Asi
también, la adicién de palmitato no ejercié un efecto inhibitorio sobre la incorporacién de glucosa
frente a los resultados basales. La adicién de palmitato en presencia de insulina (+I+P) inhibié en
forma parcial, pero significativa, el efecto sobre la incorporacién de glucosa observado por la
adicion de insulina (+I) en los grupos *AL, ‘AL y "AL+AGT, pero no en el grupo "AL+AGT. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre los distintos grupos dietarios, como tampoco en la

respuesta relativa al valor basal (+1+P/B).

Tabla 12- Incorporacién de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los

efectores insulina y palmitato

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
AL
*AL "AL *AL+AGT | AL+AGT | AL | AGT | x

AGT
B 2,02+0,09 2,1840,15 2,35+0,14 2,3620,03 | NS | 0049 | NS
+1 5,3320,19° | 4212026 | 4404023 | 4,72+0,177 | NS | NS | NS
+P 2,0120,12 1,78+0,15 2,20+0,08 2,25+0,16 | NS | 0,028 | NS
+I+P 3,40+£0,24™" | 323+0,07" | 4,05+0,17° | 3,55+0,20% | NS | 0,020 | NS
+I/B 2,67+0,17% | 1,94%0,12° | 1,88+0,11° | 2,00£0,10° | 0,039 | 0,016 | 0,007
+P/B 1,00+0,05 0,83+0,10 0,95+0,08 0,95+0,06 | NS | NS | NS
+I+P/B | 1,71£0,18 1,49+0,07 1,750,16 1,50£0,08 | NS | NS | NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. B: condiciones basales; +I: con el agregado de insulina; +P:
con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n = 4 por grupo. El andlisis
estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizé mediante un 2x2
ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes
(p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada uno de los grupos se realizé
mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las condiciones +I, +P y +I+P frente a
las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +I+P frente a +I con #.

Como puede observarse en la Tabla 13, en condiciones basales, ni la deprivaciéon de AL, ni
la sustitucion con AGT modificaron la capacidad de oxidacion de la glucosa en el musculo soleo.
La adicién de insulina en el medio de incubacién increment6 este pardmetro en los grupos "AL y
"AL+AGT, y esto se denota claramente en la elevada relacion +I/B. La adicién de palmitato solo
redujo la oxidacion de la glucosa en el grupo "AL+AGT frente a los valores basales. La adicién de
palmitato en el medio de incubacién con insulina (+I+P) en los grupos *AL y "AL+AGT, inhibi6
significativamente el efecto de la insulina (+I), y no modificé los escasos efectos de la insulina

observados previamente en los demds grupos experimentales.
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Tabla 13- Oxidacién de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
AL
*AL "AL *AL+AGT | AL+AGT | AL | AGT | x

AGT

B 0,40+0,06 0,46+0,08 0,47+0,14 0,5240,10 | NS | NS | NS
+1 1,0840,03° | 0,43+0,10° | 0,58+0,13° | 1,0120,08*" | NS | NS | 0,000

+P 0,28+0,04> | 0,40+0,03* | 0,06+0,02°" | 032+0,08° | NS | NS | NS

+I+P 0,39+0,02" | 0,400,10 0,46+0,18 | 049+0,04" | NS | NS | NS
+I/B 2,51+0,19* | 1,1240,31° | 1,462031° | 1,75£0,29® | NS | NS | 0,035

+P/B 0,84+0,20° | 1,184042* | 0,1620,07° | 0,73+0,30® | NS | NS | NS

+I+P/B | 1,23+0,34 0,91+0,20 1,19+0,42 1,0340,17 | NS | NS | NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. B: condiciones basales; +I: con el agregado de insulina; +P:
con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n = 4 por grupo. El andlisis
estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes
(p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada uno de los grupos se realizd
mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las condiciones +I, +P y +I+P frente a
las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +I+P frente a +1 con #.

La sintesis de glucégeno en musculo soleo (Tabla 14) no mostré diferencias significativas en
los diferentes tratamientos dietarios bajo condiciones basales. El agregado de insulina increment6
significativamente, y en distinta medida, dicho pardmetro en todos los grupos dietarios, conduciendo
a valores inferiores en los grupos AL, "AL+AGT y "AL+AGT respecto al grupo "AL. La
incubacién del musculo soleo en presencia de palmitato produjo ligeros efectos sobre la sintesis de
glucégeno. Especificamente, s6lo se observé una reduccién de dicho pardmetro en el grupo "AL
respecto al valor basal. La adicién de palmitato en presencia de insulina (+I+P) atenué la
estimulacion de la sintesis de glucégeno observada por esta hormona en los grupos AL y "AL+AGT

y éste efecto inhibitorio del palmitato no fue observado en los animales de los grupos AL y

"AL+AGT.
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Tabla 14- Sintesis de glucégeno (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA

AL

*AL "AL *AL+AGT | AL+AGT | AL | AGT | x

AGT

B 0,45+0,02 0,50+0,07 0,54+0,09 0,4740,05 | NS | NS | NS
+1 2,00£0,06° | 1,09+0,07°" | 1,33+0,06”" | 1,23+0,10°" | 0,004 | 0,000 | 0,000
+P 0,48+0,03 0,39+0,04 0,45+0,02 0,3740,04 [0,031 | NS | NS
+1+P 0,90+0,03" | 0,8120,10° | 1,31+0,18" | 0,83+0,08% [ 0,024 | NS | NS
+I/B 4.45+0,17° | 2,2720,20° | 2,58+026° | 2,67+0,10° | 0,000 | 0,002 | 0,000
+P/B 1,08+0,11 0,81+0,12 0,87+0,09 0,8240,11 | NS | NS | NS
+I+P/B | 2,01+0,05 1,63+0,06 2,65+0,55 1,9140,40 | NS | NS | NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+AGT: *AL
sustituida con AGT; "AL+AGT: "AL sustituida con AGT. B: condiciones basales; +I: con el agregado de insulina; +P:
con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n = 4 por grupo. El andlisis
estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizé mediante un 2x2
ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes
(p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada uno de los grupos se realizd
mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las condiciones +I, +P y +I+P frente a
las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +I+P frente a +I con #.
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PARTE 11

Efecto de la sustitucion parcial con conjugados del acido linoleico a

dietas enriquecidas o deprivadas en acido linoleico



Resultados

De manera similar que para los AGT en la Parte I de los Resultados, en el caso de los CLA
se consideraron dos variables independientes, especificamente: a) los niveles de AL segin cual
fuera el aceite fuente de la grasa dietaria (maiz -enriquecido en AL- y coco hidrogenado -deprivado

en AL-) y b) presencia o no de CLA (con o sin sustitucion parcial con aceite rico en CLA).
II.1- Parametros nutricionales

I1.1.1- Consumo de alimento e ingesta energética

En todos los grupos experimentales, las dietas fueron bien aceptadas, sin manifestarse
rechazo o resistencia a la ingesta de las mismas. En la Tabla 15 puede observarse un equivalente
consumo medio diario de alimento, sin diferencias significativas por la deprivacion de AL, por la
presencia de CLA, ni por la interaccion de ambos. Dado que las dietas son isocaldricas, la ingesta
energética media tampoco mostré diferencias estadisticas.

La absorcion aparente de grasas en el andlisis estadistico ANOVA (2x2) mostré diferencias
significativas tanto por la deprivaciéon de AL, como por la sustitucién con CLA. Las comparaciones
no paramétricas mostraron que la deprivacion de AL, en presencia o ausencia de CLA aumento la

absorcion aparente de grasa dietaria respecto al grupo "AL.

I1.1.2- Ganancia de peso y composicion corporal
Desde el inicio hasta el final del periodo experimental se observd un continuo incremento
del peso corporal en los animales (Figura 37). La ganancia de peso durante el total de la experiencia
(APgp.9) mostré diferencias inicamente debido a la sustitucién con CLA (p < 0,05), sin observarse
cambios por la deprivacion de AL (p = 0,170). El andlisis estadistico individual en el incremento de
peso entre los dias 0 y 60 (APg.o) (Figura 38), no mostr6 diferencias significativas entre los grupos.
El contenido porcentual de grasas, proteinas y agua en la carcasa no mostré diferencias

estadisticas por la deprivacion de AL o por la sustituciéon con CLA (Tabla 15).
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Tabla 15- Consumo de alimento, ingesta energética, absorcion aparente de la grasa dietaria y composicién de carcasa

Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
AL ‘AL "AL+CLA "AL+CLA AL | CLA | ALxCLA

Consumo de alimento (g/dia) 17,71+0,50 18,70+0,35 18,80+1,22 18,16+0,76 NS NS NS
Ingesta energética (kJ/dia) 293,3248,29 | 310,02+5,97 | 312,00+£20,40 | 300,86+£12,84 | NS NS NS
Ingesta de grasa (g/dia) 1,27+0,04 1,38+0,05 1,38+0,09 1,45+0,07 NS NS NS
Grasa fecal (mg/dia) 27,12+0,80° | 18,80+1,22° | 24,77+2,40° | 15,59+2,86" | 0,00 NS NS
Grasa fecal/Grasa ingerida (%) 2,24+0,05° 1,38+0,10* 1,82+0,09%° 1,07£0,15¢ | 0,000 | 0,003 NS
Absorcion aparente de grasa dietaria (%) 97,76+0,04* | 98,62+0,10° | 98,18+0,09%° | 98,23+0,15° | 0,000 | 0,003 NS
Composicion de carcasa (%)

Grasa 16,08+0,60 17,29+0,55 16,95+0,41 15,13+0,80 NS NS NS

Proteinas 20,85+0,83 21,75+0,28 21,4440,26 20,3340,81 NS NS NS

Agua 58,52+0,65 56,88+0,73 55,7240,81 58,91+0,75 NS NS NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 37- Evolucion de la ganancia de peso diaria
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL
sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo.

Figura 38- Ganancia de peso entre los dias experimentales 0 y 60 (APgq.9)
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I1.1.3- Retencion energética corporal y eficiencia energética
En las Figuras 39 se muestran la RETC, REGC, REPC y EE del alimento, las cuales no

arrojaron cambios en el andlisis estadistico.

I1.1.4- Pesos de higado, tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal, y misculo gastrocnemio

El andlisis de varianza mostr6 que el peso absoluto del higado, fue significativamente
afectado por la deprivacién de AL, pero no por la sustituciéon con CLA (p = 0,299). Cuando se lo
expreso relativo al peso corporal se observé el mismo comportamiento al descripto para el peso
hepético absoluto. El andlisis estadistico individual mostrd, en ambas formas de expresién, una
dismininucién significativa en el grupo "AL respecto al *AL, y un aumento en el grupo "AL+CLA
respecto al "AL (Figura 40).

En el andlisis 2x2 ANOVA, los pesos del TAE y TARP, tanto absolutos como relativos al
peso corporal, mostraron un efecto significativo por la sustituciéon con CLA (p < 0,05). La
deprivacion de AL solo tuvo efecto en el TARP para ambas formas de expresion (p < 0,01). Las
comparaciones no paramétricas mostraron, que en ambas formas de expresion, el grupo "AL+CLA
disminuy6 significativamente su peso respecto a los demds grupos experimentales (Figuras 41 y
42).

Tanto el peso absoluto como el relativo del misculo gastrocnemio, no fueron modificados

por los tratamientos realizados (deprivacion de AL y sustitucién con CLA) (Figura 43).
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Figura 39- Retencion energética total corporal diaria (RETC), retencion energética de grasa corporal diaria (REGC), retencion energética de proteinas

corporales diaria (REPC), eficiencia energética del alimento (EE)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA:

Significancia estadistica: p < 0,05.

*AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizd mediante un 2x2 ANOVA.
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Figura 40- Peso del higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 41- Peso del tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 42- Peso del tejido adiposo retroperitoneal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 43- Peso del misculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA. Significancia estadistica: p < 0,05.

I1.2- Parametros lipidicos

I1.2.1- Niveles séricos de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol
En las comparaciones individuales se observé que ambos grupos deprivados en AL
redujeron significativamente los niveles de TG circulantes respecto a sus correspondientes controles

(Figura 44A).
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Las concentraciones de FL séricos mostraron diferencias estadisticas por la deprivacion de
AL y por los CLA. Asf, los grupos ‘AL y "AL+CLA mostraron una reduccién significativa respecto
al grupo control, sin observarse un efecto aditivo de ambas variables (Figura 44B).

Para las concentraciones de Col sérico, el analisis de varianza mostré diferencias
significativas por la deprivacién de AL (p < 0,001), mostrando una disminucion tanto en el grupo

"AL vs "AL, como para el grupo "AL+CLA vs. "AL+CLA (Figura 44C).

I1.2.2- Contenido hepatico de triglicéridos, fosfolipidos y colesterol

El contenido de TG fue reducido en el grupo "AL vs. AL vy la sustitucién parcial con CLA
en el grupo AL restaurd los niveles de TG a valores comparables a los del grupo AL (Figura 45A).

El contenido hepdtico de FL no fue afectado estadisticamente por ninguno de los
tratamientos (Figura 45B).

El contenido de Col hepatico fue afectado por la deprivaciéon de AL (p < 0,001) pero no por
la sustituciéon con CLA (p = 0,203). En la figura 45C puede observarse que, en el grupo "AL, los

niveles estuvieron reducidos en forma estadisticamente significativa respecto al control.

Ana Clara Farifia | 123



Resultados

Figura 44- Niveles séricos de triglicéridos (TG), fosfolipidos (FL) y colesterol (Col)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 45- Niveles hepdticos de triglicéridos (TG), fosfolipidos (FL) y colesterol (Col)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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I1.2.3- Contenido muscular de triglicéridos y fosfolipidos

Si bien en el andlisis de varianza, el contenido muscular de TG presenté cambios
estadisticos por la deprivacion de AL (p < 0,01), las comparaciones individuales para dicho
pardmetro no mostraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 46A).

Los niveles de FLL. musculares no mostraron diferencias estadisticamente significativas para

ninguna de las variables estudiadas (Figura 46B).

Figura 46- Niveles musculares de triglicéridos (TG) y fosfolipidos (FL)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA. Significancia estadistica: p < 0,05

11.2.4- Composicion de acidos grasos en higado, tejido adiposo, misculo, suero Yy
triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad

En las tablas 16 - 20 puede observase que los dos isdmeros CLA proporcionados con la dieta
son incorporados y ademds produjeron diversos cambios en el perfil de AG en higado, TAE,
musculo gastrocnemio, suero post-prandial y suero enriquecido en TG-VLDL. Se describen con
mayor profundidad los AG mds relevantes a nivel metabdlico y/o cuantitativo.

En la Tabla 16 se presenta la composicion relativa de AG en higado de los animales con
dietas enriquecidas o deprivadas en AL, suplementados o no con CLA. Como puede observarse, los
CLA fueron incorporados en forma semejante y significativa tanto en los animales enriquecidos con
AL como en aquellos deprivados en AL. Sin embargo, la retenciéon de CLA en higado presentd
diferencias en funcién del isoémero considerado. En la Figura 47 puede observarse que,

independientemente de los niveles de AL, la retencion del isémero 9c,11t-CLA fue mayor que la

del 10t,12¢-CLA.
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Tabla 16- Composicion de dcidos grasos en higado

Acidos G Grupos experimentales 2x2 ANOVA
C1a0S urasos

*AL "AL *AL+CLA "AL+CLA AL | CLA AL x CLA
12:0 0,00+0,00° 0,59+0,14° 0,00+0,00° 0,31+0,04*® | 0,000 | NS NS
14:0 0,70+0,07 2.14+0,18° 1,03+0,09° 2,0120,20° | 0,000 | NS NS
16:0 23,7620,76 24.,46+0,99 27.45+0,64 27.34+1,19 NS | 0,003 NS
9c-16:1 2,74+0,05° 5,96+0,40° 3,91+0,72% 5,5240,32° | 0,000 | NS NS
18:0 9,59+0,40° 15,53+0,66° | 11,20+0,54* | 17,15+0,75° | 0,000 | 0,016 NS
9c-18:1 18,69+1,33°° | 16,89+0,62% | 14.58+0,60° | 14,08+0,80° | NS | 0,001 NS
11c-18:1 3,72+0,20° 6,15+0,41° 3,97+0,23" 5,65+0,30° | 0,000 | NS NS
9¢,12c-18:2 21,19+0,63% 5,13+0,20° 15,78+1,27° | 7.40+0,52° | 0,000 | NS 0,000
6¢,9¢,12¢-18:3 0,33+0,09° 0,10+0,01° 0,19+0,03% 0,00+0,00° | 0,000 | 0,020 NS
11¢-20:1 0,16+0,01° 0,12+0,01%° 0,11+0,01° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,000 0,003
9¢,12¢,15¢-18:3 0,29+0,03* 0,12+0,01° 0,15+0,02° 0,07+0,01° | 0,000 | 0,008 0,007
9¢,11t-CLA § § 0,86+0,13 0,89+0,07 . . .
10t,12¢c-CLA § § 0,33+0,04 0,23+0,03 § § §
11c,14¢-20:2 0,34+0,02° 0,00+0,00° 0,18+0,02° 0,25+0,01° | 0,000 | 0,006 0,000
C 22:0 0,17+0,03 3,61+0,33° 0,16+0,01° 2,09+0,10° | 0,000 | 0,000 0,001
8c,11¢-20:2 0,00+0,00° 0,22+0,04° 0,00+0,00° 0,43+0,05 | 0,000 | 0,005 0,005
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00° 0,27+0,04° 0,00+0,00° 0,22+0,03° | 0,000 | NS NS
8c,11c,14¢-20:3 0,47+0,04% 1,15+0,16" 0,37+0,04° 0,96+0,04° | 0,000 | NS NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,00+0,00° 0,29+0,06" 0,00+0,00° 0,23+0,01° | 0,000 | NS NS
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5¢,8¢,11c,14c-20:4 13,82+0,67° | 10,90+0,57° | 14,81+0,76" | 8,71+0,47° | 0,000 | NS 0,026
4¢,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 1,69+0,10° | 3,12+0,18° 1,72+0,19° 3,7320,21° | 0,000 | NS NS
> NI 1,74+0,19° 1,63+0,19° 2,71+0,22° 1,44+0,18" | 0,003 | NS 0,010
> AGS 34,39+0,44" | 49,94+0,92° | 39,84+0,71° | 48,90+0,85" | 0,000 | 0,000 0,044
> AGM 25,31+1,45%® | 29,12+1,07* | 22,57+0,89° | 25,25+1,18% | 0,006 | 0,009 NS
> AGP 38,13+1,42° | 21,25+1,02° | 34,39+1,04° | 23,1240,95° | 0,000 | NS 0,035
> CLA 0,00+0,00° 0,00+0,00* 1,19+0,14° 1,1240,08° | NS | 0,000 NS
Relacién 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00+0,00° 0,03+0,00° 0,00+0,00° | 0,03+0,00° | 0,000 | NS NS
Relacién 16:1 n-7/16:0 0,12+0,00° 0,24+0,01° | 0,1420,02* | 0,20£0,01* | 0,000 | NS 0,025
Relacién 18:1 n-9/18:0 1,960,17 1,10+0,09" 1,32+0,10° 0,83+0,07° | 0,000 | 0,001 NS
Relacién 20:4 n-6/20:3 n-6 30,64+3,19° | 10,03£1,06" | 41,66+4,12* | 9,06+0,37> | 0,000 | NS 0,039
Relacién 18:3 n-6/18:2 n-6 0,01620,004* | 0,020£0,001* | 0,012+0,001* | 0,00£0,00° | NS | 0,000 0,005
Relacién AA/AL 0,65+0,03" 2,1320,09° | 0,97+0,11% | 1,20+£0,10° | 0,000 | 0,003 0,000
Relacién DHA/ALA 5,9240,46° | 26,2242,06° | 11,45+1,69° | 68,03+4,11° | 0,000 | 0,000 0,000

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. £ NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; £ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; ¥ AGP: sumatoria de AG
poliinsaturados. AA: acido araquidonico; AL: dcido linoleico; DHA: 4cido docosahexaenoico; ALA: dcido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM
de al menos 6 animales por grupo. El anilisis estadistico se realizé6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 47- Retencion de isoémeros CLA en higado
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Grupos experimentales: "AL+CLA: enriquecida en 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA:
deprivada de 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio +
SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé6 mediante el test t de Student. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p < 0,05).

La presencia de CLA en el grupo "AL+CLA redujo tanto el contenido del AL, como el de
ALA, en un 25% y un 48% respectivamente, versus el grupo "AL, y no modificé el efecto
producido por la deprivaciéon de AL.

Como puede observarse en la Tabla 16, los marcadores de deficiencia de AGE: 8c,11c-20:2
y 5¢,8¢c,11c-20:3 estuvieron cuantitativamente presentes en el grupo deprivado en AL suplementado
con CLA y, a pesar de no estar modificados los niveles de 20:3 n-9 respecto al grupo "AL, si
estuvieron aumentados los de su precursor el 20:2 n-9. Ademds, la relacion trieno/tetraeno, fue
incrementada en ambos grupos deprivados en AL.

La biosintesis de AGPI-CL n-6 derivados del AL se vio afectada por la presencia de CLA.
La sustitucién con isémeros CLA en el grupo con *AL redujo los niveles de GLA sin alcanzar
diferencias significativas, pero en deprivacion de AL, hubo un efecto aditivo, reduciéndose este AG
a niveles no detectables. El 11c,14¢-20:2, derivado en la via secundaria de formacidén de AA, fue
significativamente reducido por la presencia de CLA en el grupo "AL+CLA y, llamativamente,
aument$ significativamente sus niveles en deprivaciéon de AL. El contenido de AA y el de su
metabolito intermediario DGLA no fueron modificados por la sustituciéon con CLA en el grupo
enriquecido en AL y ésta tampoco altero el efecto producido por la deprivacion de AL. La presencia
de CLA incremento la relacién producto final/sustrato de la biosintesis de AGPI-CL n-6 (AA/AL)
respecto al control, sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa en suficiencia de AL. Pero,
en el grupo deprivado en AL, la sustitucién con CLA redujo la relacion producto/sustrato respecto

al grupo "AL (Figura 48).
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Figura 48- Relacion porcentual producto final/sustrato: dcido araquidénico (AA)/dcido linoleico

(AL) en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Tanto la deprivaciéon de AL como la sustituciéon con CLA incrementaron la biosintesis de
AGPI n-3. Si bien, los valores en el grupo "AL+CLA fueron aproximadamente el doble que los del
grupo "AL no alcanzaron diferencias significativas, y el efecto de ambas variables conjuntas
mostraron un efecto aditivo (Figura 49). La deprivacion de AL incrementé los niveles de

11c,14¢,17¢-20:3 independientemente de la presencia de CLA.
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Figura 49- Relacion porcentual producto final/sustrato: dcido docosahexaenoico (DHA)/4cido

a-linolénico (ALA) en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de 12:0, 14:0 estuvieron relacionados a los niveles de ingesta y no mostraron
ninguna variacion por la presencia de los CLA, ademds de la ya observada por la deprivacion de
AL. El contenido de 18:0, 9c-16:1 y 11c-18:1 fue incrementado por la deprivaciéon de AL
independientemente de la sustitucion con CLA. En cambio, los niveles de 9c-18:1 no fueron
afectados por la deprivacion de AL, pero estuvieron disminuidos por los CLA en el grupo
"AL+CLA respecto a su control. Otro AGS derivado del 18:0 es el 22:0, el cual no mostré cambios

por los CLA en el grupo "AL+CLA pero redujo sus niveles alcanzados por la deprivacién de AL.

En la Tabla 17 se presenta la composicion relativa de AG en tejido adiposo epididimal de
los animales con dietas deprivadas o enriquecidas en AL, suplementados o no con CLA. En ella
puede observarse que los isomeros CLA fueron incorporados a nivel de tejido adiposo epididimal
en forma significativa pero, en los animales con deprivacion de AL, la incorporacion de ambos
isémeros fue menor que en aquellos enriquecidos en AL. Como puede observarse en la Figura 50, la
retencion del isomero 9c,11t-CLA fue notablemente mayor que la del 10t,12¢c-CLA, en ambos

grupos suplementados con CLA.
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Tabla 17- Composicién de dcidos grasos en tejido adiposo epididimal

. Grupos experimentales 2x2 ANOVA
Acidos grasos
*AL AL *AL+CLA "AL+CLA AL | CLA AL x CLA

12:0 0,16+0,01° 8,89+0,32° 0,30+0,03* 7,35+0,36° | 0,000 | 0,010 0,003
14:0 1,14+0,10° 8,0620,12° 1,74+0,09° 7,25+0,29° | 0,000 | NS 0,001
16:0 21,78+0,92" | 32,08+0,69° | 26,85+1,14° | 33,57+1,41° | 0,000 | 0,007 NS
9¢c-16:1 4,44+0,43" | 11,8420,27° | 3,67+0,39" | 10,57+0,55° | 0,000 | 0,027 NS
18:0 1,99+0,06® | 2,68+0,27° 2,02+0,10 1,70+0,18" | NS | 0,014 0,010
9¢-18:1 30,30£0,41* | 26,86+0,38" | 26,69+0,43" | 25,73+0,84° | 0,001 | 0,001 0,037
11c-18:1 3,42+0,24° 5,14+0,31° 3,03+0,12° 5,05+0,50° | 0,000 | NS NS
9¢,12¢-18:2 34,30+£1,00° | 1,86+0,08" | 28,92+127° | 2,52+0,42° | 0,000 | 0,011 0,002
6¢,9¢,12¢-18:3 0,05+0,02° 0,00+0,00" 0,00+0,00" 0,00+0,00° | 0,005 | 0,005 0,005
9¢,12¢,15¢-18:3 0,67+0,05* 0,00+0,00" 0,48+0,06° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,023 0,023
9¢,11t-CLA - - 2,71+0,09 2,39+0,10" - - -
10t,12¢-CLA - - 1,23+0,07 0,61+0,05" - - -
8¢c,11c,14¢-20:3 0,07+0,02° 0,00+0,00" 0,00+0,00" 0,00+0,00° | 0,009 | 0,009 0,009
5¢,8¢c,11c,14¢-20:4 0,76+0,07* 0,00+0,00" 0,25+0,02° 0,00+0,00° | 0,000 | 0,000 0,000
> NI 0,0020,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 - - -

> AGS 25,07+0,87" | 42,82+0,47° | 30,91+122° | 49,87+1,27° | 0,000 | 0,016 0,001
> AGM 38,16+0,32" | 43,8420,22° | 33,39+0,34° | 41,35+1,62* | 0,000 | 0,000 NS
> AGP 35,85+1,06 | 1,8620,08" | 33,59+149° | 5,52+0,59° | 0,000 | NS 0,009
> CLA 0,00+0,00° 0,00+0,00* 3,94+0,12° 3,00+0,11¢ | 0,000 | 0,000 0,000
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Relacion 16:1 n-7/16:0 0,20+0,01* 0,37+0,02° 0,1440,01° 0,32+0,01° | 0,000 | 0,000 NS
Relacion 18:1 n-9/18:0 15,3140,66* | 10,4120,98" | 13,3440,73" | 15,70£1,39° NS NS 0,002
Relacion AA/AL 0,022+0,002* | 0,000+0,000° | 0,016+0,002° | 0,000£0,000° | 0,000 | 0,032 0,032

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. X NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; X AGM: sumatoria de AG monoinsaturados; ¥ AGP: sumatoria de AG
poliinsaturados. AA: 4cido araquidénico; AL: dcido linoleico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se
realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los
niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 50- Retencion de isoémeros CLA en tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: "AL+CLA: enriquecida en 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA:
deprivada de 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio +
SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé6 mediante el test t de Student. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

La presencia de CLA en el grupo "AL+CLA redujo significativamente los niveles de AL y
ALA, mientras que, no alteraron los cambios generados por la deprivacion de AL.

Los AG derivados del AL en la biosintesis de AGPI-CL de la serie n-6: GLA, DGLA y AA
fueron significativamente reducidos por la sustitucién con CLA, alcanzando niveles no detectables,
a excepcién del AA que disminuy6 un 33% en el grupo "AL+CLA respecto al grupo AL (Figura
51).
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Figura 51- Relacion producto final/sustrato: 4dcido araquidénico (AA)/4cido linoleico (AL) en

tejido adiposo epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

No se detecté ninguno de los productos distales de la biosintesis de AGPI-CL de la serie n-3
a partir del ALA en los grupos analizados.

Los niveles de 12:0 y 14:0 guardaron relacion con los niveles ingeridos con las dietas
correspondientes, en cambio los niveles de 16:0, al igual que en deprivacién de AL, incrementaron
por la sustitucién con CLA, no observiandose efecto aditivo. La sustitucién con CLA en el grupo
"AL+CLA redujo los niveles de 18:0 alcanzados en el grupo "AL. La deprivaciéon de AL, pero no la
sustitucion con CLA, increment6 los niveles de 9c-16:1 y de 11c-18:1. Mientras que el del 9¢c-18:1
mostrd, de igual manera que por la deprivacion de AL, una leve pero significativa reduccion de sus

niveles, sin que se observe efecto aditivo.

En la Tabla 18 se presenta la composicion relativa de AG en musculo. Como puede
observarse, los CLA fueron incorporados en forma semejante y significativa tanto en los animales
enriquecidos como en aquellos deprivados en AL. Sin embargo, la retencion de CLA en musculo
presentd diferencias en funcién del isémero considerado. En la Figura 52 puede observarse que,
independientemente de los niveles de AL, la retencion del isémero 9c,11t-CLA fue mayor que la

del 10t,12¢-CLA.
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Tabla 18- Composicion de dcidos grasos en muisculo gastrocnemio

Acid Grupos experimentales 2x2 ANOVA
C14a0S grasos

*AL "AL *AL+CLA "AL+CLA AL | CLA AL x CLA
12:0 0,06+0,01° 5,54+0,08° 0,11+0,01° 2,69+0,40° | 0,001 | NS NS
14:0 0,74+0,05% 4,52+0,90° 1,50+0,28% 3,73+0,31% | 0,000 | NS NS
16:0 23.37+0,25% | 26,20+0,60* | 25,73+0,22° | 28,31+0,66° | 0,000 | 0,002 NS
9c-16:1 2,86+0,34% 9,60+1,17° 3,87+0,17% 9,69+0,27° | 0,000 | NS NS
18:0 8,64+0,19 6,62+1,45 6,01+1,25 6,90+0,18 NS NS NS
9c-18:1 12,78+0,60° | 28,32+1,84° | 16,50+2,91% | 23,99+0.45* | 0,000 | NS NS
11c-18:1 4,19+0,38* 0,06+0,01° 4,43+0,25% 0,05+0,01° | 0,000 | NS NS
9¢,12c-18:2 21,36+1,34% 6,72+0,52° 23,394+2,01% 9,20+0,99° | 0,000 | NS NS
6¢,9¢,12¢-18:3 0,04+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,02+0,01 NS NS NS
11¢-20:1 0,06+0,00° 0,04+0,00 0,05+0,01% 0,03+£0,00° | 0,000 | 0,045 NS
9¢,12¢,15¢-18:3 0,16+0,02° 0,06+0,02° 0,17+0,04% 0,02+0,00° | 0,001 | NS NS
9¢,11t-CLA § § 1,13+0,05 1,34+0,03 | 0,016 | 0,000 0,016
10t,12¢c-CLA § § 0,60+0,03 0,47+0,08 NS | 0,000 NS
11c,14¢-20:2 0,20+0,01° 0,02+0,00° 0,14+0,03 0,04+0,00° | 0,000 | NS NS
C 22:0 0,01+0,00 0,00+0,00 0,01+0,00 0,01+0,00 NS NS NS
8c,11¢-20:2 0,06+0,02° 0,11+0,03%® 0,08+0,02%° 0,18+0,02° | 0,010 | NS NS
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00? 0,08+0,02° 0,00+0,00? 0,03+0,01°® | 0,003 | NS NS
8c,11c,14¢-20:3 0,38+0,02 0,330,10 0,20+0,05 0,34+0,02 NS NS NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,06+0,01° 0,96+0,27° 0,03+0,00° 0,63+0,09°° | 0,001 | NS NS
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5¢,8¢,11c,14c-20:4 13,0840,91° | 4,66+1,39" 9,35+0,39" 4,57+0,12° | 0,000 | NS NS
5¢,8¢,11¢,14c,17¢-20:5 0,01+0,00° 0,010,00° 0,01+0,00° 0,05+0,00° | 0,000 | 0,006 0,001
4¢,7¢,10¢,13¢,16¢,19¢-22:6 6,34+0,46" 2,59+0,20° 5,03£0,41%" | 4,3240,56® | 0,005 | NS NS
> NI 6,59+0,28" 2,20+0,42° 2,81+0,46" 2,62+0,11° | 0,000 | 0,001 0,000
> AGS 33,0440,46* | 43,1620,03" | 33,51+1,49* | 41,81+1,16° | 0,000 | NS NS
> AGM 21,10£1,05* | 38,7243,00° | 25,63+2,94* | 34,30+0,38" | 0,000 | NS NS
> AGP 41,68+0,79" | 15,6242,28° | 40,16+2,33* | 21,22+1,32° | 0,000 | NS NS
> CLA 0,00+0,00° 0,00+0,00* 1,73+0,09" 1,81+0,09° NS | NS NS
Relacién 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00+0,00° 0,02+0,00° 0,00+0,00° 0,01+0,00° | 0,000 | 0,001 0,001
Relacién 16:1 n-7/16:0 0,12+0,02° 0,360,04° 0,15+0,01° 0,34+0,02° | 0,000 | NS NS
Relacién 18:1 n-9/18:0 1,48+0,10° 5,8420,21° 1,89+0,13" 3,48+0,14° | 0,000 | 0,000 0,000
Relacién 20:4 n-6/20:3 n-6 34,66+1,66" | 13,98+0,041° | 36,80£0,26* | 13,59+0,58" | 0,000 | NS NS
Relacién 18:3 n-6/18:2 n-6 0,002+0,000" | 0,005+0,001° | 0,001+0,000* | 0,003+0,000° | 0,007 | NS NS
Relacién AA/AL 0,62+0,08 0,68+0,15 0,400,03 0,5120,05 NS | NS NS
Relacién DHA/ALA 42,05+8,09* | 33,06+3,30° | 38,74+1,73" | 208,60+35,35" | 0,002 | 0,001 0,001

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. £ NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; £ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; ¥ AGP: sumatoria de AG
poliinsaturados. AA: acido araquidonico; AL: dcido linoleico; DHA: 4cido docosahexaenoico; ALA: dcido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM
de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 52- Retencion de isoémeros CLA en musculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: "AL+CLA: enriquecida en 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA:
deprivada de 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio +
SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test t de Student. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de AL y ALA fueron disminuidos por la deprivaciéon de AL, pero no se
modificaron por la alimentacién suplementada con CLA. El marcador de deficiencia de AGE,
5¢,8¢,11¢-20:3, como era de esperar, estuvo en niveles considerables en el grupo AL y la presencia
de CLA atenu¢ dichos niveles. La relacién trieno/tetraeno, reflejé la deficiencia de AGE sélo en los
grupos deprivados en AL.

La biosintesis de AGPI-CL n-6 derivados del AL expresados por la relacion
producto/sustrato, no se vio afectada por la deprivaciéon de AL, ni por la presencia de CLA. Sin
embargo, los niveles de AA y del 11c,14c-20:2 n-6, derivado en la via secundaria de formacién de
AA, que fueron significativamente disminuidos por la deprivaciéon de AL, no se modificaron por la
presencia de CLA. Los metabolitos intermediarios, GLA y DGLA, no fueron afectados por ninguna
de las variables experimentales.

La biosintesis de AGPI-CL n-3 se vio afectada por la presencia de los CLA solo en
deprivacion de AL (Figura 53). Los niveles de 1lc,14c,17c-20:3 fueron ostensiblemente

incrementados por la deprivacion de AL, pero no por la presencia de CLA.
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Figura 53- Relacion porcentual producto final/sustrato: dcido docosahexaenoico (DHA)/acido

a-linolénico (ALA) en musculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles de 12:0 y 14:0 estdn relacionados a los niveles de ingesta y no mostraron
variacion por la presencia de los CLA, ademds de la ya observada por la deprivacién de AL. El
contenido de 9c-16:1 y de 9c-18:1 estuvieron incrementados, mientras que el del 11c-18:1 estuvo
disminuido por la deprivacion de AL, independientemente de la sustitucién de CLA.

El contenido de los AG 18:0 y 22:0 no mostré ningin cambio por ninguno de los

tratamientos dietarios.

Los AG circulantes, que reflejan la conjuncién del aporte de la dieta y de los distintos
tejidos, muestran una incorporacién semejante de isdémeros en ambas grupos suplementados con
CLA (Tabla 19). Sin embargo, en deprivacion de AL, la retencién del isémero 9c,11t-CLA presentd
niveles mayores que el 10t,12c-CLA, mientras que, en el grupo "AL+CLA, ambos isémeros fueron

retenidos en forma semejante (Figura 54).
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Tabla 19- Composicion de 4cidos grasos en suero

Acidos grasos Grupos experimentales 2x2 ANOVA
*AL AL *AL+CLA "AL+CLA AL | CLA AL x CLA

12:0 0,00+0,00° 1,41+0,19 0,00+0,00° 1,01+0,24° | 0,000 | NS NS
14:0 0,31+0,03* 2,35+0,28" 0,48+0,05* 1,48+0,16° | 0,000 | NS 0,006
16:0 20,0620,31 20,66%0,96 21,98+0,68 20,1320,69 | NS | NS NS
9¢-16:1 0,90+0,22° 4,37+0,13 1,69+0,38" 3,21+0,35" | 0,000 | NS 0,004
18:0 15,09+1,16* | 16,95+1,35" | 14,73£1,06* | 21,37+1,42° | 0,004 | NS NS
9¢-18:1 9,65+0,80* | 17,03+1,52 | 10,04+0,58" | 12,85+1,03" | 0,000 | NS 0,044
11c-18:1 2,66+0,17* 5,14+0,21° 2,09+0,36 4,36+0,18" | 0,000 | NS NS
9¢,12¢-18:2 20,20£0,59* | 7,89+0,53" 19,91+1,15* | 13,42+0,30° | 0,000 | 0,002 0,001
6¢,9¢,12¢-18:3 0,06+ 0,02 0,26+0,02" 0,19+0,02° 0,00+£0,00* | NS | 0,002 0,000
11¢-20:1 0,11+0,01° 0,16+0,03" 0,14+0,01° 0,00+0,00° | 0,011 | 0,001 0,000
9¢,12¢,15¢-18:3 0,22+0,01 0,20+0,01 0,24+0,02 0,19+0,03 NS | NS NS
9¢,11t-CLA - - 0,74+0,10 0,89+0,11 - - -
10t,12¢-CLA - - 0,55+0,06 0,42+0,11 - - -
11¢,14¢-20:2 0,45+0,03* 0,16+0,04° 0,29+0,03° 0,30+0,03° | 0,000 | NS 0,000
22:0 0,00+0,00° 3,60+0,17° 0,21+0,03* 3,22+0,36° | 0,000 | NS NS
8¢,11¢-20:2 0,00+0,00° 0,41+0,03" 0,00+0,00° 0,32+0,07° | 0,000 | 0,000 0,000
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00° 0,36+0,05" 0,00+0,00° 0,32+0,07° | 0,000 | NS NS
8¢c,11c,14¢-20:3 0,46+0,04 1,12+0,07° 0,46+0,04 1,33+0,11° | 0,000 | NS NS
11c,14c,17¢-20:3 0,00+0,00° 0,35+0,08" 0,00+0,00° 0,00+0,00* | 0,000 | 0,000 0,000
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5¢,8¢,11c,14c-20:4 24,95+0,76" | 9,50+0,56" | 20,37+1,06° | 7,70+0,30° | 0,000 | 0,005 0,045
4¢,7¢,10¢,13c,16¢,19¢-22:6 1,96+0,18" | 1,70+0,07* 1,14+0,18" 2,11+0,34° NS | NS 0,012
> NI 1,97+0,15 1,43+0,11° 2,09+0,31° 0,44+0,06° | 0,000 | 0,030 0,008
> AGS 35464122 | 44,97+1,10° | 37,40+0,82° | 47,21+1,66° | 0,000 | 0,050 NS

> AGM 13,32+1,01* | 26,70+1,78" | 13,96x1,12* | 20,42+1,32° | 0,000 | NS 0,006
> AGP 48,30£0,93* | 21,62+0,35° | 43,89+1,39° | 27,00+0,90° | 0,000 | NS 0,000
> CLA 0,00+0,00° 0,00+0,00* 1,29+0,15" 1,31%0,18° NS | 0,000 NS

Relacién 20:3 n-9/20:4 n-6 0,00+0,00° 0,0420,00° 0,00+0,00° 0,04+0,00° | 0,000 | NS NS

Relacién 16:1 n-7/16:0 0,05+0,01° 0,2120,01° | 0,05£0,002* | 0,1620,02° | 0,000 | NS 0,013
Relacién 18:1 n-9/18:0 0,670,10 1,05+0,15 0,7120,09 0,62+0,08 NS | NS 0,047
Relacién 20:4 n-6/20:3 n-6 54,912,890 | 8,52+0,09° | 46,26+533* | 5,96+0,60° | 0,000 | NS NS

Relacién 18:3 n-6/18:2 n-6 0,003+0,001* | 0,034+0,004° | 0,010+0,010* | 0,000+0,000° | 0,000 | 0,000 0,000
Relacién AA/LA 1,24+0,05 1,2440,13* 1,04+0,09° 0,57+0,01° | 0,014 | 0,000 0,015
Relacién DHA/ALA 8,94+1,18" | 8,60+0,93" 4,86+0,86" 11,61+1,93" | 0,025 | NS 0,015

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. £ NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; £ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; ¥ AGP: sumatoria de AG
poliinsaturados. AA: acido araquidonico; AL: dcido linoleico; DHA: 4cido docosahexaenoico; ALA: dcido a-linolénico. Los resultados son presentados como el promedio + SEM
de al menos 6 animales por grupo. El anilisis estadistico se realizé6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realiz6 mediante un test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 54- Retencion de isémeros CLA en suero
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Grupos experimentales: "AL+CLA: enriquecida en 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA:
deprivada de 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM
de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante el test t de Student. Letras distintas indican
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

El contenido de AL en dietas enriquecidas en AL no fue afectado por la presencia de CLA.
Sin embargo, los reducidos niveles de AL en el grupo deprivado en AL fueron incrementados por la
sustitucion con CLA. El producto final de la biosintesis de AGPI n-6, es decir el AA, fue reducido
por la sustitucién con CLA en el grupo enriquecido en AL, y mds atin por la deprivacion de AL, sin
observarse un efecto aditivo por ambas variables. Los derivados en la via de biosintesis de
AGPI-CL n-6 en suero muestran un perfil muy diferente al del sustrato original (AL). Los niveles
de GLA aumentaron por la sustitucién con CLA en el grupo enriquecido en AL; mientras que, en el
grupo con deprivacion de AL, el GLA alcanz6 niveles no detectables. El DGLA incrementé por la
deprivacion de AL, mientras que no fue modificado por la sustitucién con CLA. Otro derivado del
AL, el 11c,14c-20:2, mostrd niveles reducidos por la deprivaciéon de AL y por la sustitucién con
CLA.

Los niveles de ALA y su producto final en la biosintesis de AGPI-CL n-3, es decir DHA, no
mostraron efecto por la deprivacion de AL, ni por la sustituciéon con CLA. No obstante, el grupo
"AL+CLA mostré6 mayores niveles de DHA que el grupo "AL+CLA, resultando en una mayor
relacion DHA/ALA (Figura 55).
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Figura 55- Relacion sérica producto final/sustrato: 4cido docosahexaenoico (DHA)/4cido

alinolénico (ALA) en suero
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Los niveles del 12:0, 14:0, 9c-16:1, 9¢-18:1 y 11c-18:1 estuvieron incrementados por la
deprivaciéon de AL y no mostraron ningin efecto significativo por la sustitucion con CLA. Los
niveles de 16:0 presentaron valores semejantes en todos los grupos, y los de 18:0 se vieron
aumentados por los CLA en deprivacién de AL respecto al grupo "AL+CLA.

Un efecto semejante al de los AG c-18:1 fue observado en el derivado metabdlico de los

mismos: 5c¢,8¢c,11c-20:3 y en la relacidn trieno/tetraeno.

En la Tabla 20 se presenta la composicion de AG del suero enriquecido en TG-VLDL
secretados por el higado. Como puede observarse, los niveles de los isomeros CLA, si bien tendi6 a
ser menor en el grupo "AL+CLA vs. "AL+CLA, no alcanzaron a mostrar diferencias
estadisticamente significativas. La retencion de los isémeros individuales no presentd diferencias
entre los dos grupos suplementados con CLA. Sin embargo, la retencion del 9¢,11t-CLA tendi6 a

ser mayor que la del 10t,12c-CLA independiente del status de AL (Figura 56).
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Tabla 20- Composicién de dcidos grasos del suero enriquecido en triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad

Acidos G Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
C1dOS urasos

*AL "AL *AL+CLA "AL+CLA AL | CLA AL x CLA
12:0 0,08+0,02° 0,85+0,03" 0,07+0,00° 1,10+0,02° | 0,000 | 0,000 0,000
14:0 0,56+0,07 2,28+0,09° 0,83+0,14* 2,60+0,09° | 0,000 | 0,013 NS
16:0 20,90+0,28% | 22.59+1,26® | 22,17+0,48%® | 25,62+0,72° | 0,006 | 0,017 NS
9c-16:1 1,54+0,06 6,97+0,46" 1,92+0,43* 8,23+0,36° | 0,000 | 0,045 NS
18:0 12,59+1,15 12,37+1,07 11,97+1,07 13,61x1,70 | NS NS NS
9c-18:1 14,17+1,39° | 25,30+2,67° | 13,04+1,23* | 18,64+2.59% | 0,002 | NS NS
11c-18:1 1,77+0,05% 3,48+0,18° 1,97+0,13% 3,23+0,45° | 0,000 | NS NS
9¢,12c-18:2 22.87+1,14* | 5,02+0,19° | 21,85+1,80* | 8,90+0.45° | 0,000 | NS NS
6¢,9¢,12¢-18:3 0,48+0,10% 0,16+0,03° 0,09+0,01° 0,05+0,02° | 0,007 | 0,001 0,021
11¢-20:1 0,07+0,00° 0,36+0,01° 0,28+0,02¢ 0,12+0,02* | 0,000 | NS 0,000
9¢,12¢,15¢-18:3 0,52+0,05 0,00+0,00° 0,09+0,03° 0,07+0,01° | 0,000 | 0,000 0,000
9¢,11t-CLA § § 0,52+0,10 0,28+0,02 § § §
10t,12¢c-CLA § § 0,30+0,01 0,22+0,03 § § §
11c,14¢-20:2 0,16+0,02° 0,00+0,00° 0,28+0,01¢ 0,00+0,00° | 0,000 | 0,000 0,000
22:0 0,11+0,01* 3,16+0,33° 0,10+0,02° 0,23+0,01* | 0,000 | 0,000 0,000
8c,11¢-20:2 0,00+0,00° 0,22+0,01° 0,00+0,00° 1,80+0,36° | 0,000 | 0,001 0,001
5¢,8¢,11¢-20:3 0,00+0,00° 0,07+0,01° 0,00+0,00° 0,54+0,09° | 0,000 | 0,000 0,000
8c,11c,14¢-20:3 0,15+0,02° 0,62+0,09° 0,18+0,04* 0,72+0,13° | 0,000 | NS NS
11c,14¢,17¢-20:3 0,00+0,00° 0,18+0,03" 0,00+0,00° 0,14+0,04° | 0,000 | NS NS
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5¢,8¢,11c,14¢-20:4 20,20+1,76* | 7,77+1,40° | 18,63+1,73* | 8,05+1,58" | 0,000 | NS NS
5¢,8¢,11c,14¢,17-20:5 0,00+0,00* 0,08+0,01" 0,00+0,00* 0,07+0,01° | 0,000 | NS NS
4c,7¢,10c,13¢,16¢,19¢-22:6 1,40£0,12% | 1,49+0,18" 1,24+0,12° 2,10£0,27° | 0,024 | NS NS
> NI 1,78£0,21% | 1,31%0,19® | 2,28+0,10° 1,33+0,20° | 0,000 | NS 0,003
> AGS 34,2440,85" | 41,25+0,62° | 35,14+1,06* | 43,16+1,33" | 0,000 | 0,051 NS
> AGM 17,55+1,42* | 36,11+£3,01° | 17,21+1,08" | 30,22+3,16" | 0,000 | NS NS
> AGP 4578+0,61* | 15,66+1,55" | 43,1840,54" | 22,94+1,90° | 0,000 | NS 0,010
> CLA 0,00+0,00* 0,00+0,00° 0,82+0,18" 0,50+0,04° | 0,036 | 0,000 0,036

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. £ NI: sumatoria de AG no identificados; £ AGS: sumatoria de AG saturados; £ AGM: sumatoria de AG monoiinsaturados; ¥ AGP: sumatoria de AG
poliinsaturados. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA, seguido de
test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.. El andlisis estadistico para para los niveles de los isémeros se realizé6 mediante un
test t de student. * Indica diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 56- Retencion de isomeros CLA en triglicéridos-lipoproteinas de muy baja densidad
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Grupos experimentales: "AL+CLA: enriquecida en 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA:
deprivada de 4cido linoleico sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio +
SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el test t de Student. Significancia
estadistica: p < 0,05.

Los niveles de AL y AA fueron significativamente reducidos, mientras que los del DGLA
fueron incrementados por la deprivacion de AL independientemente de la sustituciéon con CLA. Sin
embargo, el GLA disminuy6 sus niveles por la deprivacion de AL y por presencia de los CLA, no
mostrando efecto aditivo. Contrariamente, los niveles de 11¢,14¢-20:2 en el grupo enriquecido en
AL, se vieron aumentados sin modificarse los cambios ya existente por la deprivaciéon de AL.

El contenido de ALA fue reducido por la deprivacion de AL y por presencia de CLA. No
obstante, ningin efecto en el producto final de la biosintesis de AGPI-CL n-3 ha sido observado por
dicho tratamiento. Los productos intermediarios de dicha biosintesis, el EPA y 11c,14c,17¢c-20:3,
estuvieron aumentados por la deprivaciéon de AL y no mostraron cambios en sus niveles por el
tratamiento con CLA.

Los niveles de 12:0 mostraron un aumento por la deficiencia de AL que fue exacerbado por
la presencia de los CLA. El 14:0, los derivados de biosintesis de novo de AG 9¢c-16:1y 11c-18:1,y
el 9c-18:1, no mostraron modificaciones en sus valores por la presencia de los CLA, pero
estuvieron incrementados por la deprivacion de AL. Los niveles de 16:0 y 18:0 no fueron
modificados por ninguno de los tratamientos dietarios.

Los AG productos de la elongacion y desaturacion de AG saturados y monoinsaturados
procedentes de la dieta y/o de la biosintesis de novo mostraron diversos efectos por la presencia de
los CLA. Asi, los niveles de 11¢-20:1 fueron aumentados por los CLA en el grupo enriquecido en

AL, pero en el grupo deprivado de AL disminuyeron los valores respecto al grupo "AL, mientras
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que para el 22:0, la presencia de isdmeros solo tuvo efecto en deprivacion de AL, reduciendo los
valores alcanzados por el grupo "AL. Tanto para el 8c,11c-20:2, como para el 5¢,8¢c,11c-20:3, los
CLA no tuvieron ningin efecto en el grupo enriquecido en AL, pero si presentaron un efecto aditivo

con la deprivacién, aumentando los niveles de dichos AG.
I1.3- Parametros relacionados a la regulacion del metabolismo de triglicéridos

I1.3.1- Actividad de enzimas lipogénicas en higado

Como fuera expresado anteriormente, la sintesis de AG en el higado fue evaluada mediante
el andlisis de las actividades enzimdticas: FAS, EM y G6PDH. El andlisis estadistico ANOVA
(2x2) mostré que, para todas ellas la deprivacion de AL, la sustituciéon con CLA y la interaccion de
ambas variables produjeron cambios significativos (p < 0,001). En el andlisis estadistico individual
puede observarse que, para las tres enzimas estudiadas, los grupos deprivados en AL presentaron un
aumento estadisticamente significativo en sus actividades respecto a sus correspondientes grupos
controles. Si bien los CLA no incrementan dichas actividades enzimadticas en los animales
alimentados con dietas enriquecidas en AL, bajo deprivaciéon de AL se observé un incremento

estadisticamente significativo para todas ellas (Figura 57).
I1.3.2- Sintesis de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

En el andlisis estadistico ANOVA (2x2) las enzimas FAS, EM y G6PDH mostraron
modificaciones significativas en su actividad por la deprivacién de AL (p < 0,001), por la presencia
de los CLA (p < 0,001), y presentaron interaccidn de éstas variables (p < 0,05). Las comparaciones
no paramétricas mostraron que la actividad de la enzima FAS estuvo aumentada significativamente
en ambos grupos suplementados con CLA respecto a sus correspondientes controles (Figura 58A).
La actividad de la EM estuvo aumentada significativamente tanto por la deprivacién de AL como
por la sustitucion con CLA y notoriamente fue exacerbada por la accién conjunta de ambas
variables (Figura 58B). La actividad de la enzima G6PDH estuvo aumentada en ambos grupos
deprivados en AL respecto a sus correspondientes grupos controles y estuvo exacerbado por la

sustitucion con CLA (Figura 58C).
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Figura 57- Actividad de las enzimas sintasa de dcidos grasos (FAS), mélica (EM) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizd mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Figura 58- Actividad de las enzimas sintasa de 4cidos grasos (FAS), madlica (EM) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en tejido adiposos

epididimal
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizé mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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I1.3.3- Actividades de enzimas oxidativas de acidos grasos en higado y misculo gastrocnemio
La capacidad de oxidacion hepdtica y muscular fue evaluada por la actividad de las enzimas
CPT-Ia y CPT-Ib respectivamente. El andlisis estadistico mostré que, tanto en higado como en

musculo gastrocnemio, la actividad enzimatica no estuvo afectada por los tratamientos recibidos

(Figura 59).

Figura 59- Actividad de las enzimas carnitina palmitoil transferasa-I en higado (CPT-Ia) y carnitina

palmitoil transferasa-I en musculo gastrocnemio (CPT-Ib)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA. Significancia estadistica: p < 0,05.
I1.3.4- Velocidad de secrecion hepatica de triglicéridos

En ausencia de CLA, la velocidad de secrecion hepatica de TG-VLDL fue incrementada por

la deprivacion de AL, y la sustitucién parcial de la grasa dietaria por CLA redujo dichos niveles a

valores comparables a los del grupo "AL (Figura 60).
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Figura 60- Velocidad de secrecion hepética de triglicéridos (VSTG)
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

I1.3.5- Remocion de triglicéridos séricos: actividad de la enzima lipoproteina lipasa en tejido

adiposo epididimal y muasculo gastrocnemio

La actividad de la enzima LPL en TAE, independientemente de la forma de expresion
reflej6 un marcado incremento de sus niveles por la deprivacion de AL (p < 0,001), por la
sustituciéon con CLA (p < 0,001) y por la interaccion de ambas variables (p < 0,05). En este
pardmetro la interaccion de ambas variables mostr6 un significativo efecto aditivo (Figura 61).

En cambio, la actividad de la enzima LPL en musculo gastrocnemios, no se vio afectada por

ninguno de los tratamientos, independientemente de su forma de expresion (Figura 62).
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Figura 61- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal (TAE)

A B
~ 0,60 4,0
S = c
= c =
g - S I
o 0,45 I S 3.0 1 T
S 030 1 =g 50 b b
S b 2 E 2
& - b = E
g 0,15 - a = g 1,0 1 a
- - S
= 000 | W , , 00 - . . .
+AL -AL +AL+CLA  -AL+CLA +AL -AL +AL+CLA  -AL+CLA
Dieta Dieta

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Figura 62- Actividad de la enzima lipoproteina lipasa en musculo gastrocnemio
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £+ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA. Significancia estadistica: p < 0,05.
I1.4- Expresion del ARNm de biomoduladores del metabolismo lipidico/inflamatorio en tejido
adiposo epididimal

En el estudio de la expresion del ARNm de las adipoquinas leptina y adiponectina, el
andlisis estadistico ANOVA (2x2) mostré que la expresion del ARNm de ambas citoquinas estuvo
influenciada por la deprivacion de AL y por la sustitucion con CLA. En el andlisis estadistico

individual pudo observarse que la expresion del ARNm de la leptina fue reducida

significativamente en los grupos deprivados en AL respecto a sus correspondientes grupos
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controles. Contrariamente, la expresion del mensajero de la adiponectina estuvo aumentada en los
grupos deprivados en AL y ademds, en deprivacion de AL, la sustitucion con CLA elevd ain mas
dichos niveles (Tabla 21).

Los niveles d¢ ARNm de TNF-o y de IL1-B fueron reducidos en el grupo "AL vs. AL, y
cuando CLA fue suplementado a las dietas los mismos alcanzaron valores semejantes al grupo "AL

(Tabla 21).

I1.5- Expresion de marcadores inflamatorios en higado

La expresion del ARNm de TNF-a fue reducida por la sustitucion con CLA en los animales
con dietas enriquecidas en AL, pero no en las deprivadas de AL. Mientras que los niveles de ARNm
de IL1-B fueron reducidos por la deprivacion de AL, como por la presencia de CLA, sin poseer
efecto aditivo alguno. La IL6 no estuvo afectada por ninguno de los tratamientos dietarios. El
andlisis estadistico individual mostré que los niveles de ARNm de IL1-f estuvieron reducidos
significativamente en los grupos AL y "AL+CLA respecto al grupo control, mientras que, los de
TNF-a solo se vieron disminuidos significativamente en el grupo "AL+CLA. La IL6 no mostr6

diferencias significativas en ninguno de los grupos experimentales (Tabla 22).

I1.6- Estrés oxidativo hepatico

En el andlisis estadistico ANOVA (2x2) del estrés oxidativo hepético se observé que la LPO
no estuvo modificada por ninguno de los tratamientos dietarios. Los niveles GSH y la actividad de
la enzima catalasa estuvieron afectados por la deprivacion de AL (p < 0,01). El andlisis estadistico
individual, mostré un aumento en la actividad catalasa hepdtica en el grupo "AL respecto a su grupo

control (Figura 63).
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Figura 63- Grado de lipoperoxidacién (LPO), niveles de glutation (GSH) y actividad de la enzima catalasa en higado
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida
parcialmente con CLA. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realizd mediante un 2x2 ANOVA,
seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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Tabla 21- Niveles de ARNm de biomoduladores del metabolismo lipidico/inflamatorio en

tejido adiposos epididimal

Niveles de Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
expresion AL
(270 *AL "AL *AL+CLA | "AL+CLA | AL | CLA X
CLA
Leptina 1,00£0,07* | 0,13x0,02° | 0,92+0,00° | 0,07+0,02° | 0,000 | 0,035 | NS
Adiponectina | 1,00£0,10* | 1,65+0,14° | 1,02+0,17* | 2,95+0,04° | 0,000 | 0,011 | 0,017
TNF-a, 1,00£0,02* | 0,67+0,03° | 0,87+0,04°° | 0,95+0,09* | 0,018 | NS | 0,001
IL1-B 1,00£0,10° | 0,52+0,06° | 1,09+0,22% | 0,84+0,13®® | 0,006 | NS NS
IL6 1,00+0,08* | 1,38+0,05° | 1,30+0,09° | 1,35+0,14* | 0,028 | NS NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. TNF-a: factor de necrosis tumoral-
o; IL1-f: interleuquina 1-B; IL6: interleuquina 6. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos
6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.

Tabla 22- Niveles de ARNm de biomoduladores inflamatorio en higado

Niveles de Grupos Experimentales 2x2 ANOVA
expresion AL
(270 *AL "AL *AL+CLA | "AL+CLA | AL | CLA | x
CLA
TNF-o. 1,00£0,06° | 0,77+0,18% | 0,42+0,08° | 0,63+0,05®° | NS | 0,003 | 0,043
IL1-B 1,00£0,08* | 0,49+0,09° | 0,44+0,03° | 0,48+0,07° | 0,024 | 0,006 | 0,007
IL6 1,00+0,17 0,86+0,05 0,80+0,09 1,00+0,15 NS | NS | NS

Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. TNF-a: factor de necrosis tumoral-
o; IL1-f: interleuquina 1-B; IL6: interleuquina 6. Los resultados son presentados como el promedio + SEM de al menos
6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2 ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Significancia estadistica: p < 0,05.
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I1.7- Parametros relacionados al metabolismo de la glucosa

La concentracion de glucosa en suero fue modificada tanto por la deprivacion de AL (p <
0,001), como por los CLA (p < 0,001). En el andlisis estadistico individual, todos los grupos

tratados mostraron una disminucién significativa en los niveles de glucemia respecto al control
(Figura 64).

Figura 64- Niveles de glucosa sérica
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Grupos experimentales: *AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; *AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. Los resultados son presentados
como el promedio £ SEM de al menos 6 animales por grupo. El andlisis estadistico se realiz6 mediante un 2x2
ANOVA, seguido de test de Scheffe. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Significancia estadistica: p < 0,05.

Como fuera expresado en la Parte I de los Resultados, se evaluaron posibles alteraciones en
el metabolismo de la glucosa a través del estudio de la capacidad de captacién, incorporacién y
oxidacidn de la glucosa, y sintesis de glucégeno en musculo séleo en condiciones basales (B) y bajo

dos efectores: insulina (+I) y palmitato (+P).

En la Tabla 23 se muestra la capacidad de captacién de glucosa en musculo soleo bajo
condiciones basales y en presencia de efectores: insulina, palmitato e insulina + palmitato (+I+P).
En condiciones basales, en el andlisis individual de las diferencias se observd que la captacion de
glucosa s6lo mostré una tendencia a incrementar sus valores en los grupos ‘AL y "AL+CLA en
comparacién con el grupo "AL, y alcanzé significancia estadistica en el grupo "AL+CLA.
Independientemente del tratamiento dietario, la incubacion de los muisculos en presencia de insulina
increment6 la captacion de glucosa frente a los respectivos valores basales; no obstante, respecto al

grupo "AL, la misma tendi6 a decrecer en el grupo ‘AL y "AL+CLA, y disminuyé significativamente
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en el grupo "AL+CLA. Estos cambios se tornan mds evidentes cuando expresamos la respuesta a la
insulina como incremento de su valor basal (+1I/B), denotando diferencias significativas en los
grupos "AL+CLA y "AL+CLA vs el grupo "AL. La adicién de palmitato no produjo una
significativa inhibicién de la captacion de glucosa, no obstante, se perdieron las diferencias entre los
distintos grupos dietarios existentes en condiciones basales. Esto también se refleja en la falta de
diferencias en la respuesta de la captacion de glucosa relativa a las condiciones basales (+P/B). La
adicion de palmitato en presencia de insulina (+I+P) denota una inhibicién parcial, pero significativa
de la estimulacion por la insulina (+]) en los grupos *AL y "AL, pero no en los grupos "AL+CLA y
AL+CLA. La respuesta frente al valor basal de la adicién de palmitato en presencia de insulina
(+I+P/B), respecto al grupo "AL, tendi6é a disminuir en los grupos ‘AL y "AL+CLA, y alcanzé

diferencias significativas en el grupo "AL+CLA.

Tabla 23- Captacion de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

ANOVA
*AL "AL *AL+CLA | "AL+CLA AL
AL | CLA X

CLA

B 1,88+0,05° | 2,22+0,17%* | 2,21+0,08" | 2,65+0,15° | 0,009 | 0,011 | NS
+1 5,30£0,15° | 4,75+0,35"" | 4,13+0,25"" | 4,43+0,18®" | NS | 0,01 | NS
+P 1,96+0,09 1,96+0,07 2,11£0,15 2,11+0,06 NS NS NS
+14+P 3,88+0,07" | 3,37+0,09% | 3,5240,36" | 3,67+0,27° | NS NS NS
+I/B 2,8240,10* | 2,18+0,19® | 1,88+0,15° | 1,69+0,13" | 0,017 | 0,000 | NS
+P/B 1,05+0,07 0,90+0,06 0,97+0,09 0,81+0,06 NS NS NS
+I+P/B | 2,0720,07* | 1,55+0,11°° | 1,61+0,19° | 1,40+0,13° | 0,016 | 0,041 | NS

Grupos experimentales: “AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. B: condiciones basales; +I: con el
agregado de insulina; +P: con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n =4
por grupo. El andlisis estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizé
mediante un 2x2 ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son
significativamente diferentes (p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada
uno de los grupos se realizé6 mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las
condiciones +I, +P y +I+P frente a las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +1+P frente a +I con #.

La incorporacién de glucosa (Tabla 24) en condiciones basales en el grupo "AL+CLA fue
mayor que en el grupo "AL y la insulina estimulé dicho pardmetro en todos los grupos. En forma
semejante a los resultados de captacién de glucosa, respecto al grupo “AL, la incorporacién de

glucosa en presencia de insulina tendi6 a decrecer en el grupo "AL y decreci6 significativamente en
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los grupos "AL+CLA y "AL+CLA. Como consecuencia de los cambios descriptos, la respuesta a la
insulina (+I/B) fue notoriamente menor en los grupos "AL, "AL+CLA y "AL+CLA respecto al
grupo "AL. En forma andloga a la captacién de glucosa, la adicién de palmitato no ejerci6 un efecto
inhibitorio sobre la incorporacién de glucosa frente a los resultados basales, asimismo una ausencia
de diferencias entre los distintos grupos dietarios también fue encontrada. La adicién de palmitato
en presencia de insulina (+I+P) inhibi6 el efecto sobre la incorporacion de glucosa observado por la
adicion de insulina (+I) en los grupos "AL y "AL, pero no en los grupos "AL+CLA y "AL+CLA. Sin
embargo, no se observaron diferencias entre los distintos grupos dietarios, como tampoco en la

respuesta relativa al valor basal (+1+P/B).

Tabla 24- Incorporacién de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los

efectores insulina y palmitato

ANOVA
*AL "AL *AL+CLA | "AL+CLA AL
AL | CLA X
CLA
B 2,0240,09° | 2,18+0,15" | 2,22+0,13"™ | 2,62+0,10° | 0,036 | 0,019 | NS
+1 5,33+0,19°° | 4,2120,26™" | 4,07+0,21°" | 4,02+0,39>" | NS | 0,020 | NS
+P 2,01+0,12 1,78+0,15 2,16+0,10 2,29+0,26 NS | NS NS
+I+P 3,400,247 | 323+0,07" | 3,87+0,14° | 3,77+0,31° | NS | 0,035 | NS
+I/B 2,67+0,17* | 1,94+0,12° | 1,84+0,10 | 1,53+0,15° | 0,003 | 0,001 | NS
+P/B 1,00+0,05 0,83+0,10 0,99+0,09 0,87+0,07 NS | NS NS
+I+P/B | 1,71+0,18 1,49+0,07 1,75+0,07 1,44+0,14 NS | NS NS

Grupos experimentales: “AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. B: condiciones basales; +I: con el
agregado de insulina; +P: con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n =4
por grupo. El andlisis estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son
significativamente diferentes (p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada
uno de los grupos se realizé6 mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las
condiciones +I, +P y +I+P frente a las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +1+P frente a +I con #.

Como puede observarse en la Tabla 25, los CLA presentaron una mayor capacidad de
oxidacién de la glucosa en el misculo soleo en condiciones basales. La adicion de insulina en el
medio de incubacién sélo incrementé la oxidacién de glucosa en el grupo "AL respecto a su valor
basal, y esto se denota muy claramente en la elevada relacion +1I/B. La adiciéon de palmitato en el
grupo "AL redujo la oxidacién de glucosa frente a los valores basales, aunque la misma no alcanzé

diferencias significativas; esta tendencia no se observé en los grupos "AL, "AL+CLA y "AL+CLA.
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Los grupos "AL+CLA y "AL+CLA mostraron, bajo estas condiciones, mayor oxidacién de glucosa
que los grupos "AL y "AL. La adicién de palmitato en el medio de incubacién con insulina (+I+P)
en el grupo "AL, inhibi6 significativamente el efecto de la insulina (+I), y no modificé los escasos

efectos de la insulina observados previamente en los demds grupos experimentales.

Tabla 25- Oxidacién de la glucosa (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

ANOVA
*AL "AL *AL+CLA | "AL+CLA AL
AL | CLA X
CLA
B 0,40+0,06° | 0,46+0,08° | 0,71£0,09° | 0,95+0,10° | NS | 0,000 | NS
+1 1,08+0,03"" | 0430,10° | 0,95+0,06° | 1,15+0,18" | NS | 0,013 | 0,001
+P 0,2840,04* | 0,40+0,03* | 0,77+0,11° | 0,80+0,11" | NS | 0,000 | NS
+I+P 0,39+0,02** | 0,40+0,10* | 0,8420,11*° | 1,13+0,15° | NS | 0,000 | NS
+I/B 2,5140,19* | 1,1220,31° | 1,47+0,18° | 1,424037° | 0,009 | NS | 0,017
+P/B 0,84+0,20 1,18+0,42 1,23+0,26 0,87+0,10 NS | NS NS
+I+4P/B | 1234034 0,91+0,20 1,24+0,16 1,24+0,18 NS | NS NS

Grupos experimentales: “AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. B: condiciones basales; +I: con el
agregado de insulina; +P: con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n =4
por grupo. El andlisis estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son
significativamente diferentes (p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada
uno de los grupos se realizé6 mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las
condiciones +I, +P y +I+P frente a las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +1+P frente a +I con #.
La sintesis de glucégeno en musculo soleo (Tabla 26) no mostré diferencias significativas en
los diferentes tratamientos dietarios bajo condiciones basales. El agregado de insulina increment6
significativamente, y en distinta medida, dicho pardmetro en todos los grupos dietarios, conduciendo
a valores inferiores en los grupos "AL, "AL+CLA y "AL+CLA respecto al grupo *AL. La incubacién
del musculo soleo en presencia de palmitato produjo ligeros efectos sobre la sintesis de glucégeno.
Especificamente, s6lo se observé una reduccion de dicho pardmetro en el grupo "AL respecto al
valor basal. La adicién de palmitato en presencia de insulina (+I+P) atenu6 la estimulacién de la
sintesis de glucégeno observada por esta hormona en el grupo "AL; no obstante, el efecto inhibitorio

del palmitato no fue observado en los animales de los grupos ‘AL, "AL+CLA y "AL+CLA.

Ana Clara Farina | 159



Resultados

Tabla 26- Sintesis de glucégeno (umol/g) en condiciones basales y en presencia de los efectores

insulina y palmitato

ANOVA
*AL AL *AL+CLA | "AL+CLA AL
AL | CLA X
CLA
B 0,45+0,02 0,50+0,07 0,42+0,01 0,64+0,07 | 0,026 | NS NS
+1 2,0040,06° | 1,0920,07°° | 1,3620,14°" | 1,2240,21°" | 0,002 | NS | 0,015
+P 0,48+0,03 0,39+0,04° | 0,37+0,03 0,45+0,09 NS NS NS
+1+P 0,90+0,03* | 0,81+0,10" 1,2120,25" 1,2440,13° | NS | 0,031 | NS
+I/B 4,45+0,17* | 2,2740,20* | 3,2620,38" | 1,944031° | 0,000 | 0,018 | NS
+P/B 1,08+0,11 0,81£0,12 0,88+0,08 0,70£0,09 | 0,049 | NS NS
+I+P/B | 2,0120,05® | 1,6320,06° | 2,93+0,43° | 2,02+0,22*® | 0,015 | 0,015 | NS

Grupos experimentales: “AL: enriquecida en 4cido linoleico; "AL: deprivada de 4cido linoleico; "AL+CLA: *AL
sustituida parcialmente con CLA; "AL+CLA: "AL sustituida parcialmente con CLA. B: condiciones basales; +I: con el
agregado de insulina; +P: con el agregado de palmitato. Los resultados son presentados como el promedio + SEM, n =4
por grupo. El andlisis estadistico para cada una de las condiciones experimentales entre los distintos grupos se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido de test de Scheffe. Valores en la misma fila con diferentes letras son
significativamente diferentes (p<0,05). El andlisis estadistico entre las diferentes condiciones experimentales en cada
uno de los grupos se realizé6 mediante un test t de student. Diferencias estadisticas significativas (p < 0,05) de las
condiciones +I, +P y +I+P frente a las condiciones basales (B) se representan mediante *, y de +1+P frente a +I con #.
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Caracterizacion del modelo experimental

En el presente trabajo se estudiaron los efectos diferenciales de la sustitucion con aceites
ricos en AGT o CLA sobre aspectos nutricionales, del metabolismo lipidico y algunos relacionados
al metabolismo glucidico en ratas alimentadas con dietas enriquecidas o deprivadas en AL. A
nuestro conocimiento, no existen estudios que hayan evaluado aspectos metabdlico-nutricionales de
la combinacion de estas variables. Especificamente, dietas desbalanceadas en AG de las familias
n-6/n-3 son caracteristicas de la poblacién occidental, y estos desbalances, que originan una
problemdtica en muchos paises, coexisten con grupos poblacionales de bajas ingestas de AGE.
Asimismo, durante las dltimas décadas ha cobrado gran importancia el estudio de los efectos
nutricionales de los isémeros de AG, tanto de los AGT, por sus conocidos efectos deletéreos, como
de los CLA por sus controvertidas propiedades funcionales. En los aspectos nutricionales, el
desarrollo del presente trabajo se focalizé en estudios de ganancia de peso, eficiencias dietarias,
cambios en la adiposidad y en la composicién corporal. Respecto al metabolismo lipidico, se
puntualizé en la incorporacion tisular de diferentes AG, en los perfiles de lipidos plasmadticos y
tisulares, en los mecanismos de regulacion de TG tisulares y en el potencial desarrollo de un estado
inflamatorio. En relacién al metabolismo de la glucosa, se estudiaron la captacién, incorporacion y
oxidacién de la misma, y la sintesis de glucégeno en musculo soleo aislado.

Para investigar las 2 condiciones propuestas para la variable AL, se utilizaron dos tipos de
aceites comestibles: 1) aceite maiz, el cual contiene altos niveles de AL y bajos de ALA, con un
claro desbalance de la relaciéon n-6/n-3, y cuyo perfil en AGE en cierta medida, tienden a mimetizar
los desequilibrios observados en la dieta consumida por la poblacion occidental; y 2) aceite de coco
altamente hidrogenado, el cual es deprivado en AL, al mismo tiempo que en ALA. Asi, la principal
diferencia entre ambos aceites radica en los niveles de AL. Independientemente de las variaciones
en su composicion lipidica, las dietas estuvieron basadas en las recomendaciones de formulacion
AIN-93G (Reeves, 1993). Especificamente, para la modificacion de la fuente de aceite se siguieron
las recomendaciones de la dieta AIN-76 (1973). En relacion a esta diferencia en la composiciéon de
las grasa dietarias, Lien y col. (2001) en ratas alimentadas durante 13 semanas con las dietas
AIN-93G y AIN-76 encontraron que ambas promovian el normal crecimiento y desarrollo de los
animales, y que ninguna causaba efectos toxicoldgicos. En concordancia con esto, nuestros
animales no mostraron manifestaciones toxicoldgicas en ninguno de los tratamientos dietarios
recibidos y presentaron una similar ingesta de alimento diaria y, por ende, una similar ingesta

energética, como asi también, una equivalente ganancia de peso.
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Por otro lado, dado que manifestaciones severas de una deficiencia de AGE podrian solapar
las inducidas por la ingesta de AGT o CLA, en nuestro modelo experimental procuramos inducir un
déficit marginal de AL, alimentando los animales durante un periodo de tiempo relativamente corto
con las dietas deprivadas en AL. El clasico sindrome de deficiencia marcada de AGE en
tratamientos a largo plazo (de 8 a 14 semanas) (Ling y col., 2010), ha sido caracterizado desde
décadas atrds por ciertas manifestaciones tales como: descamacion cutdnea en las patas y cola (Burr
y Burr, 1930), fragilidad capilar (Kramar y Levin, 1953), aumento de la permeabilidad capilar
(Ramalingaswami y Sinclair, 1953), alopecia, lesiones oculares, retraso en el crecimiento (Deuel y
col., 1955) y defectos en la capacidad reproductiva (Alfin-Slater y Bernick, 1958). Cabe destacar
que segun Lauritzen y col. (2001) muchos de los sintomas cldsicos de la deficiencia marcada de
AGE antes mencionados (dermatitis, retardo en el crecimiento, infertilidad) pueden ser revertidos
suplementando las dietas s6lo con AG de la familia n-6, ya que éstos sintomas, se relacionan
principalmente con las funciones bioldgicas de los AG n-6 y sus derivados de cadena larga. En el
presente trabajo, los animales no presentaron ninguna de las manifestaciones antes descriptas
propias de la deficiencia marcada de AGE, mostrando un buen estado de salud a lo largo de todo el
tratamiento experimental y logrando un 6ptimo desarrollo y crecimiento.

Es importante destacar que, a pesar de ser similar la ingesta de grasa en todos los grupos, en
los deprivados de AL hubo una reduccion en la excrecion fecal de grasa debido a un aumento en la
absorcidn aparente de grasa dietaria. Estos resultados no estdn de acuerdo con los reportados por
otros autores (Minich y col., 1997; Werner y col., 2002) quienes han mostrado una malabsorcién de
grasa en animales deficientes en AGE y consecuentemente una menor ganancia de peso corporal.
Esto podria estar relacionado a las diferencias en los protocolos experimentales empleados.
Probablemente, en los primeros estadios de deprivacion de AL, hay una respuesta compensadora de
los animales tendiendo a aumentar la absorcion de AGE. Esta hip6tesis es avalada por los estudios
de Werner y col. (2002) quienes observaron en animales deficientes vs. animales no deficientes en
AGE que, el coeficiente de absorcion de grasa es similar para los AGE y menor para los AG no
esenciales. Esta propuesta no excluye que la mayor absorcidn intestinal sea también debida a la
diferencial velocidad de absorcion de los AG constitutivos de las dietas, la cual es menor cuando el
nimero de insaturaciones y/o largo de cadena es mayor (Bernard y Carlier, 1991).

No obstante lo anteriormente descripto, los biomarcadores de deficiencia de AGE se
correlacionaron con el status de AL. Es conocido que los niveles de AG presentes en los distintos
tejidos y o6rganos dependen, principalmente, de la cantidad ingerida y de los procesos metabdlicos

que puedan sufrir dentro de los mismos. En nuestro modelo experimental de animales alimentados
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con dietas enriquecidas en AL, no hemos detectado el dcido Mead, caracteristico biomarcador de
deficiencia de AGE en suero y tejidos. En cambio, el mismo estuvo presente en higado, musculo y
suero de los grupos deprivados de AL, conduciendo a elevados niveles de la relaciéon
trieno/tetraeno. Por otro lado, si bien es conocido que células de tejido adiposo pueden acumular
dcido Mead (Hyman y col., 1981), en el presente modelo experimental éste no fue detectado, y es
probable que se deba a que, a bajos niveles de AL en circulacién, se produzca una liberacion de
AGPI desde el tejido adiposo hacia circulaciéon que tiende a compensar el déficit. Es importante
considerar que, si bien el 4&cido Mead no es un sustrato para la formacion de eicosanoides, el mismo
puede ser liberado a circulacion para suplir a los AGPI de las familias n-6 y n-3 en las membranas
bioldgicas (Lord y Bralley, 2008). Ademads, en nuestra experiencia, los animales de los grupos
cuyas dietas fueron enriquecidas en AL, pese al desbalance que el aceite de maiz presenta en la
relacion AL/ALA, mostraron niveles mayores de AL y ALA que los animales que recibieron dietas
deprivadas en AL, en la mayoria de los tejidos analizados. Por otro lado, las relaciones de AL/ALA
y los niveles tisulares de AGE han sido considerados desde hace varias décadas un indice
bioquimico de deficiencia de AGE (Holman, 1968). No obstante, las manifestaciones clinicas de la
deficiencia de AGE, generalmente no son observadas hasta que la relacion trieno/tetraeno es > 0,4
(Holman, 1960; 1971; 1978). Asi, siendo en nuestro trabajo dicha relaciones < 0,4, nuestros
resultados son compatibles con la falta de manifestaciones observadas en los animales de
experimentacion deprivados de AL.

Esta incrementada biosintesis de acido Mead, estuvo asociado a un incremento en la
biosintesis de AG de las familias n-6 y n-3, expresados por las relaciones producto/sustratos:
AA/AL y DHA/ALA, respectivamente. Estos resultados son compartidos por otros autores. Entre
ellos, Hjelte y col. (1999), quienes encontraron una mayor interconversion de AL a AA bajo
condiciones de deficiencia de AGE en higado e intestino de ratas, como también, Melin y Nilsson
(1997) quienes encontraron en células HepG2 deficientes en AGE una mayor interconversion del
AL.

No obstante, nuestros resultados de flujos a través de enzimas claves son diferentes a los
mecanismos propuestos por diversos autores. En nuestras experiencias la deprivacion en AL
disminuyd la relacién hepatica de AA/DGLA, denotando asi una disminucién en la actividad de la
enzima A5-desaturasa. Esto no estd de acuerdo con lo reportado por Melin y col. (1997) en células
HepG2, ni por Blond y col. (1991) en microsomas de ratas, quienes encontraron un aumento en la
AS5-desaturasa bajo deficiencia de AGE. Ademads, es conocido que la actividad de la enzima A6-

desaturasa, clave en la biosintesis de AGPI-CL, aumenta en deficiencia de AGE (Hjelte y col.,
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1991; Dinh y col., 1993; Li y col.,, 2005; Tu y col., 2010). En nuestro trabajo, la relacién
producto/sustrato, GLA/AL, indicadora del flujo a través de la A6-desaturasa hepatica, no estuvo
modificada. Nuestros resultados en conjunto, nos inducen a sugerir que la mayor interconversion de
AL a AA, podria ser debida, al menos en parte, a una mayor actividad de las elongasas que
convierten AA y EPA en 22:4 n-6 y 22:5 n-3 (4cido docosapentaenoico -DPA-), respectivamente.
En relacién a esto, ha sido demostrado que ambas elongasas, 2 y 5, pueden catalizar esta
conversion, aunque es poco claro si una o ambas contribuyen a esta biosintesis (Zadravec y col.,
2011; Moon y col., 2009). Asi, se ha demostrado que dietas conteniendo niveles muy bajos de
AGPI-CL resultan en una elevacion en la expresion de la elongasa 2 (Mantzioris y col., 1994; Tu y
col., 2010). Por otro lado, Gibson y col. (2011) encontraron que, dietas conteniendo altos niveles de
AL y/o ALA tienen la capacidad de inhibir la sintesis de DHA, ya que compiten con el 24:5 n-3 por
la A6-desaturasa. De esta forma, en el presente trabajo, los bajos niveles dietarios de AL en el grupo
deprivado podrian, comparativamente al grupo enriquecido en AL, aumentar la sintesis de DHA y
asi, desplazar las enzimas hacia esta via, por la cual es sabido que poseen mayor afinidad (Holman
y col., 1964; Innis, 1991; Sardesai, 1992). Ademas, el hecho de que no se hayan podido cuantificar
los niveles de EPA, podria estar indicando, que éste metabolito fue rdpidamente, y con gran avidez,
transformado en DPA via elongasas. Finalmente, es conocido el hecho de que los sustrato AL y
ALA pueden generar, por una via alternativa previa a la desaturacion, productos de elongacidn,
conduciendo a la formacién de los AG: 11c,14¢-20:2 y 11c,14c,17¢-20:3, respectivamente, los
cuales pueden ser convertidos a DGLA y 20:4 n-3 mediante una A8-desaturasa (Park y col., 2009;
Huang y col., 2011). Asi, los niveles aumentados de 11c,14c,17c-20:3 (via elongacion) junto con
niveles no detectables del 11c,14¢-20:2, podrian también estar indicando, un desplazamiento de las
enzimas hacia la sintesis de AGPI-CL de la familia n-3. De esta forma, la mayor accién de las
enzimas sobre la familia de AG n-3 podria estar frenando la sintesis del AG 22:4 n-6 (metabolito no
identificado en nuestro trabajo) a partir del AA, acumuldndose éste udltimo y aumentando sus
niveles.

Por otro lado, en el mudsculo gastrocnemio, la biosintesis de AGPI-CL n-6 y n-3 no fue
alterada por la deprivacion de AL y la misma pareciera estar asociada a una disminucién del flujo
de sustrato a través de la enzima A5-desaturasa expresada por la disminuida relacion AA/DGLA, la
cual es compensada por un aumento en el flujo de sustratos a través de la enzima A6-desaturasa. Al
menos a nuestro conocimiento, no existen estudios que demuestren efectos de la deficiencia de

AGE vy actividad de enzimas AS y A6-desaturasas en musculo esquelético. Finalmente, como
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resultado de estos multiples mecanismos tendientes a compensar la deprivaciéon de AL, los niveles
séricos de las relaciones AA/AL y DHA/ALA no estuvieron alterados en el grupo deprivado en AL.

Ademds, como era de esperar en el modelo de animales alimentados con dietas deprivadas
en AL, el perfil de los AG en los diferentes tejidos y en el suero, mostré un aumento de los niveles
de los AGS. Claramente, esta diferencia se debe a las distintas cantidades ingeridas con las dietas

experimentales.

Asi, una vez presentado el modelo experimental, y dado que nuestro interés fue evaluar los
efectos diferenciales de los AGT y CLA en dos status diferentes de AL, de ahora en adelante, la
discusion de la presente tesis se centrard, principalmente, en los grupos enriquecidos y deprivados

de AL sustituidos parcialmente con algunos de los isomeros en estudio.
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L.1- Parametros nutricionales

Existen resultados experimentales controversiales sobre el efecto de los AGT en la
acumulacién de grasa y la ganancia de peso corporal. Mientras en estudios previos hemos
demostrado que ratas Wistar alimentadas con dietas enriquecidas en AGT a elevados niveles de
grasa (20%) presentan una mayor acumulacién de tejido adiposo visceral sin cambios en la
ganancia de peso corporal (Colandré y col., 2003), los presentes resultados, coincidentemente con
otros autores (Dorfman y col., 2009), muestran que ambos grupos suplementados con AGT
aumentaron la ganancia de peso corporal, asociado a un mayor depdsito de grasa visceral, y una
tendencia a mayor acumulo en carcasa. Estas diferencias pudieron ser debidas a que en el trabajo de
Colandré y col. (2003) se utilizaron grasas isomerizadas ricas en AE a altos niveles de grasa
dietaria, mientras que en el presente trabajo, los AGT fueron obtenidos a partir de PHVO comercial
caracterizado por una prevalencia de isomeros: 9t-18:1; 10t-18:1 y 11t-18:1 a niveles recomendados
de grasa dietaria. En contraposicion, diversos autores en ratas (Giudetti y col., 2003; Kraft y col.,
2011) han encontrado una mayor eficiencia energética generada por la sustitucién con AGT, sin
modificaciones en la ganancia de peso; mientras que en ratones (Atal y col., 1994; Machado y col.,

2010) se ha observado una menor ganancia de peso y acumulacién grasa.

L.2- Contenido y retencion de isomeros de acidos grasos trans en tejidos. Efecto sobre los
biomarcadores de deficiencia de acidos grasos esenciales

Los niveles de los distintos isémeros individuales en los tejidos pueden tener una elevada
implicancia en el desarrollo y/o prevencion de alteraciones caracteristicas de enfermedades crénicas
no transmisibles. Es sabido que los AGT son incorporados en suero, higado, musculo y tejido
adiposo mostrando diferentes niveles dependiendo del tipo de isémero trans, del tejido analizado y
de las condiciones experimentales (Dorfman y col., 2009), como asimismo de la cantidad ingerida y
de los procesos metabdlicos que puedan sufrir.

En el presente trabajo, los niveles de AGT totales alcanzados en tejido adiposo fueron
mayores que los de higado, musculo y suero. Estos resultados fueron compartidos por otros autores,
lo que condujo a Baylin y col. (2002) a proponer el concepto de que los niveles de AGT en este
tejido podrian ser utilizados como un biomarcador apropiado de la ingesta crénica de AGT. Por otra
parte, es importante denotar que el status de AL influy$ diferencialmente en el contenido de los
isémeros individuales, reduciendo los niveles de estos, dependiendo del tejido e isémero
considerado. No tenemos una explicacion referencial que soporte este efecto; sin embargo, podria

estar asociado a una competencia tisular entre los AGT y los AGS de cadena corta presentes en las
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dietas deprivadas en AL. Este mecanismo ha sido demostrado por Bernard y Carlier (1991) a nivel
intestinal.

Dado que el contenido dietario de AGT individuales fue diferente, hemos relativizado los
niveles tisulares de cada uno de ellos a través de la retencion porcentual. Esto es, la relacion entre el
porcentaje de cada isémero presente en el tejido/el porcentaje de dicho isémero en la dieta. Asi, en
los animales que recibieron dietas suplementadas con AGT, la baja retenciéon de 10t-18:1 podria
estar relacionada a una mayor tasa oxidativa de este isdmero. A pesar de que no existe informacion
respecto a la tasa oxidativa del isomero individual 10t-18:1, nuestra hipétesis estaria respaldada por
los hallazgos de Banni y col. (2004a), quienes demostraron que la tasa de metabolizacion del
isémero 10t,12c-CLA en los peroxisomas es mayor que la del 9¢,11t-CLA. Los potenciales efectos
que el isdmero 10t-18:1 podria tener sobre la salud son inciertos, no existiendo, a nuestro
conocimiento, bibliografia que reporte resultados hallados de éste isdémero individual.

Por otro lado, el 9t-18:1 ha sido el isdmero retenido en mayor grado en todos los tejidos
evaluados, y esto puede estar relacionado a la menor tasa de oxidacién del AE respecto a otros
trans-18:1, como fuera observado en células hepdticas de ratas (Du y col., 2010). Numerosas
correlaciones han sido encontradas entre niveles de 9t-18:1 y alteraciones metabdlicas, no obstante
la asociacion con los niveles de colesterol circulante, y por ende, al riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares han sido las que mds repercusion han tenido (Nestel y col., 1992; Abbey y Nestel,
1994; Stender y col., 2008).

Bajo nuestras condiciones experimentales, el isémero 11t-18:1 fue retenido en cantidades
moderadas en relacion a los demds isémeros trans-18:1. Esto también ha sido observado en
humanos (Adlof y col., 2000; Glaser y col., 2002; Loor y col., 2002), sugiriendo que el AV es
répidamente oxidado o convertido en AR. Santora y col. (2000) en ratones alimentados con AV
puro encontraron que el AR, obtenido a partir de su desaturacion, se encontraba sélo en los TG,
mientras que cuando los animales eran alimentados directamente con el CLA, éste se encontraba en
ambos, TG y FL, sugiriendo que la desaturacidon ocurre principalmente en el tejido adiposo. En el
presente trabajo, el AR en tejido adiposo alcanzé mayores niveles que en higado, no obstante la
conversion de AV a AR estimada por las relaciones producto/sustratos, no mostrd diferencias
significativas sugiriendo, a diferencia de Santora y col. (2000), que tanto el higado como el TA
podrian tener una elevada actividad A9-desaturasa. Ademads, el grado de conversion puede estar
influenciado por los niveles dietarios de AGPI y, en animales, se ha demostrado que los AGPI
suprimen la actividad de la A9-desaturasa (Ntambi y col., 1999). En ratones alimentados con AV,

Santora y col. (2000) encontraron que aumentando la cantidad de AGPI de un 4% a un 10 %, la
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conversion de AV a AR decrecia un 30%. Estos hallazgos estdn en paralelo a nuestros resultados de
higado y tejido adiposo, en los que la deprivacion de AL increment6 la conversion de 11t-18:1 a
9c¢,11t-CLA.

Numerosos estudios confieren los efectos benéficos del AV a su conversion in vivo a 9c,11t-
CLA (Glaser y col., 2000; Santora y col., 2000; Loor y col., 2002; Chardigny y col., 2007). Los
resultados hallados respecto a los potenciales efectos benéficos del AV sobre la salud en humanos
son contradictorios. Por un lado, Gebauer y Chardigny (2011) concluyeron que, a pesar de que la
informacién a partir de modelos experimentales sugiere que el AV puede afectar benéficamente el
riesgo de enfermedad cardiovascular y céncer, se necesitan mds investigaciones para determinar los
efectos del AV y del 9¢,11t-CLA en humanos.

Los niveles de dcido Mead y la relacion trieno/tetraeno denotaron la deficiencia de AGE en
la dietas deprivadas en AL. Llamativamente, la sustituciéon con AGT en los animales deprivados de
AL, redujo los niveles de 4cido Mead en higado y mostraron la misma tendencia en suero, con el
consecuente descenso de las relaciones trieno/tetraeno. Probablemente, esto estaria asociado a que
las enzimas involucradas en la sintesis del dcido Mead presentan cierta afinidad por los AGT,
participando en su metabolizacion, a expensas de la sintesis de dicho marcador de deficiencia.
Ademads, hemos encontrado que la sustituciéon con AGT a la dieta enriquecida en AL redujo los
niveles de AL en higado y suero, y de AL y ALA en tejido adiposo epididimal; no habiendo sido
alterados los niveles de dichos AG en el musculo. Si bien es ampliamente conocido el hecho de que
los AGT alteran el metabolismo de los AGE y de esta forma la biosintesis de AGPI-CL (Privett y
col., 1977; Hill y col., 1979; Hill y col., 1982; Kinsella y col., 1981; Koletzko, 1992; Kummerow y
col., 2004), a partir de nuestros resultados es posible postular la existencia de una sustitucion de los
AGE por los AGT en los tejidos.

Por otro lado, andlisis comparativos han demostrado que la naturaleza quimica de los AG
tales como: largo de cadena, ndmero y posicion de los dobles enlaces, tiene un profundo impacto en
el ensamble y secrecion de VLDL (Sundaram y Yao, 2010), condicionando el perfil de AG
enddgenos que son vertidos al torrente sanguineo. A partir del perfil de AG que hemos observado
en las particulas de TG-VLDL podemos inferir que, en términos generales, los patrones de cambios

de los AG secretados son semejantes a aquellos observados en el higado.
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1.3- Triglicéridos circulantes y su regulacion

En el andlisis del metabolismo lipidico, resulta de particular interés el estudio tanto de los
niveles de los TG circulantes como de su regulacion, debido a las importantes implicancias que
tienen sobre la salud. Los niveles de TG plasméticos se ven regulados por el equilibrio entre la
secrecion hepdtica de VLDL y remocién plasmética de TG por el musculo esquelético y tejido
adiposo. En el presente trabajo, los niveles séricos de TG tendieron a disminuir, sin alcanzar
diferencias significativas, por la sustitucion con AGT en la dieta enriquecida en AL. Esta ligera
disminucién de los TG circulantes pudo estar relacionada a la mayor actividad LPL en tejido
adiposo, dado que tanto la actividad LPL muscular, como la secreciéon hepatica de TG no fueron
alteradas. El mismo efecto a nivel de tejido adiposo ha sido observado por Assumpgao y col. (2004)
en ratas hembras post-parto alimentadas con PHVO, lo cual estuvo acompanado de un aumento en
el contenido de lipidos, como fuera también denotado en el tejido adiposo epididimal y
retroperitoneal de nuestros animales de experimentacion.

Estos resultados no estdn de acuerdo con los reportados por Machado y col. (2010), como
tampoco por los reportados anteriormente por nuestro grupo de trabajo (Colandré y col., 2003),
donde los AGT aumentaron los niveles circulantes de TG. Este efecto podria estar asociado al
empleo de grasas isomerizadas ricas en AE con altos niveles de grasa dietaria; mientras que, en el
presente trabajo, los AGT fueron obtenidos a partir de PHVO comercial, donde los isémeros
prevalentes fueron 9t-18:1, 10t-18:1 y 11t-18:1 a niveles recomendados de grasa dietaria. Existen
controversiales y escasos reportes en referencia a los efectos de los isdmeros individuales de AGT
sobre la regulacion de lipidos, mds especificamente sobre los niveles de TG plasmaticos. En este
sentido, Wang y col. (2008) demostraron que el AV decrece los niveles de TG séricos en ratas
obesas respecto a su correspondiente control. De esta forma, parece claro que el AV no tiene los
efectos deletéreos que son reportados para el AE, mds atin, podria mejorar los efectos negativos de
éste ultimo. Asi, podemos inferir que en nuestra experiencia, los efectos negativos del AE podrian
ser atenuados por la influencia del AV vy, posiblemente, por el AR sintetizado a partir de éste.

Diferencialmente, en los animales deprivados de AL, la sustituciéon con AGT increment6 los
niveles de TG circulantes posiblemente como resultado de la disminucién en la clarificacién de los
TG observada a nivel de tejido adiposo; la cual, en nuestro modelo experimental, pareciera jugar un
rol mds importante en la regulacion de los TG circulantes que la secrecion hepatica de TG. Asi
también, Saravanan y col. (2005) en ratas alimentadas con una dieta conteniendo PHVO,
encontraron que los AGT en TAE deprimen la sintesis del ARNm de la LPL independientemente de

los niveles de AL dietario.
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L.4- Niveles de colesterol y fosfolipidos circulantes

Los niveles de FL y Col séricos no fueron modificados por los AGT en las dietas
enriquecidas, ni en las deprivadas en AL. Esta falta de efecto de los AGT ha sido observada
anteriormente por nuestro grupo en otro modelo experimental (Colandré y col., 2003) y estd en
contraposicion al conocido efecto reportado en humanos (Sundram y col., 1997). Esta diferencia
podria deberse al diferente perfil de las lipoproteinas, a los elevados niveles de colesterol-HDL en

ratas, lo que hace dificil observar cambios en los niveles de Col.
L.5- Lipidos hepaticos

I.5.1- Niveles de triglicéridos y su regulacion

Los niveles de TG hepéticos fueron incrementados por los AGT independientemente de los
niveles de AL. No obstante, los mecanismos involucrados fueron diferentes. Asi, en la dieta
enriquecida en AL, los AGT generaron un aumento de los TG hepdticos los cuales estuvieron
relacionados a un desequilibrio entre la lipogénesis y la B-oxidacion. En este sentido, los AGT en el
grupo enriquecido en AL no modificaron la actividad de las enzimas lipogénicas FAS, EM ni
G6PDH, pero si disminuyeron la actividad de la enzima oxidativa CPT-Ia. Ha sido demostrado por
diferentes autores que los AGT modifican tanto la sintesis como la oxidacion hepética de AG pero,
los resultados hallados son controversiales. En concordancia con nuestros resultados, Giudetti y col.
(2003) demostraron que en ratas alimentadas con aceite de soja hidrogenado rico en AGT, existia
un aumento en los TG hepdaticos como consecuencia de la disminucion en la oxidacion hepética de
AG, sin modificaciéon en las enzimas ACC y FAS. Por su parte, Cho y col. (2011) comparando
dietas conteniendo altos y bajos niveles de AGT en un modelo de ratones aterogénicos, también
encontraron mayores niveles hepaticos de TG, los cuales, en este caso, estuvieron asociados no solo
a una menor actividad de CPT, sino que también, a una mayor actividad de las enzimas G6PDH y
EM. Contrariamente, Jeyakumar y col. (2011) en ratas Fisher, alimentadas un periodo largo de
tiempo con dietas conteniendo AGT, encontraron que la oxidacién de AG no era adversamente
afectada, justificando de esta manera la ausencia de esteatosis e hipertrigliceridemia.

Por otro lado, en los animales deprivados de AL, el incremento de los TG hepaticos
inducidos por los AGT fue el resultado de un desbalance generado por una mayor sintesis de AG,
sin cambios en la B-oxidacién. A nuestro conocimiento, no existen estudios que relacionen los
mecanismos regulatorios de los TG hepdticos cuando se combinan la deprivacion de AL y la

sustitucion con AGT. No obstante, al igual que otros investigadores trabajando en deficiencia de
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AGE (Williams y col., 1972; Ducheix y col., 2013), observamos una mayor sintesis de AG,
denotada por una mayor actividad de las enzimas lipogénicas, debiéndose éste efecto a una mayor
demanda de AG generada a raiz de la falta de AGE (Williams y col., 1972). Asi, bajo esta situacién
metabolica, podemos sugerir que los AGT exacerban la lipogénesis, como se ha demostrado que
ocurre en otros pardmetros lipidicos (Privett y col., 1977; Hill y col., 1979).

Independientemente del efecto de los AGT sobre las enzimas lipogénicas, el flujo de
sustrato a través de la A9-desaturasa, expresado por las relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0, no fue
modificado tanto en animales alimentados con dietas enriquecidas, o deprivadas en AL. Estos
hallazgos concuerdan con los de Mahfouz y col. (1984), quienes en microsomas hepdticos de ratas
alimentadas con PHVO no encontraron diferencias en la actividad de la A9-desaturasa.
Contrariamente, Jeyakumar y col. (2011) y Kraft y col. (2011) encontraron una mayor expresion

hepética de la proteina SCD-1 en animales alimentados con una dieta rica en AGT.

I.5.2- Niveles de colesterol y fosfolipidos

Los resultados bibliograficos sobre las variaciones en los niveles de Col y FL hepéticos por
la ingesta de AGT son escasos y controversiales. Nuestros resultados no muestran efecto de los
AGT sobre el colesterol hepatico, como fuera demostrado previamente por nuestro grupo bajo otras
condiciones experimentales (Colandré 2003) y por otros investigadores (Chiang y Lu, 1996). No
obstante, dependiendo de las condiciones experimentales, otros autores encontraron un descenso de
Col hepético cuando se lo compard con dietas ricas en 4cido oleico, pero no frente a dietas ricas en
acido estedrico (Giudetti y col., 2003). En cambio, Jeyakumar y col. (2011) en ratas y Machado y
col. (2010) como Cho y col. (2010) en ratones encontraron un aumento en los niveles de Col
hepatico. El ligero, pero significativo incremento del contenido de FL hepético inducido por los
AGT en los animales alimentados con dietas enriquecidas en AL, ha sido también observado por
otros autores (Jeyakumar y col., 2001; Giudetti y col., 2003). Los mecanismos implicados en la
regulacién de los niveles de Col y FL no han sido claramente descriptos, y no fue objetivo de

estudio en la presente tesis.

1.5.3- Biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

La sustituciéon con AGT modificé diferencialmente el contenido de AL, ALA y de los
AGPI-CL derivados de los mismos, y el efecto estuvo relacionado al status de AL. La sustitucion
con AGT al grupo enriquecido en AL, increment6 la relacién producto final/sustrato (AA/AL), pero

la misma no fue asociada a mayores niveles de AA, ni tampoco a mayor flujo de sustratos en las
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enzimas A5 y A6-desaturasas, sino que fue debida al descenso en los niveles de AL generado por la
presencia de los AGT. Es posible postular que, la disminucién en los niveles de AL se deba a una
sustitucion de los AGE por los AGT en la incorporaciéon a los tejidos. Por otra parte, la via
alternativa de biosintesis de AGPI-CL n-6 a nivel de la elongasa no pareciera estar modificada,
dado que la relaciéon 11c,14c-20:2/AL no fue modificada por los AGT. A diferencia de la
comparacion anterior, los animales que recibieron AGT y fueron deprivados de AL mostraron una
disminucion de la biosintesis de AGPI-CL n-6, consecuencia de una deplecion del flujo a través de
la enzima A6-desaturasa. En relacion a estos resultados, diversos estudios en animales de
experimentacion (Brenner y col., 1968; Privett y col., 1977; Mahfouz y col., 1980; Hill y col., 1981;
Lawson y col., 1983; Mahfouz y col., 1984; Larqué y col., 2001; Larqué y col., 2003; Kummerow y
col., 2004), han demostrado que los AGT perjudican la desaturaciéon microsomal y la elongacion de
los AGE a sus metabolitos poliinsaturados de cadena larga, ya sea por competencia entre los
sustratos o entre sus productos de reaccion. No podemos descartar que la enzima A6-desaturasa
podria estar siendo empleada para metabolizar los AGT, ya que ha sido demostrado que la
desaturacion de los isémeros trans-18:1 puede formar nuevos e inusuales dcidos dienoicos que
probablemente compitan en el metabolismo de los AGE (Mahfouz y col., 1980). Por otro lado, es
probable que la actividad enzimética esté siendo desplazada hacia el metabolismo de la familia n-3,
lo cual se ve reflejado en una mayor sintesis de DHA en los animales alimentados con dietas
deprivadas de AL y suplementados con AGT, satisfaciendo la teoria descripta por Gibson y col.

(2011; 2013).

1.6- Grado de lipoperoxidacion y respuesta inflamatoria hepatica

La sustitucién con AGT, independientemente del status de AL, no modificé el grado de
lipoperoxidacidn, ni los niveles de GSH y sélo un descenso de la actividad de la enzima catalasa fue
observado en animales deprivados de AL. Cassagno y col. (2005) han demostrado que, ratones
alimentados con dietas conteniendo AGT, presentan un aumentado estrés oxidativo; mientras que,
diversos autores han observado que otros AGT, como los CLA, inducen estabilidad oxidativa (Kim
y col., 2005; Palacios y col., 2003), incrementando la sintesis de GSH y evitando el desarrollo de
LPO (Arab y col., 2006). Es posible que en nuestras experiencias la bioconversiéon a AR, observada
en los higados de los animales suplementados con AGT, también esté participando en la prevencion
del estrés oxidativo hepético.

Si consideramos que la expresion del ARNm de los marcadores de inflamacién evaluados se

corresponde con los niveles circulantes, podriamos sugerir que los isOmeros trans presentes en
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nuestra dieta no tendrian un efecto inflamatorio. Sin embargo estos hallazgos no se corresponden
con los de otros autores, quienes han encontrado elevados niveles de TNF-a e IL6 debido al
consumo de AGT (Han y col., 2002; Lopez-Garcia y col., 2005; Mozaffarian y col., 2006; Micha y
Mozaffarian, 2009). Asi, nuevamente los diferentes tipos de isdmeros presentes en la dieta,

parecerian jugar un rol preponderante en el efecto global de la sustituciéon con AGT.

L.7- Tejido adiposo y su regulacion

La utilizacion del tejido adiposo epididimal se sustentd en que el mismo representa uno de
los mayores depdsitos de tejidos adiposo blanco en roedores, y que los mismos son modulados,
entre otros factores, por las grasas dietarias. Ademds, el tejido adiposo blanco es ampliamente
reconocido en la actualidad, no solo como un tejido de depdsito de energia, sino también, como un
regulador clave de los mecanismos metabdlicos homeostéticos del organismo (Wronska y col.,
2012).

Los AGT, independientemente del status de AL, aumentaron el peso de los paniculos
adiposo epididimal y retroperitoneal. Asi, en base a los resultados hallados en nuestra experiencia,
postulamos que los mecanismos regulatorios involucrados en el aumento del tejido adiposo, en
ambos grupos suplementados con AGT, son diferentes dependiendo del status de AL. Por un lado,
en el grupo en dietas enriquecidas en AL, la presencia de los isémeros trans generé una
disminucién en los depdsitos de AL, ALA y AA, lo que, probablemente, sea un disparador del
aumento en la actividad de la enzima LPL con el propdsito de normalizar los niveles de AGPI-CL.

Por otro lado, en los animales deprivados de AL, los AG: AL, ALA y AA, han sido
marcadamente reducidos, e incluso no detectados. Esto podria estar activando mecanismos mds
complejos, entre ellos, incrementando la actividad de las enzimas lipogénicas, logrando de esta
forma el aumento de peso del tejido adiposo. Cabe denotar que la actividad LPL fue muy
incrementada por la deprivacion de AL sin sustitucién con AGT, lo cual se correspondié con el
descenso de los TG séricos, y posiblemente con la elevada demanda de ciertos AG por dicho tejido.
Este efecto fue también reportado por otros autores (de Pury y Collins, 1972). Asi, probablemente la
sustitucion con AGT a los animales alimentados con dietas deprivadas en AL incrementd la
lipogénesis y disminuy6 la demanda de AG desde la circulacion, conduciendo a una disminucion en
la actividad de la LPL de TA.

Esta mayor capacidad lipogénica, medida a través de las enzimas FAS, EM y G6PDH en
tejido adiposo epididimal fue exacerbada por los AGT en deprivacién de AL. En este sentido, es

sabido que el AL al igual que el ALA, y sus derivados de cadena larga, suprimen la expresion de los
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genes de las enzimas lipogénicas en tejido adiposo blanco. En relacién a esto, existen diferentes
evidencias, entre ellas, en células de adipocitos 3T3-L1 de que los AGPI-CL n-3 suprimieron la
expresion de genes lipogénicos por un mecanismo que requirié la produccion de ciclooxigenasa y
prostaglandina (Jump y col., 1999). Asimismo, Demeyer y col. (1974) demostraron que en células
de tejido adiposo epididimal, la lipogénesis aumentaba en aquellos animales que recibieron aceite
de coco hidrogenado en la dieta durante 5 semanas, y este aumento estuvo asociado a la deficiencia
de AGE. Por otro lado, Du y col. (1972) mostraron que dietas conteniendo AL o aceite de maiz
suprimian la lipogénesis mientras que, dietas conteniendo aceite de coco hidrogenado tenian muy
poco efecto, y concluyeron que el AL dietario regula la sintesis de AG. El flujo de sustratos a través
de las enzimas SCD-1 y SCD-2, que no han mostrado ser incrementadas por los AGT, pero si por la
deprivacion de AL, nos permiten sugerir que el incremento de la lipogénesis no es debida a una
mayor actividad de estas enzimas. No obstante, podrian explicar la mayor actividad de las enzimas
lipogénicas inducida por los AGT cuando los animales fueron deprivados de AL. Es escasa la
bibliografia que reporta el efecto de los isOmeros trans sobre estas enzimas en tejido adiposo pero,
en el sentido de nuestros resultados, Kadegowda y col. (2010) no encontraron modificaciones en la
expresion génica de SCD-1, ni SCD-2 en tejido adiposo de gldndula mamaria de ratones hembras
alimentados con una dieta conteniendo PHVO. Por otra parte la diferente respuesta del flujo de
sustrato a través de las enzimas SCD-1 y SCD-2 en deprivacion de AL podrian deberse al diferente
rol fisiolégico que presentan. En este sentido, es conocido que la enzima SCD-1 es regulada para
producir un alto flujo metabdlico en la biosintesis de novo de AG de 16:1 para reserva lipidica.
Contrariamente, la SCD-2 pareceria ser constitutivamente expresada para mantener, principalmente,
el pool de 18:1 en ambos, reserva lipidica y membranas celulares (Kim y col., 1999). El aumento
observado en la relacion 16:1/16:0, y no en la relacion 18:1/18:0 podria ser, en parte, el responsable
del aumento en la actividad de las enzimas lipogénicas que conducen a una significativa acrecion de
TG en tejido adiposo de animales deprivados de AL. Resultados semejantes fueron observados por
otros investigadores (Miyakazi y col.,, 2003; Ntambi, 2004; Paton y Ntambi, 2009; Strable y
Ntambi, 2010).

1.7.1- Expresion génica de leptina, adiponectina y marcadores del estado inflamatorio

Es bien conocido que el tejido adiposo, ademds de ser un reservorio de energia, posee
diversas funciones metabdlicas, entre ellas, expresa y secreta una variedad de péptidos bioactivos,
conocidos como citoquinas, que actian a nivel local y sistémico, entre las que se encuentran las

adipoquinas: leptina y adiponectina, que son altamente sensibles a cambios en el tejido adiposo.
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Los AGT en animales alimentados con dietas enriquecidas en AL disminuyeron los niveles
de ARNm de leptina y aumentaron los de adiponectina, a pesar de mostrar una mayor ganancia de
peso del tejido adiposo. Esto podria estar asociado a que los AGT marcadamente redujeron los
niveles AL (-30%) y AA (-40%), acidos grasos altamente reconocidos por sus efectos pro-
inflamatorios (Young y col., 1998; Toborek y col., 2002; Schmitz y Ecker, 2008). Esto fue
acompafiado de una esperada disminucién de otros marcadores, reflejados por los bajos niveles de
ARNm de IL1, como también por una tendencia de menores niveles de TNF-o. Estos hallazgos
estdn en desacuerdo con lo reportado por varios autores, que han encontrado elevados niveles de
TNF-a e IL6 debido al consumo de AGT (Han y col., 2002; Lépez-Garcia y col., 2005; Basu y col.,
2006; Mozaffarian y col., 2006; Micha y Mozaffarian, 2009). No obstante, se correlacionan con
nuestros resultados encontrados en deprivacién de AL, en los que los AGT redujeron la
adiponectina, al mismo tiempo que incrementaron la expresion en adiposo de leptina. Pareciera que
las grandes diferencias en la respuesta inflamatoria generada por los AGT dependen
fundamentalmente de entorno pro-/anti-inflamatorio del tejido y no del tipo de isémeros trans

presentes en la dieta.

1.8- Niveles de de triglicéridos en el misculo gastrocnemius y su regulacion

Las alteraciones inducidas metabdlicamente por los AGT en los tejidos antes descriptos,
también podrian conducir a alteraciones en el contenido muscular de TG y en su regulacion. En
relacion a esto, los animales alimentados con AGT no mostraron variaciones en los niveles de TG,
ni en la actividad de las enzimas LPL y CPT-Ib, independientemente de los niveles de AL. Escasa
informacién existe sobre el efecto de los AGT en mudsculo, y mds alin sobre mecanismos
reguladores, con los cuales comparar nuestros hallazgos. En concordancia con los presentes
resultados, trabajos previos de nuestro grupo en animales alimentados con altos niveles de grasa
dietaria suplementadas con AGT, mostraron niveles normales de TG musculares, sin cambios en
metabolitos de la glucosa (Bernal y col., 2006). En contraste, Natarajan e Ibrahim (2005), en
diafragma de ratas WNIN, observaron que los AGT aumentaban el contenido intramiocelular de
TG, y que esto estuvo asociado con un decrecimiento en el transporte de la glucosa estimulado por

la insulina.

1.9- Metabolismo de la glucosa
Los niveles séricos de glucosa fueron marcadamente disminuidos por los AGT en los

animales alimentados con dietas enriquecidas en AL, mostrando s6lo una ligera tendencia en
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aquellos alimentados con dietas deprivadas de AL. Este diferente comportamiento pudo estar
asociado a una mayor sensibilidad tisular inducida por la adiponectina. Diversas experiencias, tanto
en humanos como en animales de experimentacion, han demostrado que los AGT tienen efectos
adversos en marcadores de resistencia a la insulina comparados con el consumo de carbohidratos,
cis-AGMI e incluso con AGS (Ibrahim y col., 2005; Natarajan e Ibrehim, 2005; Albuquerque y col.,
2006; Kavanagh y col., 2007; Pisani y col., 2008; Silveira-Osso y col., 2008). Diferentes autores
sugieren que la incidencia de diabetes mellitus tipo 2 se reduciria mds de un 40 % si se reemplazan
los AGT por otras fuentes lipidicas (Hu y col., 2001; Salmerén y col., 2001). Sin embargo, también
se ha observado en humanos, que la ingesta por periodos cortos de tiempo de dietas conteniendo
AGT, no ocasioné efectos adversos en la sensibilidad a la insulina y en el metabolismo de la
glucosa (Louheranta y col., 1999; Lovejoy y col., 2002). Ademads, en pruebas en las que se han
incluido individuos con sobrepeso o con resistencia a la insulina establecida, los AGT han mostrado
un consistente efecto adverso en la sensibilidad a la insulina con aumento en los niveles sanguineos
de la misma en condiciones de ayuno y postprandiales, sin descenso de los niveles de glucosa
(Christiansen y col., 1997, Lefevre y col., 2005).

En las experiencias en musculo séleo aislado, bajo condiciones basales, los AGT no tuvieron
un impacto importante sobre el metabolismo de la glucosa. Asi, la captacién, incorporacién y
oxidaciéon de glucosa en condiciones basales mostré una ligera tendencia a incrementar por la
presencia de AGT independientemente del status de AL. Este efecto podria estar asociado a la
bioconversion del dcido 11t-18:1 a 9¢,11t-CLA poniendo de manifiesto el efecto benéfico del AR
sobre el metabolismo de la glucosa, como ha sido demostrado que ocurre en muchos modelos
animales con éstos isémeros (Houseknecht y col., 1998; Ryder y col., 2001; Choi y col., 2004;
Battacharya y col., 2006; Choi y col., 2007). Sin embargo, son pocos los autores que han observado
cambios favorables en el metabolismo de la glucosa debido a los trans. Mds adn, Pisani y col.
(2008), en crias de ratas alimentadas con dietas conteniendo AGT durante la gestacion y la
lactancia, que continuaron recibiendo dietas ricas en AGT hasta los 90 dias luego del nacimiento,
encontraron que los niveles de glucosa se mantenian normales, por un compensatorio efecto de
mayores niveles de adiponectina sérica asociados a hiperinsulinemia y mayores niveles de
receptores de insulina. Estos resultados podrian estar reflejando una cierta resistencia insulinica
inducida por los AGT y estdan de acuerdo con nuestros estudios en musculo soleo aislado en los
cuales frente a la estimulacién con insulina y en idénticas condiciones de las demds variables
experimentales, los animales que fueron alimentados con dietas enriquecidas en AL y sustituidos

con AGT mostraron una disminucion en la respuesta a la insulina en la captacidn, incorporacion y
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oxidacion de la glucosa, y sintesis de glucdgeno. Este efecto no fue observado en los animales
alimentados con dietas deprivadas en AL y suplementadas con AGT, lo cual podria estar
relacionado a los diferentes niveles de AGPI en las células musculares (Simopoulos, 1994 y de
Santa-Olalla y col., 2009). En este sentido, Natarajan e Ibrehim (2005) encontraron que los AGT
inducian un descenso en los AGPI-CL de los FL del musculo diafragmético y del contenido de TG
intramiocelular, asociados a un disminuido transporte de la glucosa bajo el estimulo de la insulina.
Sugiriendo asi, que los AGT dietarios, disminuyen la sensibilidad a la insulina en el diafragma. Por
otro lado, Kavanagh y col. (2007) en monos alimentados con dietas conteniendo isdémeros trans
(8% de la energia), observaron insulino-resistencia y la asociaron a un daifio en la transduccién de la
sefial posterior a la unién al receptor de insulina, ya que los musculos mostraron una reduccién
significativa en la activacion de Akt bajo estimulacion con insulina.

Es conocido que la pre-incubacién con palmitato reduce la captacién e incorporacion de la
glucosa en el muisculo esquelético en condiciones basales y estimuladas por la insulina (Thompson
y col., 2000; Alkhateeb y col., 2007), asemejando una situaciéon de resistencia insulinica in vivo,
inducida por una alta disposiciéon de AG libres en plasma, situacién que ocurre frecuentemente en
diversas patologias incluyendo obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico, como asi
también, en animales alimentados con dietas ricas en grasa que conducen a resistencia a la insulina
e hiperinsulinemia (Randle y col., 1963; Storlien y col., 1997; Hirabara y col., 2012;). Estos efectos
dependen del tipo de AG dietarios, de los potenciales cambios en los FL. de membranas, como asi
también, de los distintos metabolitos bioactivos generados a partir de los diferentes AG (Schmitz-
Peiffer, 2000; Andersson y col., 2002). En nuestra experiencia, a excepcion de la oxidacién de la
glucosa, no se observé una respuesta significativa a la adiciéon de palmitato sobre los demds
pardmetros analizados. Estos resultados en la respuesta a distintos efectores, reafirman la
posibilidad de que los AGT induzcan una cierta resistencia insulinica y la misma dependa de los

AG de su entorno.
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I1.1- Parametros nutricionales

Los animales alimentados con dietas sustituidas con CLA mostraron una muy buena
aceptacion de la misma, sin observarse diferencias en la ingesta de alimento y, por ende, en la
energia consumida. Durante todo el periodo experimental, los animales mostraron un buen estado
de salud, sin ningin tipo de manifestaciones toxicoldgicas debido a los tratamientos recibidos.
Ademads, no se observaron signos de alteraciones intestinales por ninguno de los tratamientos, ni se
encontraron modificaciones en la ganancia de peso en el periodo experimental. Sin embargo, la
sustitucion con CLA mostré un comportamiento diferente en ciertos pardmetros nutricionales
dependiendo del status de AL. Asi, en los animales alimentados con dietas enriquecidas en AL, los
CLA no produjeron cambios en la composicidén corporal, ni en el tamafio de higado y paniculos
adiposos. No obstante, en las ratas alimentadas con dietas deprivadas de AL, los CLA tendieron a
reducir el contenido de grasa corporal, alcanzando una reduccién significativa en el peso de los
paniculos adiposos, y un incremento en el peso hepatico respecto al correspondiente grupo control.
Estos cambios no se asociaron a una menor ingesta de alimento, ni de energia, sino a una ligera
menor eficiencia energética. Estos efectos son mds acentuados en modelos experimentales de
ratones (West y col., 1998; DeLany y col., 1999; DeLany y West, 2000; West y col., 2000;
Takahashi y col., 2002; Terpstra y col., 2002; Tepstra y col., 2003; Poirier y col., 2005a). Sin
embargo, muy pocos efectos o ausencia de ellos, han sido observados en ratas normales o con
diferentes estados nutricionales (Andreoli y col.,, 2007) y con otros modelos de animales
(Purushotham y col., 2007; Lasa y col., 2008; Miranda y col., 2009; Martins y col., 2010).
Evidentemente, las alteraciones en la composicidn corporal, y mds especificamente los cambios en
los depdsitos de grasa corporal, parecerian depender tanto de la especie, como de otras causas tales
como la dosis de CLA empleada, duracion del tratamiento y estado nutricional o fisiopatolégico de
los animales. Pariza y col. (2001) atribuyeron las diferencias en la sensibilidad a los CLA, al
“turnover” de grasa corporal especifico de cada especie, el cual es mayor en ratones que en otros
roedores o humanos. Esta pronunciada reduccién en los depdsitos de grasa corporal en los ratones,
conduce a una serie de alteraciones metabdlicas que han sido caracterizadas bajo el marco de un
“sindrome lipoatréfico” (Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Clément y col., 2002; Poirier y col.,
2005a), el cual ha sido especificamente asociado al efecto del 10t,12c-CLA. En referencia al estado
nutricional, diversos investigadores han observado una mayor propension a la pérdida de grasa
corporal inducida por los CLA, en ratones, debido al consumo de dietas conteniendo aceite de coco
o dietas libres de grasa (Hargrave y col., 2004; Hargrave y col., 2005; Ippagunta y col., 2011). Muy

poca informacidn existe respecto a los posibles mecanismos por los cuales el aceite de coco o dietas
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deficientes en AGE acentdan la respuesta antiobesogénica (Hargrave y col., 2005; Ippagunta y col.,
2011).

En el presente trabajo, al igual que en los de otros autores (Park y Pariza, 2001; Kim y col.,
2002; Javadi y col., 2004; Andreoli y col., 2007), no se encontraron diferencias en el nivel de
proteinas corporales. Sin embargo, otros investigadores reportaron una inhibicién del catabolismo
proteico consecuencia de la sustitucién con CLA lo cual conduce a un incremento en la acrecion
proteica (DeLany y West, 2000; Terpstra y col., 2002; Terpstra y col., 2003).

En términos generales sobre pardmetros nutricionales, los resultados obtenidos en humanos
son ain mds controversiales. Asi, Blankson y col. (2000) en hombres y mujeres obesos y con
sobrepeso alimentados con CLA, observaron un descenso en la masa grasa, pero no pudieron llegar
a una conclusién respecto a la dosis y duracién de tratamiento 6ptimos. Thom y col. (2001)
encontraron que los CLA, reducen la grasa corporal, pero no el peso corporal en humanos
saludables que realizan actividad fisica. De manera similar, Kreider y col. (2002) evaluaron el
efecto de los CLA sobre la composicion corporal durante entrenamiento de resistencia, y
encontraron que los CLA, parecian no tener un valor ergogénico significativo en atletas
experimentados en entrenamiento de resistencia. Por otro lado, nimeros autores han encontrado
falta de efecto en la composicion corporal en humanos bajo distintas situaciones fisiopatoldgicas
(Risérus y col., 2002; Larsen y col., 2006), como asi también en mujeres normales (Petridou y col.,

2003).

I1.2- Contenido y retencion de los conjugados del acido linoleico en tejidos. Efecto sobre los
biomarcadores de deficiencia de acidos grasos esenciales

En el presente modelo experimental, los mayores niveles de CLA totales fueron observados
en tejido adiposo, seguido de musculo, higado y suero. Estos resultados en su conjunto, confirman
la incorporacién preferencial de CLA en los tejidos ricos en lipidos neutros (Banni y col., 2001).
Por otra parte, el status de AL influyd diferencialmente sobre el contenido de cada uno de los
isdmeros. Mientras que en higado, mudsculo y suero ambos isémeros presentaron niveles semejantes
independientemente del status de AL; en el tejido adiposo epididimal el contenido de ambos
isémeros: 9¢,11t-CLA y 10t,12¢-CLA, fue menor en los animales que recibieron dietas deprivadas
que en las enriquecidas en AL. Esto podria deberse a mayores niveles y expresion de proteinas
desacoplantes-I (UCP-I) en tejido adiposo de animales deprivados en AGE, como fuera sostenido
por Portillo y col. (1998). Ademads, es probable que, ante la demanda de AGE por el organismo en

las dietas deprivadas de AL, y tomando en cuenta la similitud de los CLA con éste AG, los
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adipocitos liberaren a circulacién una mayor cantidad de ambos isémeros CLA.

El contenido de isémeros 9c,11t-CLA y 10t,12¢-CLA, en el higado depende de diversos
factores tales como: cantidad ingerida, tiempo de tratamiento dietario, afinidad para su
incorporacién tisular, velocidad de secrecion del isomero esterificado a los distintos lipidos y
capacidad de oxidacién. En el presente trabajo, hemos encontrado que, el contenido hepético
(reflejado tanto en el perfil de AG, como en la retencion) del isémero 9¢,11t-CLA, es mayor que el
del 10t,12c-CLA. Asi, dado que la retencién de isémeros en los tejidos se estandarizé con el
porcentaje presente en la dieta, que la cantidad ingerida por los animales fue equivalente y que la
secrecion hepatica en TG-VLDL del 9¢,11t-CLA fue mayor que la del 10t,12¢-CLA, podemos
atribuir esta diferencia a la mayor capacidad de oxidaciéon del 10t,12c-CLA. Esto también fue
sugerido por otros autores (Martin y col., 2000; Banni y col., 2004a). La B-oxidacién mitocondrial y
peroxisomal de AG estd fundamentalmente dada por la actividad de las enzimas CPT-Ia y acetil
CoA oxidasa (ACO) peroxisomal, respectivamente. Martin y col. (2000) realizaron estudios
cinéticos sobre las enzimas hepéticas CPT-Ia y ACO con derivados CLA-CoA puros y demostraron
que los isdmeros CLA poseen una canalizacion diferencial a través de estas vias oxidativas,
principalmente a nivel peroxisomal. Asi, es sabido, que la enzima CPT-Ia posee la capacidad de
discriminar entre sistemas de dobles enlaces conjugados y no conjugados (Ide y col., 1987), pero
que no posee la capacidad de distinguir entre isémeros posicionales de los CLA, por lo que ambos
isomeros serian degradados de igual forma a través de la f-oxidacion mitocondrial. De esta forma,
la CPT-Ia no explicaria el mayor contenido de isémeros 9c,11t-CLA en los lipidos hepdticos y
consecuentemente podria justificarse por una mayor oxidaciéon peroxisomal del 10t,12c-CLA. Esto
estd ciertamente en concordancia con la mayor proporcioén de productos conjugados de 16 carbonos
provenientes de la B-oxidacion parcial del isémero 10t,12c-CLA que del 9¢,11t-CLA hallado por
Banni y col. (2004b) y Sébédio y col. (2001). Por otra parte, el isomero 9c,11t-CLA posee una
mayor tendencia a seguir las via metabdlicas de elongacion y desaturacion para su incorporacién a
los lipidos (Banni y col., 2004a). Asi, como fuera demostrado, éste isémero posee un mayor grado
de conversion a dienos conjugados de 3 insaturaciones y 20 dtomos de carbono que el 10t,12c-CLA
(Sébédio y col., 2001), conduciendo a una mayor incorporacion en los lipidos polares (Banni y col.,
2001).

La cantidad de isémeros CLA en tejido adiposo depende tanto de la captacion de éstos desde
circulacién, como de sus velocidades relativas de metabolizacion. En nuestra experiencia hemos
encontrado que, el contenido de CLA (reflejado en el perfil de AG y en la retencidn), de manera

semejante que para el higado, mostré niveles mds elevados del isémero 9c,11t-CLA que del
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10t,12c-CLA. Resultados semejantes han sido reportados por otros autores, tanto en tejido adiposo
retroperitoneal de ratones (Kelley y col.,, 2006), como en tejidos adiposos epididimal y
retroperitoneal de ratas (Martins y col., 2010). De manera similar que para el higado, esto podria
estar relacionado a la mayor velocidad de oxidacién del 10t,12c-CLA que del 9¢,11t-CLA.

Al igual que para higado y tejido adiposo, en muisculo gastrocnemio hemos encontrado que,
el contenido del isémero 9c,11t-CLA fue mayor que el del 10t,12¢c-CLA. Estos resultados son
semejantes a lo observado en otros tejidos y coincidentes con los reportados por otros autores en
musculo esquelético de diferentes roedores (Park y col. 1999; Szymczyk y col., 2000); y en
musculo cardiaco (Kelley y col., 2006). Probablemente en este tejido también coexista una mayor
oxidacién peroxisomal del 10t,12c-CLA y una mayor tendencia del 9c,11t-CLA a seguir las via
metabolicas de elongacion y desaturacidn para su incorporacion a los lipidos.

En suero, hemos encontrado que el patréon del contenido de isomeros: 10t,12¢c-CLA <
9c,11t-CLA, fue semejante al de los demds tejidos analizados, sin alcanzar diferencias
estadisticamente significativas en los animales enriquecidos en AL. Un mayor contenido de
9¢,11t-CLA que de 10t,12¢c-CLA también ha sido observado por otros investigadores (Li y Watkins
1998).

Los biomarcadores de deficiencia de AGE: dcido Mead y la relacion trieno/tetraeno, no
mostraron diferencias en higado, tejido adiposo, musculo esquelético y suero por la sustitucién con
CLA.

Pudimos observar que la sustitucion con CLA redujo los niveles de AL en higado y tejido
adiposo de los animales que recibieron la dieta enriquecida en AL. Esto, podria estar relacionado, a
una sustitucion en los tejidos del AL por los CLA, ya que comparten ciertos pasos metabdlicos
(Banni y col., 2004a) y a una incrementada B-oxidacién de AGPI inducida por el 10t,12c-CLA en
ratones (Martin y col., 2000; Banni y col., 2004a; House y col., 2005). Asi, un incremento en la -
oxidacién mitocondrial y peroxisomal podria exacerbar la oxidacién propia del AL, y conducir, a un
descenso diferencial de éste AG. En forma semejante a nuestros resultados, Hargrave y col. (2005),
en higado, musculo y tejido adiposo observaron que los CLA no modificaron la reduccion en los
niveles de AL generados por la deprivacion de AL. Los CLA en suero atenuaron la deficiencia de
AL en el grupo alimentados con dietas deprivadas de AL, lo cual podria deberse a una tendencia del
organismo a mantener normales los niveles de éste AG.

Los CLA en la dieta enriquecida en AL también redujeron los niveles de ALA en higado y
tejido adiposo. Es probable que los CLA, compitan con el ALA por su absorcién/incorporacion en

tejidos y 6rganos, como asimismo incrementando la -oxidacién como fuera observado para el AL.
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Por otro lado, los CLA en el grupo deprivado de AL no mostraron un efecto aditivo en la reduccién

de los niveles de ALA inducida por la deprivacion de AL.

I1.3- Triglicéridos circulantes y su regulacion

Hemos observado un efecto diferencial de los CLA sobre los niveles de TG circulantes
dependiendo del status de AL de la dieta. Especificamente en ratas alimentadas con dietas
enriquecidas en AL, los CLA no modificaron los niveles de TG, mostrando un correlato con una
normal secreciéon de TG-VLDL y remocién de los TG por la LPL muscular. Esta ausencia de
cambios ocurrié pese a un incremento de la actividad LPL en tejido adiposo. A diferencia de esta
situacién metabdlica, en ratas alimentadas con dietas deprivadas de AL, los CLA presentaron un
significativo efecto hipotrigliceridémico, asociado a una menor secrecion de TG-VLDL y un
simultdneo incremento de la remocién de los mismos por la LPL en tejido adiposo. Estos reducidos
niveles plasmdticos de TG encontrados estin de acuerdo con los reportados tanto, para la
deficiencia de AGE (Werner y col., 2005), como para la sustituciéon con CLA (Gavino y col., 2000;
Macarulla y col., 2005; Andreoli y col., 2009). Probablemente, exista un efecto aditivo de los
tratamientos en el aumento de la actividad de la enzima LPL, ya que en nuestro trabajo, al igual que
en los de otros autores, tanto la deficiencia de AGE (de Pury y Collins, 1972), como la sustitucién
con CLA (Merssmann y col., 2002) aumentaron la actividad LPL en tejido adiposo. Cabe aclarar
que, en contraposicion a nuestros hallazgos, otros autores, bajo diferentes condiciones, en
adipocitos aislados (Park y col., 1999; Park y Pariza, 2001) y en tejido adiposo de ratones (Xu y
col., 2003) han encontrado que la actividad de la enzima LPL estuvo disminuida por la accién de
los CLA. Asimismo, de Deckere y col. (1999) en hamsteres alimentados con una mezcla
equimolecular de isémeros CLA o con 10t,12c-CLA, han observado un incremento en los niveles
de TG séricos.

Al igual que en animales de experimentacién, en humanos, los CLA han mostrado efectos
discrepantes sobre los TG circulantes. Asi, numerosos autores han reportado que los niveles de TG
no son afectados por el consumo de CLA, tanto en personas normales (Smedman y Vessby, 2001;
Roche y col., 2002; Petridou y col., 2003), como con sobrepeso (Naumann y col., 2005). Por otro
lado, Tricon y col. (2004), en hombres saludables, demostraron que los niveles de TG plasméticos
eran aumentados por el isémero 10t,12¢c-CLA y disminuidos por el 9¢,11t-CLA. Contrariamente,
otros autores (Mougios y col., 2001; Noone y col., 2002), han observado que la sustitucién con
CLA disminuye los niveles de TG. Esta falta de resultados consistentes en humanos podrian

deberse, al menos en parte, a los diferentes estados metabdlicos de los sujetos en estudio, dosis
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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.

I1.4- Niveles de colesterol y fosfolipidos circulantes

Los cambios observados en los niveles de TG circulantes, no fueron acompafiados por
modificaciones en el mismo sentido en los niveles de FL y Col sérico. El tnico efecto de los CLA
en estos pardmetros estuvo relacionado a una disminucién de los FL circulantes en las ratas
alimentadas con dietas ricas en AL. Este efecto pudo haberse debido a la conjuncién con altos
niveles de AL, los cuales per se, pueden producir diversas modificaciones en la relacién de las
especies de lipidos constitutivos de las lipoproteinas circulantes.

La mayoria de los estudios realizados en humanos han demostrado que los CLA no generan
cambios sobre los niveles de colesterol séricos (Smedman yVessby, 2001; Noone y col., 2002;
Petridou y col., 2003; Naumann y col., 2005). No obstante, algunos autores han reportado efectos
hipocolesterolémicos (Gaullier y col., 2005). Asimismo, los efectos hallados sobre los distintos
tipos de lipoproteinas séricas han sido muy discrepantes (Battacharya y col., 2006), poniéndose
nuevamente de manifiesto la necesidad de nuevas investigaciones para dilucidar la repercusion que

podrian tener los CLA sobre la salud.
I1.5- Lipidos hepaticos

I1.5.1- Niveles de triglicéridos y su regulacion

La sustitucion con CLA increment6 los niveles de TG hepaticos en las ratas alimentadas con
dietas deprivadas de AL, y s6lo mostr6 una ligera tendencia en las enriquecidas en AL. Este efecto
diferencial, estuvo intimamente relacionado a diferentes mecanismos regulatorios. Resultados
controversiales sobre los niveles de TG hepéticos han sido también observados por diversos autores.
En este sentido, Takahashi y col. (2003), como Ferramosca y col. (2006) en ratones han observado
un incremento de TG hepaticos asociado a una elevada lipogénesis, y a su vez, este efecto ha sido
atribuido por distintos investigadores (Clément y col., 2002; Poirier y col., 2005a; Vyas y col.,
2012) al isémero 10t,12c-CLA. Contrariamente a estos resultados, Purushotham y col. (2007) en
ratas normales y Nagao y col. (2005), como Wang y col. (2006) en ratas genéticamente obesas,
encontraron que los CLA disminuyeron el contenido de TG en higado por diferentes mecanismos.
Cabe destacar que el incremento de los TG hepdticos en nuestras experiencias no tuvo la magnitud
de los cambios observados en ratones, donde el 10t,12¢c-CLA ha inducido una marcada esteatosis

(Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Clément y col., 2002; Poirier y col., 2005a). No obstante, no
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podemos descartar que ciertos mecanismos descriptos en la induccién de la esteatosis, estén
implicados en nuestras experiencias.

El efecto diferencial de los CLA sobre el contenido de TG hepdticos en los animales
alimentados con dietas deprivadas respecto los que recibieron dieta enriquecida en AL, estuvo
asociado a una baja secrecion de TG-VLDL. Estos resultados podrian estar asociados a las
observaciones de Lin y col. (2001a), quienes encontraron en células HepG2 que el 10t,12¢c-CLA
podria disminuir la tasa global de produccién de VLDL a través de una menor sintesis de
apolipoproteina B-100. Efectos de los CLA semejantes a los hallados en los animales enriquecidos
en AL, fueron observados previamente por nuestro grupo (Andreoli y col., 2009) en ratones
alimentados con una dieta hiperlipémica conteniendo una mezcla equimolecular de 9c,11t-CLA y
10t,12c-CLA. Asimismo, otras investigaciones han mostrado una incrementada secrecién de TG y
sus efectos también fueron atribuidos al isémero 10t,12c-CLA (Degrace y col., 2003).

Otro factor importante en la generacion de elevados niveles hepéticos de TG fue el
desequilibrio entre la sintesis/B-oxidacion de AG, el cual pudo haber sido consecuencia de la
deficiencia de AGE, como fuera también demostrado por otros investigadores (Williams y col.,
1972; Ducheix y col., 2013), y resultar exacerbado por la sustituciéon con CLA. Un semejante efecto
aditivo de ambas variables en otros pardmetros relacionados al metabolismo lipidico, ha sido
observado por otros investigadores (Hargrave y col., 2004; Hargrave y col., 2005; Ippagunta y col.,
2011).

En la dieta enriquecida en AL, los CLA no tuvieron efecto sobre la actividad de las enzimas
lipogénicas: FAS, EM, y G6PDH, como tampoco sobre la enzima CPT-Ia, que refleja la B-
oxidacién mitocondrial. Estos hallazgos estin de acuerdo con los de otros autores (Azain y col.,
2000; Martin y col., 2000; Ealey y col., 2002), quienes no han encontrado alterada la oxidacién y/o
sintesis de AG por la ingesta de CLA en ratas. Sin embargo, numerosos trabajos demostraron
alteraciones en la lipogénesis y/o B-oxidacion inducidas tanto, por la mezcla equimolecular de
isémeros 9c,11t-CLA y 10t,12c-CLA, como por el isémero individual 10t,12¢-CLA (Clément y
col., 2002; Takahashi y col., 2003; Macarulla y col., 2005; Nagao y col., 2005; Ferramosca y col.,
2006; Wang y col., 2006) en higado de distintas especies animales. En cambio, en los animales
alimentados con dieta deprivada de AL, sorprendentemente, los CLA aumentaron la actividad de las
enzimas lipogénicas por encima del incremento inducido por la propia deprivacién de AL. Nosotros
no hemos investigado los posibles factores que podrian conducir a esta mayor lipogénesis, pero
otros autores describiendo el sindrome lipoatréfico inducido por los CLA, asocian una

hiperinsulinemia crénica como factor que favorece la deposicion de grasa en el higado a través de la
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induccién de una mayor captacion de AG y de las vias lipogénicas (Tsuboyama-Kasaoka y col.,
2000; Clément y col., 2002; Poirier y col., 2005a).

Ademds, a partir de nuestros resultados de flujo de sustratos a través de la SCD, la mayor
lipogénesis observada en el grupo deprivado de AL no seria debida a una mayor actividad de dicha
enzima. Mds audn, en los animales alimentados con dietas enriquecidas en AL, la disminucién en la
relacion 18:1/18:0, podria estar denotando una cierta inhibicion en la actividad enzimatica inducida
por los CLA. En relacion a esto, ha sido observado que el 10t,12c-CLA reprime la expresion del
ARNmMm de la SCD en higado, a pesar de que este AG no contiene un doble enlace en la posicién 9,
sino que contiene dobles enlaces en las posiciones 6 y 8 desde el carbono ». El tnico doble enlace
que éste isdmero y otros AGPI comparten es en la posicion 6, por lo que el efecto inhibitorio podria
estar relacionado a la posicion y orientaciéon de solo uno de los dobles enlaces presentes. Diversos
estudios han confirmado que los CLA disminuyen la actividad de ésta enzima y que la regulacion se
da decreciendo la abundancia del ARNm en higado, y que el mecanismo implicado podia ser una
menor estabilidad y/o transcripcion del ARNm (Lee y col., 1998). Sin embargo, Choi y col. (2001)
encontraron que células HepG2 tratadas con 10t,12¢c-CLA no modificaba la trascripcion génica, ni
los niveles de ARNm o de proteina, pero si que inhibia la actividad enzimadtica y en consecuencia
los niveles de AGMI; asi, encontraron que en los lipidos totales las relaciones 16:1/16:0 y 18:1/18:0
estaban disminuidas por éste isdmero. En contraposicidn, resultados de Peters y col. (2001) y de Li
y col. (2012) muestran que, tanto la mezcla de isémeros, como el 10t,12c-CLA, aumentan la
expresion génica de la enzima SCD-1 en ratones, y esto podria relacionarse con la induccion de la
lipoatrofia que no se observa en las ratas. Cabe mencionar que en ratones, han sido identificadas
cuatro isoformas de la enzima (Ntambi, 1999; Miyazaki y col., 2003), mientras que en la rata solo
dos (Thiede y col., 1986; Mihara, 1990), con dos homdélogos en humanos (Zhang y col., 1999).

Por consiguiente, en nuestras experiencias, el desequilibrio en la sintesis/oxidacién de AG
pareciera estar modificado por una alterada sintesis, dado que la B-oxidacién, expresada por la
actividad de la enzima CPT-Ia, no fue modificada por los CLA. Esto concuerda con lo encontrado
por Park y col. (1997) en ratones macho alimentados a dos niveles distintos de grasa dietaria
suplementados con CLA. Sin embargo, otros autores (Takahashi y col., 2003; Degrace y col., 2004)
observaron en ratones una mayor expresion génica de la enzima CPT-I mitocondrial.

Claramente, el impacto de los CLA sobre la acumulacién hepitica de TG depende, entre

otras cosas, de las especies, los isomeros individuales y el status de AL.
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I1.5.2- Niveles de colesterol y fosfolipidos

Los niveles de Col y FL no fueron modificados por la sustitucion con CLA,
independientemente de los niveles de AL, y esto estd alineado con lo encontrado por Ferramosca y
col. (2006), quienes en ratones alimentados con CLA, a pesar de encontrar aumentados los TG
hepéticos junto a una aumentada lipogénesis, no observaron alteraciones en el contenido de Col y
FL. En forma similar, Deckere y col. (1999) en hdmsteres alimentados con dietas conteniendo una
mezcla equimolecular de 9¢,11t-CLA y 10t,12c-CLA o cada uno de los isémeros por separado, no
encontraron diferencias significativas en los niveles de Col entre los grupos. En cambio, Takahashi
y col. (2003) en ratones alimentados con CLA observaron un incremento de los niveles hepéticos de
Col y FL; y en el mismo sentido, Li y col. (2012) reportaron que ambos isomeros incrementaron la
cetogénesis a través de un incremento en la expresion génica de la enzima
3-hodroxi-3-metil-glutaril-CoA sintasa. No obstante, esta explicacion no descarta que otros
potenciales mecanismos, entre ellos mediados por el SREBP-1 y SREBP-2, que son inducidos por

el 10t,12c-CLA puedan estar involucrados (Ringseis y col., 2006) en la mayor sintesis de colesterol.

I1.5.3- Biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

El contenido de AL, ALA y de los AGPI-CL derivados de los mismos estuvo
diferencialmente modificado por la sustitucién con CLA segun el status de AL. Especificamente, la
sustitucion con CLA en los animales alimentados con dietas enriquecidas en AL, no modificé la
biosintesis de AA, mientras que en aquellos con dietas deprivadas de AL estuvo reducida. Esta
inhibicién en la biosintesis de AGPI n-6 especificamente se relacion6 con un menor flujo de
sustrato a través de la enzima A6-desaturasa hepatica. Este efecto observado sobre la familia n-6 y
la A6-desaturasa estd de acuerdo con los trabajos que muestran que la mezcla de isémeros CLA
(Javadi y col., 2004), como asi también, los isémeros individuales 9c,11t-CLA y 10t,12¢c-CLA
(Bretillon y col., 1999; Ederf y col., 2002), reducen la biosintesis de AGPI-CL, inhibiendo las
enzimas AS y Ao6-desaturasas. Contrariamente a nuestros hallazgos, Belury y Kempa-Steczko
(1997) mostraron en higado de ratones una similar conversién enzimadtica del Hc.cLa y del
MC-AL a productos de 18:3 carbonos, lo cual permitiria postular que la reduccién de la formacion
de AA podria también ser debido a una competencia de sustratos, que conduciria a derivados
conjugados de cadena larga que podrian dar eicosanoides con propiedades muy diferentes a los
generados a partir del AA. Esta teoria de competitividad entre sustratos en la formacion de
AGPI-CL también estd avalada por el trabajo de Takahashi y col. (2003), quienes,

sorprendentemente, observaron en higados de ratones alimentados con CLA, un aumento en la
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expresion de las enzimas AS y A6-desaturasas. Esta teoria de competitividad entre sustratos podria
explicar porque, en nuestro trabajo, en el grupo enriquecido en AL la inhibicién de los CLA sobre
la A6-desaturasa y los AGPI-CL de la familia n-6, demostrada por otros autores, no se puso de
manifiesto, mientras que, en el grupo deprivado en AL (donde el contenido de AL como sustrato
para la competencia enzimdtica es baja) el efecto estuvo manifiesto. En los animales alimentados
con dietas ricas en AL, la sustitucion con CLA derivé un bajo flujo a los productos de elongaciéon
que pueden generarse por la via alterna (11c,14c-20:2), mientras que estd via estuvo incrementada
en los animales deprivados en AL. Estos resultados soportan nuestros hallazgos de que la A6-
desaturasa se encuentra inhibida por los CLA en los animales deprivados de AL.

Respecto a la familia n-3, la sustituciéon con CLA no modificé la biosintesis de AGPI-CL
n-3 en los animales enriquecidos en AL pero, si la incrementé notoriamente en los deprivados. Este
efecto, probablemente sea el resultado de dos situaciones diferentes. Por un lado, como se ha
explicado anteriormente, es probable que los bajos niveles dietarios de AL en el grupo deprivado,
estén aumentando la sintesis de DHA y desplazando el flujo de sustratos hacia ésta via metabdlica,
y por otro lado, si consideramos que los CLA estarian generando una inhibicion en la biosintesis de
AA por la enzima A6-desaturasa, es probable que incremente el flujo de sustratos de la familia n-3
(ALA) (Holman y col., 1964; Innis, 1991; Sardesai, 1992; Gibsony col., 2013;), y aumente de esta
forma la sintesis de DHA.

Asi, los presentes resultados, junto con los de otros autores (Bretillon y col., 1999; Javadi y
col., 2004) sugieren que la modulaciéon por los CLA dietarios de la actividad de la enzima
A6-desaturasa y la reduccion en el contenido de AA, resultaria en una disminucién global de los
eicosanoides derivados del mismo. Este efecto junto con la elevada sintesis de DHA y de sus
derivados, podrian tener una repercusion favorable sobre el estado inflamatorio y enfermedades

relacionadas.

I1.6- Grado de lipoperoxidacion y respuesta inflamatoria hepatica

La sustitucion con CLA, independientemente del status de AL, no modificé el grado de
lipoperoxidacién, como tampoco, la actividad de la enzima catalasa, ni los niveles de GSH.

En este aspecto, si bien hay escasos estudios mostrando efectos negativos de los CLA sobre
la lipoperoxidacion, estos isomeros han mostrado tener un potente efecto preventivo de la misma.
Entre los efectos positivos reportados de los CLA, Palacios y col. (Palacios y col.,, 2003)
demostraron, a través del andlisis simultdneo del indice de peroxicidad, quimioluminiscencia y

composicion de AG, que los CLA son mds efectivos que la vitamina A en proteger los microsomas
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o la mitocondria del dafio peroxidativo en ratas. Livisay y col. (2000) observaron que los CLA
previenen el incremento de la LPO, sin afectar otros marcadores de oxidacién, como resultado de
una disminucién de los AGPI de membranas. En este mismo sentido, Kim y col. (2005), observaron
que, la sustituciéon con CLA resultaba en menores niveles de AGPI susceptibles a la oxidacion en
plasma y membranas hepaticas, lo que se relacioné con una menor LPO respecto a ratas deficientes
en vitamina E. Finalmente, Arab y col. (2006) concluyeron que los CLA son los tnicos AGPI-CL
capaces de aumentar la sintesis de GSH sin generar ningliin cambio en el balance oxidativo.

Si bien son escasos los estudios realizados en higado sobre la accién de los CLA en
pardmetros relacionados al estado inflamatorio, en la presente tesis hemos encontrado una cierta
respuesta antiinflamatoria en los animales alimentados con dietas ricas en AL, mostrando reducidos
niveles de ARNm de IL1-B y de TNF-a. En relacion a esto, Turek y col. (1998) observaron que la
modulacién de la produccion de citoquinas en macréfagos por los CLA, dependia de la relacion
dietaria de AGPI n-6/n3, mostrando una respuesta antiinflamatoria con menores niveles de 1L6
cuando la dieta de las ratas contenia altos niveles de AGPI n-6. Estos resultados estdn directamente
correlacionados con los observados en nuestros animales con dietas enriquecidas en AL. Ademas,
Nagao y col. (2005) en ratas Zucker alimentadas con una dieta suplementada con CLA, encontraron
niveles reducidos en la expresion génica del TNF-a en higado y se lo atribuyeron a los niveles

elevados de adiponectina.

I1.7- Tejido adiposo y su regulacion

En el campo del estudio de los efectos benéficos de los CLA, éstos isdmeros han mostrado
resultados promisorios sobre el tejido adiposo. En consecuencia, dado que los paniculos adiposos
epididimal y retroperitoneal siguieron los cambios de la composicion corporal inducida por los
CLA, y que poseen un rdpido recambio lipidico, se utiliz6 el tejido adiposo epididimal para estudiar
algunos mecanismos vinculados a la movilizacién de grasa, y el rol de éste tejido en la regulacion
de vias metabdlicas homeostaticas del organismo que pudieran ser afectados por el status de AL.

Como fuera discutido anteriormente, los isomeros CLA tuvieron un efecto diferencial sobre
la acrecion de lipidos en tejido adiposo en funcion del status de AL. Asi, mientras que en los
animales alimentados con dietas enriquecidas en AL no se modificaron el peso de los tejidos
adiposos, en aquellos deprivados en AL, se redujeron tanto, los paniculos adiposos epididimal,
como retroperitoneal. Estos cambios en los depdsitos de grasa han sido ampliamente demostrados
en ratones (West y col., 1998; DeLany y col., 1999; DeLany y West, 2000; West y col., 2000;
Takahashi y col., 2002; Terpstra y col., 2002; Tepstra y col., 2003; Poirier y col., 2005a); sin
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embargo, muy pocos o ausencia de efectos han sido observados en modelos de ratas normales y
otras especies animales (Purushotham y col., 2007; Lasa y col., 2008; Miranda y col., 2009; Martins
y col., 2010). Estas diferentes respuestas se enmarcan en los numerosos reportes bibliograficos
controversiales acerca de la modulacion de la homeostasis de los lipidos por los CLA. Dentro de los
mecanismos bioquimicos implicados, se ha propuesto que los CLA podrian actuar a través de los
factores de transcripcion PPAR (Houseneknecht y col., 1998), ya que comparten ciertas
caracteristicas estructurales con 4cidos grasos reconocidos como proliferadores de peroxisomas. En
nuestra experiencia, los mecanismos regulatorios involucrados en el efecto de los CLA sobre el
tejido adiposo, parecieran depender del status de AL. Asi, en el grupo enriquecido en AL, los CLA
aumentaron la actividad LPL en el TAE, independientemente de la forma de expresion y de la
actividad de las enzimas lipogénicas. Un efecto similar de los CLA sobre la actividad LPL ha sido
observado, por otros autores, en cultivos de células 3T3-L1 (Lin y col., 2001b). En cambio, una
disminucién en la actividad de la enzima LPL debido a la sustitucién con CLA ha sido reportada
por diversos investigadores, tanto en cultivos celulares (Park y col., 1997; Park y Pariza, 2001;),
como en estudios in vivo (Xu y col., 2003; Andreoli y col., 2009), adjudicando dicha accién al
isémero 10t,12¢c-CLA (Park y col., 1999; Lin y col., 2001b; Park y col., 2004). Los cambios que
hemos encontrado sobre la actividad LPL y el incremento en la actividad de las enzimas
lipogénicas, no se acompanaron de modificaciones en el peso del tejido adiposo. Asi, es posible que
exista una aumentada actividad de la enzima HS-LPL, lo que generaria una mayor lipdlisis y
liberacion de AG libres desde el tejido adiposo, como ha sido demostrado que ocurre por efecto de
los CLA en cultivos celulares (Park y col., 1997; Park y col., 1999; Mersmann, 2002). También
podria ser que el incremento de la captacion lipidica, se dé en respuesta a una aumentada
-oxidacién, como ha sido observado que ocurre en el tejido adiposo blanco y marrén de ratas
alimentadas con CLA (Rahman y col., 2001).

Por otro lado, en el grupo deprivado en AL, tanto la actividad de la enzima LPL, como la de
las enzimas lipogénicas, estuvieron exacerbadas. Este efecto podria deberse a una mayor captacion
de AG como mecanismo compensador de la marcada reduccién del tejido adiposo. Resultados en el
mismo sentido han sido también encontrados por Zabala y col. (2006), en hamster alimentados con
dieta aterogénica suplementada con diferentes dosis de 10t,12¢c-CLA, en la cual la disminucion del
tejido adiposo epididimal, estuvo asociado a un aumento en la actividad de las enzimas FAS, EM,
G6PFDH y ACC, y a una disminucién en la expresion del ARNm de ACC, FAS, SREBP-1a y
SREBP-1c. Asimismo, Faulconnier y col. (2004) mostraron en ratas adultas, que el consumo de

mezcla de isémeros CLA o de 10t,12c-CLA aumentaba la actividad de las enzimas lipogénicas en
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tejido adiposo, sin modificar el peso, ni la celularidad del mismo. En nuestra experiencia, estos
mecanismos tendientes a incrementar el acumulo de lipidos parecerian no alcanzar a contrarrestar la
elevada lip6lisis y B-oxidacion que podria estar ocurriendo por efecto de los CLA (Park y col.,
1997; Park y col., 1999; Rahman y col., 2001; Mersmann, 2002). Asi, a partir de estos resultados, es
factible postular que la deprivacion de AL podria generar en las ratas ciertas alteraciones que las
vuelven mds sensibles al efecto de los CLA, o bien, que en dietas muy ricas de AL, los CLA no
afectarian significativamente las vias de metabolizaciéon de los AGPI n-6, razén por la cual no se
observaron alteraciones importantes en la movilizacién lipidica. También podria ser que, a bajos
niveles de AL, exista una mayor conversion de CLA a ciertos metabolitos activos que permitirian la
observacion de ciertos efectos cominmente presentes en el raton. En relacién a esto, ha sido
demostrado que, las respuestas en menor grado encontradas en las ratas respecto a los ratones por
los CLA, son atribuibles a diferencias especie-especificas en el metabolismo hepatico lipidico, y
han sido relacionadas con las distintas capacidades que poseen las especies para metabolizar los
precursores de ligandos de los PPARa (Abraham y col., 1977; Tobias y Hamilton, 1979; Elcombe y
col., 1985). Estas diferencias podrian resultar en una conversion alterada de los CLA a diferentes
metabolitos y/o alteraciones en la sintesis de AG (Moya-Camarena y col., 1999).

La hipdétesis antes mencionada también se puede sustentar en que, el incremento de la
actividad de las enzimas evaluadas no fue acompafiado por un mayor flujo de sustratos a través de
otras enzimas claves, como la SCD-1 y SCD-2. Asi, la relaciéon 16:1/16:0, que refleja
principalmente el flujo a través de la SCD-1, se vio disminuida por los CLA en los animales
alimentados con dietas enriquecidas en AL. Esto podria conducir a un selectivo impacto que
reduciria la biosintesis de AG 16:1, destinados a los depdsitos lipidicos. En forma semejante, Kang
y col. (2004) y House y col. (2005), en ratones alimentados con 10t,12¢-CLA, observaron una
menor relacion 16:1/16:0, con incremento o falta de cambio en la relacion 18:1/18:0, corroborando
el rol que podria tener la enzima SCD-1 en el efecto sobre el tejido adiposo. Asimismo, Choi y col.
(2000) en preadipocitos 3T3-L1 tratados con 10t,12c-CLA, observaron una disminucién en la
expresion del gen SCD-1 que fue dependiente de la dosis. Por otro lado, ésta reduccién en el flujo
de sustratos a través de la enzima SCD-1 podria correlacionarse con la menor sintesis del AG
adipogénico AA, denotada en la menor relacion AA/AL. En este sentido, los prostanoides
producidos a partir del metabolismo del AA, han demostrado promover la diferenciacion de
adipocitos (Kliewer y col., 1995; Kliewer y col., 1997).

A diferencia de lo observado en la dieta enriquecida en AL, en los animales deprivados de

AL, los CLA incrementaron la relacion 18:1/18:0 en tejido adiposo. Este efecto también ha sido
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reportado por otros autores (Kang y col., 2004; House y col., 2005), y ocurrié en paralelo al
aumento en la actividad de las enzimas lipogénicas. Esto udltimo, se ha demostrado que es
consecuencia, al menos en parte, de una mayor actividad de la enzima SCD-1 (Miyakazi y col.,
2003; Ntambi, 2004; Paton y Ntambi, 2009; Strable y Ntambi, 2010).

Los efectos de los CLA sobre el tejido adiposo humano, han mostrado resultados menos
concluyentes. Existen estudios que observaron efectos antiobesogénicos (Blankson y col., 2000;
Risérus y col., 2001), no obstante, otros autores no encontraron respuesta a los CLA (Zambell y
col., 2000; Petridou y col., 2003). Estas diferencias, son atribuidas a diversidades en los disefios
experimentales entre las cuales se encuentran: tipo de isomeros CLA empleados, dosis y duracién
de tratamiento, como también género, peso, edad y estado metabdlico de los sujetos estudiados. No
obstante, en cultivos de adipocitos y pre-adipocitos humanos, fueron reproducidos algunos de los

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

I1.7.1- Expresion génica de leptina, adiponectina y marcadores del estado inflamatorio

Los CLA no modificaron la expresién génica de leptina y adiponectina en las ratas
alimentadas con dietas ricas en AL; mientras que incrementaron los de adiponectina, en los
animales deprivados de AL. Otros autores han encontrado una menor expresion en tejido adiposo
y/o niveles circulantes de leptina en ratones alimentados con CLA (Tsuboyama-Kasaoka y col.,
2000; Kang y col., 2001; Warren y col., 2003; Poirier y col., 2006), en ratas diabéticas Zucker
(Ryder y col., 2001) y en ratas OLETF (Raham y col., 2001), junto con una reduccion en los
depdsitos grasos. Por otro lado, los resultados reportados para la adiponectina, en relaciéon al
tratamiento con CLA, son mds controversiales. Asi, la elevada expresion del ARNm de
adiponectina hallada en nuestro trabajo, se corresponde con los hallazgos de Nagao y col. (2003) en
ratas diabéticas Zucker y de Inoue y col. (2004) en ratas hipertensas. Sin embargo, otros autores han
observado niveles disminuidos de adiponectina en ratones alimentados con CLA (Poirier y col.,
2005b; Poirier y col., 2006), y en adipocitos tratados con CLA (Pérez-Matute y col., 2007).

Los cambios encontrados en las adipoquinas en el grupo suplementado con CLA deprivado
de AL, no se correspondieron con cambios en los marcadores del estado inflamatorio evaluados.

Nuevamente se pone de manifiesto la resistencia de las ratas a manifestar los efectos
usualmente observados de los CLA en el ratén, y la sensibilizacion generada cuando se combinan

los CLA con la deprivacion de AL.
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I1.8- Niveles de de triglicéridos en el misculo gastrocnemio y su regulaciéon

Bajo las condiciones experimentales del presente trabajo, los niveles de TG musculares no
estuvieron modificados por los CLA, y los mismos estuvieron acompafados de una normal
captacion de TG y oxidacion de AG, representadas por la actividad LPL y CPT-Ib, respectivamente.
En relacion a estos resultados, otros autores han observado, en animales con alteraciones
metabolicas, que la sustitucion con mezcla de isémeros CLA o con 10t,12c-CLA, generé una
disminucién en los niveles de TG musculares (Henriksen y col., 2003) asociados a una menor
captacion por la LPL (Andreoli y col., 2009), y/o a un aumento en la CPT-Ib (Zabala y col., 2009).
Asimismo, diversos autores, han observado un incremento en la actividad de la enzima oxidativa
CPT-Ib en musculo esquelético de ratones (Park y col., 1997) y ratas (Rahman y col., 2001). Peters
y col. (2001), han observado que este efecto estimulador en la actividad de la CPT-I muscular
podria estar mediado por la activacién del PPAR-q, y/o por otros mecanismos; ya que, en ratones
deplecionados del gen PPAR-o, también hallaron que la expresion de la enzima CPT-I fue
estimulada por los CLA en miusculo esquelético. Es importante denotar que ciertos efectos
observados por diversos autores han sido relacionados al tipo de CLA empleado, o a las condiciones
fisiolégicas de los animales. Asi, a diferencia de los observado para el isémero 10t,12c-CLA y la
mezcla de isémeros, el 9¢,11t-CLA no ha demostrado tener efecto sobre la expresion de la enzima
CPT-I en musculo esquelético de ratones sometidos a ejercicio (Kim y col., 2012).

En relacién a la sintesis de novo, la presencia de los CLA no modific6 la actividad de la

enzima SCD-1 en ninguno de los grupos suplementados.

I1.9- Metabolismo de la glucosa

Las diversas alteraciones en el metabolismo lipidico antes discutidas, y la reduccion en los
niveles de glucosa inducidas por los CLA, podrian estar asociados a modificaciones en la
utilizacién de la glucosa y sintesis de sus reservas como glucégeno. Por esta razon, hemos decidido
estudiar algunos pardmetros relacionados al metabolismo de la glucosa en musculo séleo aislado.

La reducciéon de los niveles séricos de glucosa, inducida por los CLA, mostr6 una
correspondencia, en condiciones basales, con el aumento de la oxidacién de glucosa en el misculo
sOleo aislado; la cual estuvo mds acentuado en deprivacion de AL. Esta mayor metabolizacion de
glucosa fue acompaiiada de una ligera, pero no significativa, mayor captacién e incorporacion de
glucosa la cual también estuvo mds marcada en las ratas deprivadas de AL. En relacién a estos
resultados, existen una gran controversia. Ha sido demostrado que los CLA mejoran la glucemia y

la tolerancia a la glucosa en ratas obesas-diabéticas Zucker (Henriksen y col., 2003) y en otros
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modelos de roedores obesos y resistentes a la insulina inducido por dietas ricas en grasa (Choi y
col., 2004). No obstante, ausencia de efectos, como asi también efectos negativos han sido
observados en otros modelos experimentales. Numerosos autores no han observaron alteraciones en
los niveles de glucosa sérica en animales normales alimentados con CLA (Tsuboyama-Kasaoka y
col., 2000; Poirier y col., 2005b; Poirier y col., 2006), como tampoco en ratones diabéticos tratados
con 10t,12¢c-CLA (Jourdan y col., 2009). En nuestro grupo de trabajo, recientemente hemos
demostrado (Andreoli y col., 2012) en ratones alimentados con dietas ricas en grasa, que la
sustituciéon con una mezcla equimolecular de isémeros 9c,11t-CLA y 10t,12¢-CLA previno
parcialmente alteraciones en la via glicolitica en el higado, pero no en musculo, asociado a efectos
adversos como hiperglucemia y acumulacién hepética de lactato. Especificamente, en el musculo
gastrocnemio de estos ratones que posefan una marcada acumulacién de TG, los CLA normalizaron
el contenido de los depdsitos grasos, lo cual condujo a una inhibicién de la via glicolitica,
probablemente a través del ciclo intracelular glucosa-AG (Randle y col., 1963; Randle y col., 1965).
A diferencia de esto, en el presente trabajo, donde los niveles de TG y la oxidaciéon de AG
musculares fueron normales, los CLA incrementaron la oxidacion de la glucosa, y mads
marcadamente en los deprivados de AL, pudiendo ser este efecto el desencadenante de una mayor
demanda de glucosa celular, que conduce a un incremento de la captacién e incorporacion de la
misma, permaneciendo inalterable la sintesis de glucdgeno.

Si bien, en condiciones basales los CLA incrementaron la utilizacién de la glucosa, se
observé una menor respuesta a la insulina sobre la captacion, incorporacién y oxidacion de la
glucosa, como también sobre la sintesis de glucégeno en los musculos aislados de animales
alimentados a ambos niveles de AL. Estos resultados estdn alineados con las observaciones de
Tsuboyama-Kasaoka y col. (2000) quienes encontraron que ratones hembras alimentados con dietas
suplementadas con 1% de CLA presentaron una elevada expresion de GLUT-4 en misculo
esquelético asociada a una resistencia insulinica con hiperinsulinemia. La menor sensibilidad a la
insulina fue relacionada al decrecimiento de los niveles de leptina sérica. Resultados semejantes han
sido demostrados en ratones alimentados con dietas ricas en grasa suplementadas con mezcla de
isoémeros CLA (Liu y col., 2007). En nuestro trabajo, los cambios en la respuesta a la insulina
parecerian no tener relacion con la leptina ya que, las modificaciones observadas en el metabolismo
de la glucosa, fueron de similar magnitud en ambos grupos suplementados con CLA. En
contraposicion a nuestros resultados, un efecto benéfico de los CLA en presencia de insulina ha sido
encontrado por otros investigadores sobre la captacion de glucosa y la sintesis de glucégeno en ratas

obesas diabéticas (Ryder y col., 2001; Henrinsek y col., 2003), quienes han asociado dichos efectos,
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entre otros factores, a un incremento de los niveles de adiponectina, lo que condujo a una reduccién
en la fosforilacion de los residuos serina del IRS-1 (Kadowaki y col., 2006; Choi y col., 2007). A
diferencia de las ratas, la mejora en la sensibilidad a la insulina observada en ciertos estudios en
ratones genéticamente obesos suplementados con CLA, ha sido relacionado a la respuesta de los
PPAR-a y PPAR-y a largo tiempo, pero no a corto plazo (Wargent y col., 2005).

En respuesta in vitro al efector palmitato, se observé una modificaciéon diferencial en el
metabolismo de la glucosa mediado por la accién de la insulina. Especificamente, en los grupos
suplementados con CLA, independientemente de los niveles de AL, el palmitato no inhibié la
accion de la insulina sobre la captacion e incorporacién de glucosa. Estos resultados muestran
claramente que los CLA previnieron la inhibicion del palmitato en la captacién e incorporacion de
la glucosa bajo el estimulo de la insulina. Es posible proponer que modificaciones a nivel de
membrana plasmdtica muscular, lo cual es conocido que modula la captacion de la glucosa
(Borkman y col., 1993), estén presentes en los animales alimentados con CLA. Ha sido demostrado
que una baja relacion AGPI/AGS empeora la sensibilidad a la insulina y el transporte de glucosa a
través de una reduccion de la fluidez de membranas (Field y col., 1990). Ademads, otros autores han
observado que, el enriquecimiento de la membrana con AGPI aumenta el tiempo de residencia de
los GLUT-1 y GLUT-4 en la membrana plasmatica, incrementan la fluidez de membrana y nimero
de receptores (Simopoulos, 1994; Martin de Santa-Olalla y col., 2009).

En los presentes resultados nuevamente se pone de manifiesto que la accion de los CLA
depende de diferentes factores, entre ellos, de la especie, del estado metabdlico y del tiempo de
tratamiento. Ademds, nuevamente la deprivacion de AL ha generado una cierta sensibilizacién que
exacerba el efecto de los CLA, siendo los resultados hallados similares en algunos aspectos a los
encontrados en animales con trastornos metabdlicos.

La interpretacion de la posible repercusion de los CLA en humanos bajo diferentes
situaciones fisiolégicas y/o experimentales resulta atin mas compleja debido a los diversos y
controversiales efectos encontrados (Risérus y col., 2002; Brown y col., 2003; Eylofson y col.,

2004; Brown y col., 2004; Moloney y col., 2004).
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Tanto los isémeros AGT, como los CLA, se incorporaron en los lipidos circulantes y
tisulares de ratas alimentadas con dietas enriquecidas o deprivadas en AL, no obstante, los efectos

metabodlico-nutricionales dependieron del status de AL.

En relacion a los efectos de los AGT, los resultados mds relevantes muestran que:
- La incorporacién de AGT fue mayor en tejido adiposo, que en higado, muisculo y suero, tanto en
animales alimentados con dietas deprivadas, como enriquecidas en AL.
- De los principales isdmeros ingeridos, el 9t-18:1 fue el que mostré mayor grado de retencién en
tejido hepético, en las lipoproteinas secretadas por el higado y en musculo.
- El isémero 11t-18:1 fue bioconvertido a 9c,11t-18:2-CLA en higado y TA, alcanzando niveles
semejantes en ambos tejidos.
- Los AGT incrementaron la ganancia de peso de los animales, y la misma se asocié a un
incremento en la acrecion de lipidos en tejido adiposo.
- Los AGT incrementaron los niveles de TG séricos en animales deprivados de AL como resultado
de una menor clarificacién de los mismos en tejido adiposo, pero no se vieron afectados en aquellos
con dietas enriquecidas de AL.
- Los AGT elevaron el contenido de TG hepatico independientemente del status de AL; no obstante,
los mecanismos involucrados fueron diferentes. En la dieta enriquecida en AL fue consecuencia de
una disminucién de la oxidaciéon de AG, mientras que en la deprivada en AL estuvo aumentada la
lipogénesis.
- Los AGT incrementaron la biosintesis hepdtica de AGPI-CL n-6 en los animales enriquecidos en
AL, mientras que, un efecto opuesto fue observado en aquellos deprivados de AL como
consecuencia de un menor flujo a través de la enzima A6-desaturasa.
- Los AGT aumentaron los pesos de los paniculos adiposos, tanto epididimal como retroperitoneal.
En deprivacion de AL, esto estuvo correlacionado con una incrementada actividad de las enzimas
lipogénicas.
- Los AGT redujeron los niveles de glucosa circulante en los animales enriquecidos, pero no en los
deprivados de AL, pudiendo relacionarse a la mayor sensibilidad tisular a la insulina inducida por la
adiponectina.
- En miusculo soleo aislado, bajo condiciones basales, la utilizacién de la glucosa s6lo mostré un
ligero incremento por la ingesta de AGT, tanto en los animales deprivados, como en los

enriquecidos en AL. Sin embargo, frente al estimulo de la insulina, se observé una menor respuesta
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en la captacion, incorporacion y oxidacion de la glucosa, y sintesis de glucégeno muscular en los

animales enriquecidos, pero no en los deprivados en AL.

Mensajes claves:

v' Los AGT, a niveles equivalentes de los que podrian ser consumidos por la poblacién
humana, producen efectos deletéreos sobre animales de experimentacion, fundamentalmente

incrementando la acrecion de lipidos en higado y tejido adiposo.

v La deprivacién de AL genera cambios en el entorno metabdlico de los animales influyendo

tanto sobre el efecto de los AGT, como en los mecanismos de accidn de €stos.

v' Los niveles de 11t-18:1, como asimismo su bioconversiéon a 9c,11t-CLA podrian estar
atenuando los efectos deletéreos reportados por diversos investigadores para aceites

enriquecidos en 9t-18:1.

En relacion a los efectos de los CLA, los resultados mds relevantes muestran que:
- Los isémeros CLA se incorporan en los tejidos analizados, mostrando mayor retencién el
9¢,11t-CLA que el 10t,12¢c-CLA, independientemente de los niveles de AL.
- Mientras que los CLA no produjeron significativos efectos en los animales alimentados con dietas
ricas en AL, en los animales deprivados se observd un descenso de los paniculos adiposos y de la
grasa corporal, acompanados de un incremento del peso del higado.
- Los CLA en dietas deprivadas, pero no en las enriquecidas en AL, mostraron un efecto
hipotrigliceridémico, asociado a una menor secrecion de TG-VLDL y a un incremento de la
remocion de los mismos por la LPL en tejido adiposo.
- Los CLA en higado de animales deprivados, pero no en los enriquecidos en AL, incrementaron los
niveles de TG asociado a una baja secrecion de TG-VLDL y a una aumentada actividad de las
enzimas lipogénicas.
- Los CLA en las dietas deprivadas, pero no en las enriquecidas, inhibieron la biosintesis de AA lo
cual se relacion6 con un menor flujo de sustrato a través de la enzima A6-desaturasa. Al mismo
tiempo incrementaron la biosintesis de AGPI-CL n-3.
- La reduccidn de la acrecién de lipidos en tejido adiposo epididimal y retroperitoneal inducida por
los CLA en animales deprivados de AL, pudo haberse debido a una mayor lipdlisis de TG, dado que
la actividad de la enzima LPL, como la de las enzimas lipogénicas estuvieron exacerbadas.
- En musculo soleo aislado, en condiciones basales, los CLA indujeron un aumento de la oxidacién

acompaflado de una ligera mayor captacion e incorporacién de glucosa, y este efecto estuvo
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exacerbado en deprivacion de AL. Contrariamente, se observd una menor respuesta a la insulina

sobre la captacion, incorporacién y oxidacion de la glucosa, como también sobre la sintesis de

glucégeno en los musculos aislados de animales suplementados con CLA, independientemente de

los niveles de AL. Ademds, en los animales que recibieron CLA, el palmitato no inhibi6 la accién

de la insulina sobre la captacion e incorporaciéon de glucosa, independientemente de los niveles de

AL.

Mensajes claves:

v

v

Los CLA poseen efectos metabolicos diferentes en funcion del status de AL.

A bajos niveles de ingesta de AL es posible una alta interaccion con los CLA conduciendo a
ciertos efectos bioldgicos benéficos, como: reduccion de la acrecién grasa, reduccion de los
TG circulantes, incremento en la biosintesis de AGPI-CL n-3 asociado a una reduccién de la

biosintesis de AGPI-CL n-6 y mejoramiento de la utilizacion de la glucosa.

Los CLA en dietas deprivadas de AL conducen en la rata a modificaciones metabdlicas

atenuadas de aquellas descriptas en el raton.

Es factible postular que la baja ingesta de AL podria generar en las ratas una mayor
sensibilidad a los CLA, o bien, que en dietas muy ricas en AL, los CLA no compiten en la
metabolizacién de los AGPI n-6, conduciendo a efectos diferenciales en ambas situaciones
metabolicas. Esto no descarta la posibilidad que diferentes niveles de metabolitos bioactivos

se puedan generar a partir de los CLA consumidos.

Los resultados de la presente tesis contribuyen al conocimiento de los efectos benéficos y deletéreos

de los isémeros de AG, como también a los mecanismos de accidén de los mismos, bajo situaciones

que emulan experimentalmente posibles condiciones nutricionales de la poblacién.
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Nomenclatura de acidos grasos

Denogup acion Nomb/re s1stemico Nombre trivial Nombre abreviado Abreviatura
nutricional segiin [IUPAC
6:0 hexanoico butirico 6:0
8:0 octanoico caproico 8:0
10:0 decanoico céprico 10:0
11:0 undecanoico 11:0
12:0 dodecanoico laurico 12:0
13:0 tridecanoico 13:0
14:0 tetradecanoico miristico 14:0 AM
16:0 hexadecanoico palmitico 16:0 AP
16:1 n-7 cis-9-hexadecenoico palmitoleico 9c-16:1 APO
17:0 heptadecanoico 17:0
18:0 octadecanoico estearico 18:0 AE
18:1 n-12 cis-6-octadecenoico 6¢-18:1
18:1 n-11 cis-7-octadecenoico Tc-18:1
18:1 n-10 cis-8-octadecenoico 8c-18:1
18:1 n-9 cis-9-octadecenoico oleico 9c-18:1 AO
18:1 n-8 cis-10-octadecenoico 10c-18:1
18:1 n-7 cis-11-octadecenoico vaccénico 11c-18:1 AV
18:1 n-12 trans-6- 6t-18:1
octadecenoico
18:1 n-11 trans-7- 7t-18:1
octadecenoico
18:1 n-10 trans-8- 8-18:1
octadecenoico
18:1 n-9 trans-9- elaidico 9t-18:1 AE
octadecenoico
18:1 n-8 trans-10- 10t-18:1
octadecenoico
18:1 n-7 trans-11- 11t-18:1
octadecenoico
18:1 n-6 rans-12- 12t-18:1
octadecenoico
18:1 n-5 trans-13- 13¢-18:1
octadecenoico
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18:1 n-4 trans 14- 14t-18:1
octadecenoico
18:1 n-3 trans-15- 15¢-18:1
octadecenoico
19:0 nanoico pelargénico 19:0
18:2 n-7 cis 9trans 11- conjugado del 9¢,11t-18:2 AR
octadecadienoico acido linoleico
18:2 n-6 cis,cis-9,12- linoleico 9¢.12¢-18:2 AL
octadecadienoico
1822 n-6 trans 10,cis 12- | conjugado del 10t,12¢-18:2
octadecadienoico acido linoleico
18:2 n-5 c1s ll,tra‘ns 1.3_ f:qnjugado C.lel 11t,13t-18:2
octadecadienoico acido linoleico
18:2 n-6 cis 9,trans 12- 9¢.12t-18:2
octadecadienoico
18:2 n-6 trans 9cis 12- 9t,12¢-18:2
octadecadienoico
18:2 n-6 frans 9trans 12- Ot,12t-18:2
octadecadienoico
18:3 n-6 todos cis-6,9,12- y-linolénico 6¢,9¢,12¢-18:3 GLA
octadecatrienoico
18:3 n-3 todos cis-9,12,15- | 1 1enico 9¢.12¢.15¢-18:3 ALA
octadecatrienoico
20:0 eicosanoico araquidico 20:0
20:1 n-12 cis 8-eicosenoico 8c-20:1
20:1 n-9 cis 11-eicosenoico gondoico 11c¢-20:1
20:2 n-9 cis,cis-8,1- 8c,11¢-20:2
eicosadienoico
20:2 n-6 cis,cis-11,14- 11c,14¢-20:2
eicosadienoico
20:3 n-9 todos cis-5,8,11- Mead 5c.8¢.11¢-20:3
eicosatrienoico
20:3 n-6 todos cis-8,11,14- dihomo-y- 8¢,11¢,14¢-20:3 DGLA
eicosatrienoico linolénico
20:3 n-3 todos cis-11,14,17- 11c,14¢,17¢-20:3
eicosatrienoico
20:4n-6 | PdoscisSBILIA- o idonico | Sc.8¢,11c,14¢-20:4 AA
eicosatetraenoico
todos cis-
20:5 -3 58.11,14,17- timnodonico | >©%%1 i 24"’170' EPA
eicosapentaenoico ]
22:0 docosanoico behénico 22:0
todos cis-
22:51-3 7.10.13.16.19- 70’100’123(;’;5160’190' DPA
docosapentaenoico ’
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todos cis-
20:6 n-3 47,10,13,16,19- | clupadénico 4"’7"’10"5103,;’160’190' DHA
docosahexaenoico ’
24:0 tetracosanoico lignocérico 24:0
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