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RESUMEN: El objetivo del presente
estudio fue investigar si los conjugados

del &cido linoleico (CLA) podrian atenuar o
potenciar algunas alteraciones observadas
en ratas con deficiencia marginal de acidos
grasos esenciales (AGE). Para ello, ratas
Wistar macho fueron alimentadas 60

dias con dietas suficientes o deficientes

en AGE, suplementadas o no con CLA.

Los CLA presentaron distinto grado de
incorporacion en los tejidos, mostrando
una alta retencion en tejido adiposo y una
marcada resistencia en cerebro; asimismo
en los animales con dietas suficientes o
deficientes en AGE, los CLA modificaron en
forma diferencial los marcadores tisulares
de deficiencia de AGE. En animales

con dietas deficientes en AGE, los CLA
redujeron los triglicéridos circulantes y el

tamano del tejido adiposo; no obstante,
estas modificaciones y el incremento del
higado permitirian postular una similitud
con ciertas alteraciones observadas en los
inicios de la lipodistrofia presente en otros
modelos experimentales.

PALABRAS CLAVE: Deficiencia de &cidos
grasos esenciales, Conjugados del acido
linoleico, Nutricién, Metabolismo de lipidos.

SUMMARY: Effects of conjugated linoleic
acid on tissular fatty acid incorporation and
lipid metabolism in essential fatty acid—
deficient rats

The aim of this work was to investigate
whether conjugated linoleic acid (CLA)
may attenuate or enhance some alterations
observed in rats with marginal deficiency of
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essential fatty acids (EFA). For this purpose,
male Wistar rats were fed sufficient or
deficient in EFA diets, supplemented or
not with CLA, for 60 days. CLA showed
different degree of incorporation into

the tissues, showing a high retention in
adipose tissue and noticeable resistance
in brain. Moreover, independently of the
EFA deficiency, CLA differentially modified
the tissue biomarkers of EFA deficiency.
In animals with EFA deficient diets, CLA

reduced circulating triacylglycerides and
adipose tissue weight; however, these
changes and the increased liver size would
allow postulating that a similarity with some
alterations observed in the beginning

of the lipodystrophy syndrome in other
experimental models might be present in
these rats.

KEYWORDS: Essential fatty acid deficiency,
Conjugated linolenic acid, Nutrition, Lipid
metabolism.

Introduccion

El acido linoleico (AL: 9c,12c-18:2) y el
acido a-linolénico (ALA: 9c,12c¢,15¢-18:3)
son los dos acidos grasos esenciales (AGE)
para el hombre, y su esencialidad se debe a
la incapacidad de los seres humanos para
anadir dobles enlaces en las posiciones n-3
y n-6 de la cadena acilica, por carecer de
las enzimas A12 y A15 desaturasas. Debido
a esto, ambos 4acidos grasos (AG) deben
ser suministrados por la dieta (1). Los AGE
cumplen numerosas funciones biologi-
cas, entre ellas, determinan ciertas propie-
dades de membranas celulares y son pre-
cursores de AG poliinsaturados (AGPI) de
cadena larga (20 y 22 atomos de carbono) y
de eicosanoides que regulan diferentes pro-
cesos biolégicos (2). Los AGE, y sus deri-
vados, cumplen un rol fundamental en el
crecimiento y desarrollo normal, como asi-
mismo desempenan un importante papel en
el desarrollo y/o prevencién de enfermeda-
des cronicas no transmisibles, como enfer-
medades coronarias, hipertension, artritis,
enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
diversos tipos de cancer y en el control de
la homeostasis de los lipidos (3). Por con-

siguiente, tanto en seres humanos, como
en animales de experimentacion, las conse-
cuencias de la deficiencia de AGE incluyen,
entre otras (4): retraso del crecimiento, pér-
dida de la integridad cutanea, alteraciones
en la reproduccioén, degeneracién hepatica y
renal, esteatosis hepatica, fragilidad capilar,
modificaciones en la composicién de AG de
los lipidos tisulares y aumento de la suscep-
tibilidad a infecciones (5). Ademés, la defi-
ciencia de AGE puede agravar la malabsor-
cion de grasas, empeorando la carencia de
AGE (6,7). La deficiencia de AGE no es fre-
cuentemente observada; no obstante ciertos
pacientes pueden tener una deficiencia mar-
ginal de AGE que los tornan vulnerables a
trastornos metabdlicos.

Por otro lado, los conjugados del acido
linoleico (CLA) son un grupo de isome-
ros geométricos y posicionales derivados
del AL, producidos durante la biohidroge-
nacion de AGPI en el rimen de los anima-
les poligastricos, o por procesos industria-
les. En los productos naturales prevalece
el 9¢,11t-18:2 (9¢c,11t—CLA), mientras que
en las preparaciones comerciales que se
expenden como suplementos dietéticos
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para reducir de peso 0 como ayudas ergo-
génicas, se presentan principalmente y en
cantidades equimoleculares, los isémeros
9c¢,11t-=CLA y 10t,12c-18:2 (10t,12c-CLA).
Diversos efectos benéficos han sido reporta-
dos en relacion a los CLA. Entre ellos en dife-
rentes modelos animales se les han atribuido
propiedades anticancerigenas (8), antiatero-
génicas (9), antiobesogénicas (9-11), como
asimismo se ha observado que los CLA
mejoran los niveles de lipidos v lipoprotei-
nas circulantes (12) e incrementan la masa
magra corporal (13). En contraposicion,
también efectos adversos han sido repor-
tados debidos a la ingesta de CLA, entre
ellos, resistencia a la insulina, hiperinsuline-
mia y esteatosis hepatica masiva en ratones
(11,14,15). En general, los efectos mencio-
nados de los CLA dependen de muchos fac-
tores, como el tipo de isdbmero, la especie,
sexo, condicion fisioldgica y nutricional (16).

Dado que los CLA se incorporan en los
tejidos y podrian actuar como sustratos alter-
nativos o competir en el metabolismo de los
AGE vy sus derivados (17,18), el objetivo del
presente estudio fue investigar si los CLA
podrian atenuar o potenciar algunas altera-
ciones observadas en un modelo animal de
deficiencia marginal de AGE. El estudio fue
centrado en la incorporacion diferencial de
CLA en tejidos vy su efecto sobre la deficien-
cia en AGE, como también sobre pardme-
tros nutricionales, niveles de lipidos plasmati-
cos y tisulares, y algunos de los mecanismos
implicados en su regulacion.

Materiales y métodos

* Materiales

La mayoria de los componentes, inclu-
yendo vitaminas y minerales para la pre-
paracion de las dietas fueron al menos

grado quimico, a excepcion del aceite de
maiz (Arcor, Cérdoba, Argentina), aceite de
coco hidrogenado (Castoroil, Buenos Aires,
Argentina), aceite rico en CLA (Lipid Nutrition
B.V., Wormerveer, The Netherlands), saca-
rosa, celulosa y almidén de maiz, que fueron
de grado alimenticio y se obtuvieron a partir
de fuentes locales. El aceite de maiz fue uti-
lizado como una fuente de AG insaturados;
el aceite de coco fue utilizado para produ-
cir una deficiencia moderada de AGE vy el
aceite rico CLA se utilizd6 como fuente equi-
molecular de 9¢,11t-CLAy 10t,12c-CLA. Los
estandares utilizados fueron adquiridos en
Sigma Chemical Co (St Louis, MO, EE UU).
Los solventes y reactivos utilizados para la
cuantificacion de AG fueron de grado cro-
matografico, y los demas reactivos quimi-
cos utilizados fueron, al menos, de grado
reactivo analitico ACS. Los kits de pruebas
comerciales se obtuvieron de la Sociedad
de Bioquimicos (Santa Fe, Argentina).

* Animales, dietas y disefio experimental

Todos los protocolos seguidos en los
estudios fueron aprobados por el Comité
Asesor de Etica y Seguridad de Investiga-
cion de la Facultad de Bioguimica y Cien-
cias Bioldgicas de la Universidad Nacional
del Litoral y acorde a la Guia para el Cui-
dado y Uso de Animales de Experimen-
tacion en el Laboratorio (19). Ratas Wistar
macho con un peso de 70-80 g se mantu-
vieron en un bioterio bajo condiciones con-
troladas (23 += 2 °C y ciclo de 12 hs. luz—
oscuridad). Los animales tuvieron libre
acceso a agua y dieta estandar de labora-
torio antes del periodo experimental. Des-
pués de alcanzar 100-120 g, fueron dividi-
dos en cuatro grupos de similar peso (n=
6 por grupo). Los animales fueron aloja-
dos en jaulas metabdlicas de acero inoxi-
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dable individuales y alimentados ad libitum
durante 60 dias con dieta suficiente en AGE
(SAGE), dieta deficiente en AGE (DAGE),
dieta SAGE suplementada con aceite rico
CLA (SAGE+CLA) o dieta DAGE suplemen-
tada con aceite rico CLA (DAGE+CLA).

La composicion de las dietas se pre-
senta en la Tabla 1, y se basé en las reco-
mendaciones del Comité del Instituto Ame-
ricano de Nutricion (AIN-93G) (20). Todas
las dietas fueron isoenergéticas, propor-
cionando tedricamente 16,6 kJ/g. La dieta
SAGE contuvo 7 % de aceite de maiz (20
% de la energia) como fuente de grasa de

la dieta. En la dieta DAGE, el 7 % del aceite
de maiz fue sustituido por 7 % de aceite
de coco hidrogenado libre en AG trans. La
suplementacion con CLA se logré mediante
la sustituciéon del 1 % de aceite de maiz
(SAGE+CLA) o del 1 % de aceite de coco
hidrogenado (DAGE+CLA) por el aceite
rico en CLA (mezcla de isémeros 9c,11t-—
CLA vy 10t,12c-CLA, aproximadamente
35-40 % de cada uno). Excepto por el tipo
de grasas, todas las dietas fueron idénticas
y preparadas cada 3 dias durante todo el
periodo experimental.

Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales.

Componentes dietarios (g/kg dieta) SAGE DAGE SAGE+CLA DAGE+CLA
Almidoén de maiz 529,5 529,5 529,5 529,5
Caseina 200 200 200 200
Sacarosa 100 100 100 100
Aceite de maiz 70 - 60 -
Aceite deficiente en AGE - 70 - 60
Aceite rico en CLA - - 10 10
Fibras 50 50 50 50
Mezcla de vitaminas 35 35 35 35
Mezcla de minerales 10 10 10 10
L-Cisteina-L-metionina 3,0 3,0 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia (KJ/g) 16,6 16,6 16,6 16,6

Las dietas fueron preparadas de acuerdo con AIN-93G (20).

* Protocolo experimental

Tres veces a la semana se registré el peso
de los animales, la ingesta de alimentos y se
recogieron las heces, a lo largo de todo el
tratamiento dietario. La ingesta de alimentos
se ajusté mediante la coleccion de los restos
de alimentos. Las heces se deshidrataron y
almacenaron a —-80 °C hasta su anélisis. En

la mafana del dia 60, los animales se sacri-
ficaron bajo condiciones de anestesia (1 mg
de acepromacina + 100 mg de ketamina/kg
de peso corporal), el cuerpo fue desprovisto
del pelo y eviscerado.

Las carcasas fueron pesadas, tritura-
das y congeladas a —80°C hasta el anali-
sis de su composicion centesimal. Otros
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grupos de animales fueron tratados nutri-
cionalmente y sacrificados en las mismas
condiciones que fueran detalladas con el
fin de obtener sangre y tejidos para diver-
sas determinaciones, o para llevar a cabo
diferentes experimentos in vivo. El suero
se obtuvo por centrifugacion después de
la extraccion de la sangre y de eliminar el
coagulo resultante. Los higados, muscu-
los gastrocnemio, tejido adiposo epididimal
(TAE), tejido adiposo retroperitoneal (TARP)
y cerebro se pesaron y almacenaron a
—-80 °C hasta su analisis.

¢ Composicion de AG de los aceites
dietarios

La composicion de AG de los aceites die-
tarios (Tabla 2) se determind por cromato-
grafia gaseosa con un cromatégrafo Shima-
dzu (GC 2014) equipado con un detector
de ionizacion de llama como ésteres metili-
cos de los AG (FAME). Los derivados metili-
cos se formaron por transesterificacion con
una soluciéon de hidréxido de potasio-meta-
nélico en una etapa intermedia antes de
la saponificacion (21). Los FAME se sepa-
raron en una columna capilar CP Sil 88

Tabla 2. Composicion de AG de los aceites dietarios

Acidos grasos (%) Aceite de maiz

Aceite de coco deficiente

Aceite rico en CLA

en AGE

6:0 0,00 0,49 0,00

8:0 0,00 6,76 0,00
10:0 0,00 5,64 0,00
11.0 0,00 0,02 0,00
12.0 0,00 47,67 0,00
13.0 0,00 0,02 0,00
14.0 0,03 17,46 0,00
16:0 12,21 9,21 5,85
16:1 0,12 0,00 0,00
18:0 1,93 12,58 1,20
9c-18:1 31,95 0,05 9,05
11c-18:1 0,54 0,00 0,41
9c,12c-18:2 51,26 0,01 1,08
20:0 0,50 0,14 0,00
11c-20:1 0,25 0,00 0,00
9c¢,12¢,15¢-18:3 0,88 0,00 0,00
22:0 0,16 0,00 0,35
24:0 0,15 0,00 0,00
9c,11t-CLA 0,00 0,00 38,99
11¢,13t-CLA 0,00 0,00 1,54
10t,12c-CLA 0,00 0,00 38,76
> NI 0,00 0,00 3,11

NI: no identificado. Los valores son presentados como porcentaje de los FAME totales.
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(100 m x 0,25 um diametro), segiin meto-
dologias oficiales (22). Los FAME se iden-
tificaron por comparacion de sus tiempos
de retencion relativos con los de estandares
comerciales u otros pertenecientes a ensayos
interlaboratorios internacionales donde nues-
tro grupo ha participado. Los valores fueron
expresados como porcentaje de los ésteres
metilicos de los &cidos grasos totales.

» Parametros nutricionales

El contenido de proteinas corporales fue
cuantificado por el método de Kjeldahl (23),
mediante el cual el nitrégeno en los homo-
geneizados de carcasa fue convertido a
(NH,),SO, mediante digestion acida. El con-
tenido de proteinas se calculé multiplicando
la cantidad de nitrdgeno obtenida por el
factor 6,25 (24). El contenido de agua se
determin® mediante el secado de alicuotas
de carcasa y de comida hasta peso cons-
tante en estufa a 60°C. El contenido total de
grasa en las muestras secas de carcasa,
comidas y heces se extrajo con éter de
petroleo (23). El extracto de grasa se eva-
pord en un sistema de vacio y la grasa total
se midio gravimétricamente. El consumo de
energia se calculé multiplicando la cantidad
de alimento consumido diariamente por el
valor calérico (kJ/g) de la dieta. La eficiencia
en la ganancia de peso se estimd como el
porcentaje de la ganancia de peso (g) divi-
dido por la ingesta energética (kJ/periodo
experimental) durante 60 dias. La absorcién
aparente de la grasa dietaria, como indice
de biodisponibilidad, se evalubé como el
porcentaje de la ingesta de grasas que no
fue excretada en las heces (25).

» Biomarcadores del estado nutricional
de AGE y de la incorporacion de los CLA

La deficiencia de AGE generada a par-
tir del tratamiento dietario en los gru-
pos DAGE y DAGE+CLA, y la incorpo-
racion de isébmeros CLA en los grupos
SAGE+CLA y DAGE+CLA en los lipidos
totales fueron evaluados mediante el ana-
lisis de los AG: AL, ALA, 5¢,8¢c,11c-20:3,
de la relacion trieno/tetraeno (5¢,8c,11c—
20:3/5¢,8¢,11¢,14c-20:4) y del contenido
de los isémeros individuales CLA en suero,
higado, TAE y cerebro. El andlisis de AG fue
realizado mediante cromatografia gaseosa
como fuera descripto anteriormente, previa
extraccion de las grasas totales (26).

¢ Determinacion de TG en suero,
higado y musculo gastrocnemio

La determinacién de los niveles de TG
en el suero se llevo a cabo mediante un
método espectrofotométrico utilizando kits
comerciales. Los niveles de TG en higado
y musculo se determinaron en homogena-
tos de tejidos diluidos (1:10, p/p) con agua
destilada por el método de Laurell (27).

* Velocidad de secrecion hepatica de
TG

Para estimar la velocidad de secrecion
hepatica de TG (VSTG) (28), otros grupos de
animales fueron ayunados y anestesiados
como se detallé anteriormente. Se tomaron
muestras de sangre a tiempo 0 y luego de
120 minutos de la inyeccion via intravenosa
de 600 mg de Triton WR 1339 en solucién
salina por Kg de peso corporal. En mues-
tras de suero correspondientes a tiempo 0y
120 minutos posteriores a la inyeccion de la
solucién de Triton, se valord la concentracion
de TG. La VSTG se estim6 basandose en la
acumulacion sérica de TG durante los 120
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minutos de experiencia, el volumen plasma-
tico y el peso corporal como han sido previa-
mente reportados (29).

« Actividad de la lipoproteina lipasa en
tejido adiposo y musculo gastrocnemio

La actividad enzimatica lipoproteina
lipasa (LPL) en tejido adiposo se cuantifico
en polvo de acetona de TAE por el método
fluorométrico de Del Prado (30). Breve-
mente, muestras de TAE fueron delipida-
das para la obtencion del polvo acetonico.
Los polvos obtenidos se resuspendieron e
incubaron en solucién buffer NH,CI/NH,OH,
25 mM, pH 8,1 con 1 Ul/ml de heparina. La
reaccion enzimatica se llevd a cabo a 37 °C
en un medio conteniendo buffer adecuado
con di-butiril fluoresceina (DBF) como sus-

trato. La cuantificacion de la actividad LPL
se realizd6 midiendo durante 5 minutos el
aumento de fluorescencia (A, .., = 490
nm; A,en = 930 NM) producto de la libera-
cién de fluoresceina como consecuencia de
la hidrdlisis enzimatica del DBF. En paralelo,
el mismo ensayo se llevo a cabo en presen-
cia de NaCl 1 M durante la incubacién, para
inhibir la actividad LPL y determinar la acti-
vidad enzimética inespecifica. La actividad
de la LPL se determind como la diferen-
cia entre la actividad lipolitica no especifica
(determinada en presencia de NaCl 1 M) y
la actividad lipolitica total (determinada en
ausencia de NaCl 1 M). Los valores fueron
expresados como nmol fluoresceina libe-
rado/minuto/tejido total (nmol fluoresceina/
minuto/g).

Tabla 3. Efecto de la deficiencia de AGE y de los CLA en pardmetros nutricionales y composicion

corporal.

SAGE DAGE SAGE+CLA DAGE+CLA
Ingesta energética (KJ/d) 293,32+8,29 | 310,02+5,97 | 312,00=20,40 | 300,86+12,84
Ganancia de peso (Q) 209,75+7,31 | 226,25+7,08 201,92+3,96 203,58=6,60
Eficiencia de la ganancia de peso (g/100 KJ) 1,20+0,06 1,22+0,05 1,10+0,07 1,13+0,05
Utilizacién de grasa
Grasa ingerida (g/d) 1,27+0,04 1,38+0,05 1,38+0,09 1,45+0,07
Grasa fecal (mg/d) 27,12+0,80* | 18,80+1,22° 24,77+2,40° 15,59+2,86°
Grasa fecal/Grasa ingerida (%) 2,24+0,052 1,38+0,10% 1,82+0,09% 1,07+0,15°
Absorcion aparente (%) 97,76+0,042 98,18+0,09% 98,23+0,15°
Composicién de carcasa (g/100 g)
Proteinas 20,85+0,83 21,75+0,28 21,44+0,26 20,33+0,81
Grasa 16,08+0,60 17,29+0,55 16,95+0,41 15,13+0,80
Agua 58,52+0,65 56,88+0,73 55,72+0,81 58,91+0,75
Peso tejidos (g/100 g )
Higado 3,62=0,042 3,160,072 3,68=+0,10° 3,99+0,09°
Musculo gastrocnemius 0,35+0,02 0,37+0,02 0,40=+0,02 0,40=0,01
Tejido adiposo epididimal 2,32+0,10° 2,69+0,13% 2,34+0,09° 1,65+0,04°
Tejido adiposo retroperitoneal 2,310,082 2,14x0,182 2,14+0,18° 1,64+0,12°

Los resultados son presentados como el promedio = SEM, n = 6 por grupo. El anélisis estadistico se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido del test de Scheffé. Los valores en la misma fila con diferentes supra-indices son

significativamente diferentes (p<0,05).
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Para evaluar la actividad LPL muscu-
lar, se homogeneizé el musculo gastroc-
nemio en buffer NH,CI/NH,OH-heparina
(50 mmol/L, pH 8,6; conteniendo 4,0 Ul/mL
de heparina) y se incubd durante 15 min a
4 °C. La cuantificacion de la actividad LPL
en musculo se realizé como se ha descripto
previamente para el tejido adiposo. La acti-
vidad medida fue expresada como nmol
fluoresceina liberado/minuto/musculo total
(nmol fluores/min/tej total).

* Andlisis estadistico

Los valores fueron expresados como
la media = error estandar de seis anima-
les por grupo. Las diferencias estadisticas
entre las medias se analizaron mediante un
2x2 ANOVA, siendo la suficiencia/deficiencia
AGE vy la suplementacién con CLA las varia-
bles independientes. Las comparaciones
multiples post hoc se realizaron mediante
la prueba de rango critico de Scheffé. Las
diferencias se consideraron estadistica-
mente significativas para valores de p<0,05
(81). Para comparar la incorporacion de los
CLA, se establecieron diferencias estadisti-
cas entre las medias mediante la pruebat de
Student para datos independientes.

Resultados

* Estado fisiolégico y parametros nutri-
cionales

Durante el periodo experimental, todos
los animales mostraron un buen estado de
salud, sin ninguna manifestacion fisioldgica
de la deficiencia de AGE o sintomas toxico-
l6gicos debido al tratamiento con CLA. Ade-
mas, no se observaron sintomas de alte-
raciones intestinales o hepatomegalia por
ninguno de los tratamientos. Sin embargo,

a pesar de ser la ingesta de grasa similar
entre los grupos, la deficiencia de AGE,
independientemente de la adicion o no de
CLA, redujo la excrecion de grasa fecal, lo
que condujo a un aumento en la absorcién
aparente de la grasa dietaria . El consumo
promedio diario de energia no difiri¢ entre
los grupos, como tampoco lo hicieron la
ganancia de peso corporal, ni la eficiencia
en la ganancia de peso. Sin embargo, los
CLA en deficiencia de AGE, generaron una
disminucion en el peso del TAE y TARR y un
aumento en el peso del higado.

* Biomarcadores de la deficiencia de
AGE e incorporacién de los CLA en los
lipidos totales de suero y tejidos

En la actualidad es dificil considerar un
Unico y especifico biomarcador de defi-
ciencia de AGE, como asimismo un Unico
tejido donde evaluarlo. En este sentido,
y para investigar la influencia de los CLA
sobre la deficiencia de AGE, evaluamos
los niveles de AL, ALA y 5¢,8¢,11¢-20:3,
la relacion trieno/tetraeno  (5¢,8c,11c—
20:3/5¢,8¢,11¢c,14¢c-20:4), como asimismo
el contenido de los CLA en suero, higado,
tejido adiposo y cerebro (Tabla 4). Bajo
nuestras condiciones experimentales, los
niveles de AL mostraron una reduccion
significativa por la deficiencia de AGE en
los grupos suplementados o no con CLA
y este efecto fue independiente del tejido
considerado. La excepcion fue el cerebro,
que mostré una resistencia a la deficien-
cia de AGE y solo se observé una disminu-
cion de los niveles de AL estadisticamente
significativa en el grupo DAGE+CLA frente
al grupo SAGE. Ademés, los CLA, reduje-
ron significativamente los niveles de AL en
higado vy tejido adiposo en animales con
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dietas SAGE. Los niveles de ALA mostraron
un efecto diferencial en funcién del tejido
considerado; especificamente, en suero, no
se vieron modificados por la deficiencia de
AGE independientemente de la presencia
o no de CLA. Sin embargo, en estas mis-
mas condiciones, los niveles de ALA se vie-
ron reducidos en higado y TAE, alcanzando
niveles no detectables en el TAE. Asi como
para el AL, el cerebro mostré una alta resis-
tencia a cambios de los niveles de ALA.
Los CLA, redujeron significativamente los
niveles de ALA en higado y TAE de anima-
les independientemente de la adecuacion
o deficiencia de AGE. El 5c¢,8¢,11¢c-20:3,
un AG derivado de la sintesis exacerbada

de AGPI de la familia n-9 en condiciones
de deficiencia de AGE, fue detectado en
suero, higado y cerebro de animales defi-
cientes en AGE. Como consecuencia, la
relacion trieno/tetraeno en dichos tejidos
fue incrementada por la deficiencia de AGE
independientemente de la presencia de
CLA. Cabe destacar que, en cerebro de
animales del grupo DAGE los niveles de
5¢,8¢,11¢c-20:3, fueron mayores que en el
grupo DAGE+CLA, y que en TAE dicho AG
se encontré por debajo del limite de detec-
cion. Por esta Ultima razon, los niveles de
5¢,8c,11c-20:3 y la relacion trieno/tetraeno
no fueron mostrados.

Tabla 4. Efecto de la deficiencia de AGE y de los CLA sobre biomarcadores de déficit de AGE y

retencion de isémeros.

SAGE DAGE SAGE+CLA DAGE+CLA
Suero
9c,12c-18:2 20,20+0,59% 7,89+0,53° 19,91+£1,15¢ 13,42+0,30¢
9c,12¢,15¢-18:3 0,22+0,01 0,20+0,01 0,24+0,02 0,19+0,03
5¢,8c,11c-20:3 0,00+0,00% 0,36=0,05° 0,00+0,00% 0,32+0,07°
9c,11t-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00° 0,74=0,10° 0,89+0,11°
10t,12¢c-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00? 0,55=0,06° 0,42+0,11°
Relacion: trieno/tetraeno 0,00+0,00? 0,04+0,00° 0,000,002 0,04+0,01°
Higado
9c,12c-18:2 21,19+0,632 5,13+0,20% 15,78+1,27° 7,40+0,52¢
9c,12¢,15¢-18:3 0,29+0,03% 0,070,030 0,15+0,02% 0,07+0,01¢
5¢,8c,11c-20:3 0,00+0,00% 0,27+0,04° 0,00+0,00% 0,22+0,03°
9c,11t-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00° 0,86=0,13° 0,89+0,07°
10t,12¢c-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00? 0,33%0,04° 0,23+0,03°
Relacion: trieno/tetraeno 0,000,002 0,03+0,00° 0,00+0,00% 0,03+0,00°
Tejido adiposo
9c,12c-18:2 34,30+1,00% 1,86+0,08 28,92+1,97¢ 2,52+0,42¢
9c,12¢,15¢-18:3 0,67+0,05% 0,00=0,00° 0,48+0,06° 0,00=0,00°
9c,11t-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00% 2,71+0,09° 2,39+0,10¢
10t,12¢c-CLA 0,00+0,00% 0,00+0,00° 1,23+0,07° 0,61+0,05¢
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SAGE DAGE SAGE+CLA DAGE+CLA
Cerebro

9c,12¢c-18:2 1,04+0,262 0,86+0,28% 0,95+0,12% 0,46+0,06°
9c,12¢,15¢-18:3 0,01=0,01 0,02=0,01 0,03=0,01 0,02+0,01
5¢,8¢,11¢c-20:3 0,00+0,00° 0,40+0,02° 0,00+0,00° 0,28+0,03°
9c,11t-CLA 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
10t,12¢c-CLA 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Relacién: trieno/tetraeno 0,00+0,00° 0,03+0,01° 0,00+£0,00° 0,02+0,01°

Los resultados son presentados como el promedio = SEM, n = 6 por grupo. El andlisis estadistico se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido del test de Scheffé. Los valores en la misma fila con diferentes supra-indices son

significativamente diferentes (p<0,05).

Los CLA dietarios fueron incorporados en
el suero, higado y tejido adiposo, mientras
que el cerebro se mostrd6 completamente
resistente a la incorporacion de los isdmeros
presentes en la dieta. Pese a que la suple-
mentacién con CLA, aporta cantidades equi-
moleculares de los isémeros 9c,11t-CLA y
10t,12c—CLA, el grado de retencién tisular
del primero fue superior que el del isémero
10t,12c—CLA. Por otra parte, la deficiencia de
AGE, no afecto6 la incorporacion de los is6-
meros, excepto en tejido adiposo, donde los
niveles de 9¢,11t-CLA y 10t,12¢c—-CLA se vie-
ron reducidos en el grupo DAGE+CLA.

* Niveles y regulacién de TG séricos y
tisulares

Como puede observarse en la Tabla 5,
los niveles de TG séricos fueron reduci-
dos por la deficiencia de AGE, siendo ésta
reduccidn méas acentuada en presencia de
isbmeros CLA. En higado, la deficiencia de
AGE, redujo los niveles de TG, pero fueron
normalizados cuando se adicionaron los

CLA. Los CLA, per se no modificaron los
niveles de TG séricos ni hepaticos en ani-
males con adecuacién de AGE, no obs-
tante en deficiencia de AGE los CLA redu-
jeron los niveles séricos e incrementaron los
hepaticos de TG. El contenido de TG mus-
cular no fue afectado por la deficiencia de
AGE, ni por los CLA, no obstante los nive-
les de TG en el grupo DAGE+CLA fue signi-
ficativamente menor al grupo SAGE+CLA.
La VSTG aumentd significativamente por
efecto de la deficiencia de AGE, y este
aumento, se normalizd por la adicion de
CLA. Los CLA en SAGE no modificaron
dicha VSTG. La actividad de la enzima LPL
en TAE, expresada por tejido total, fue incre-
mentada significativamente por la deficien-
cia de AGE y por la suplementacion con
CLA, y el efecto fue aditivo por accion con-
junta de ambas variables. La actividad de
la LPL en musculo gastrocnemio no se vio
modificada por la deficiencia de AGE ni por
la suplementacién con CLA.
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Tabla 5. Efecto de la deficiencia de AGE y de los CLA sobre los niveles de TG y su regulacion.

SAGE DAGE SAGE+CLA DAGE+CLA

Niveles de TG
Suero (g/l) 1,27+0,172 0,82+0,06° 1,21+0,09? 0,58+0,03°
Higado (umol/g) 19,85+1,06% 14,12+1,68° 23,04+1,72° 19,82+1,565%
Musculo (umol/g) 4,63=0,44% 3,640,322 5,84+0,27° 3,65+0,23?

VSTG (nmol/min.100g)

160,78+4,83*

240,54+11,06°

155,62+6,18°

169,55+10,07%

Act. LPLenTA

0,53+0,09°

1,73+0,09

1,44=x0,12°

3,04=0,10¢

(nmol fluores/min/tej total)

Act. LPL en musculo
o 3,56+0,39
(nmol fluores/min/tej total)

3,99+0,51

4,30+0,39 4,20+0,17

Los resultados son presentados como el promedio = SEM, n = 6 por grupo. El andlisis estadistico se realizd
mediante un 2x2 ANOVA seguido del test de Scheffé. Los valores en la misma fila con diferentes supra-indices son

significativamente diferentes (p<0,05).

Discusioén

La deficiencia de AGE o desequilibrios en
la ingesta de los mismos estan asociados a
profundas alteraciones metabdlicas (1-3).
Dado que deficiencias moderadas o margi-
nales sin manifestaciones clinicas son facti-
bles de ser encontradas en nuestra pobla-
cion, en el presente trabajo se empled una
deficiencia marginal de AGE, antes de que
las manifestaciones de la deficiencia se evi-
dencien. Nuestro estudio muestra que, si
bien los CLA pueden actuar como sustratos
alternativos o competir en las vias de meta-
bolizacién con los AGE, la suplementacion
con estos isémeros en animales con defi-
ciencia marginal de AGE tuvo diferente res-
puesta dependiendo del tejido considerado,
pero notoriamente produjo alteraciones nutri-
cionales y en el metabolismo lipidico.

En nuestro modelo experimental con
ratas, la méaxima retencion de CLA fue
observada en tejido adiposo, seguido de
higado y suero, sin ser afectada por la defi-
ciencia de AGE. La elevada retencion de
CLA en el tejido adiposo y su alta correla-

cién con la ingesta de ciertos acidos gra-
sos, como los AGPI e isémeros de AG (32),
ha permitido que los niveles de estos AG
en tejido adiposo, sean empleados como
biomarcadores de consumo. En cerebro,
no fueron detectados los isémeros, confir-
mando la alta resistencia y selectividad de
este tejido reportada por Shelton (33). Asi,
estos resultados en su conjunto, confir-
man la incorporacion preferencial de CLA
en los tejidos ricos en lipidos neutros (34).
La mayor retencion del 9¢,11t-CLA que la
del 10t,12c-CLA, estd en concordancia
con la propuesta de Banni (35) quien con-
cluyd que diferencias en la B—oxidacion
peroxisomal entre 9c,11t-CLA y 10t,12c—
CLA podrian ser responsables, al menos en
parte, de las diferencias observadas entre
estos dos isémeros en algunos sistemas
bioldgicos. Ademas, dado que deficiencias
en AGE conducen a una mayor p—oxidacion
de AG (36), los niveles de ambos isomeros
fueron menores en los animales del grupo
DAGE+CLA que en los del SAGE+CLA.
Esta razén, asociada a la diferencial B—oxi-
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dacion de los isémeros podria justificar
la acentuada reduccion de los niveles del
10t,12c—-CLA en el grupo DAGE+CLA.

Los niveles de AL, ALAy 5¢,8¢,11¢c-20:3,
como asi también la relacion trieno/tetraeno,
indicadores de deficiencia de AGE, se
modificaron en diferente manera, en fun-
cién de la dieta recibida, del tejido y del AG
considerado. Especificamente, los niveles
de AL fueron marcadamente reducidos en
tejido adiposo, higado y suero por la defi-
ciencia en AGE, no mostrando influencia
a nivel de cerebro. La suplementacion con
CLA solo redujo los niveles de AL en higado
de animales con suficiencia en AGE, los
cuales podrian estar asociados a una susti-
tucion del AL por los CLA 'y a una incremen-
tada B-oxidacion, como fuera demostrado
en ratones (37,38), pero no por algunos
autores en ratas (39). Es dable mencionar,
que la velocidad de oxidacion de AG hepé-
tica es mayor conforme incrementa la insa-
turacion de los AG (40); asi un incremento
en la B-oxidaciéon mitocondrial y peroxiso-
mal inducida por los CLA podrfa conducir a
un descenso diferencial de los AGE. Noto-
riamente, los CLA en animales deficientes
en AGE mostraron un efecto dual. Si bien,
atenuaron la deficiencia de AL en suero,
condujeron a una notoria disminucién de
sus niveles en cerebro. En forma seme-
jante a lo reportado en ratones por Har-
grave (41), a nivel hepatico y en tejido adi-
poso, los CLA no modificaron los reducidos
niveles de AL generados por la deficiencia
de AGE. Tal como se podia esperar, la defi-
ciencia de AGE y los CLA en suficiencia de
AGE redujeron los niveles de ALA en higado
y tejido adiposo, mientras que en suero y
cerebro no se observaron cambios por nin-
gun tipo de tratamiento. Como fuera suge-
rido para el AL, los CLA en higado y tejido

adiposo podrian estar sustituyendo al ALA,
como asimismo incrementar la B-oxida-
cién, efecto que no ha sido observado en
suero y cerebro. Una respuesta diferente
del AL y ALA ha sido observada cuando los
animales presentaron deficiencia de AGE
suplementada con CLA en suero y cerebro,
mostrando el ALA una mayor resistencia a
cambios composicionales. Como ha sido
observado por otros autores (42), nuestros
resultados hacen sugerir que en respuesta
a la deficiencia marginal de AGE (menos
del 2 % de energia como AL), la biosinte-
sis de AGPI de cadena larga fue exacer-
bada, conduciendo asi a un incremento
en la formacién del acido 5c¢,8c,11¢c-20:3
y como consecuencia de la relacion trieno/
tetraeno. Ambos indicadores de deficien-
cia de AGE, presentan niveles equivalen-
tes en suero e higado en los grupos defi-
cientes de AGE independientemente de
la suplementacion con CLA; no obstante,
el acido 5¢,8c,11¢-20:3 no ha sido detec-
tado en tejido adiposo. Si bien es cono-
cido que el tejido adiposo puede sinte-
tizar el 5¢,8¢c,11c-20:3 (43), es probable
que la ausencia de dicho AG sea debida a
que, bajo niveles marginales de AL en cir-
culacién, una liberacion de AGPI desde el
tejido adiposo (44) hacia circulacion tienda
a compensar el déficit. Es importante con-
siderar que, si bien el 5¢,8¢c,11¢c-20:3 no es
un sustrato para la formacién de eicosanoi-
des, el mismo puede ser liberado a circu-
lacion para suplir a los AGPI de las fami-
lias n—6 y n-3 en las membranas bioldgicas
(44). Un efecto diferente a los anteriormente
descriptos ha sido observado en cerebro,
donde los AGPI provienen preferentemente
de una captacion de AG desde circulacion
(45), dado que la biosintesis de AGPI de
cadena larga a partir de sus precursores no
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es cuantitativamente muy importante. Asi,
ante la deficiencia de AGE, podemos inter-
pretar que el cerebro incorpora desde la cir-
culaciéon al 5¢,8c,11¢-20:3 para funciones
estructurales de membranas. Asimismo,
podriamos postular que en cerebros de ani-
males con deficiencia en AGE suplementa-
dos con CLA, la incorporaciéon de metaboli-
tos de los mismos isébmeros compitan con
la incorporacion del 5¢,8c,11¢c-20:3, con-
duciendo a menores niveles de dicho AG
que en cerebros de animales que no fueron
suplementados con CLA. Ademas, los cam-
bios observados a nivel de cerebro no des-
cartan la posibilidad que otras hipdtesis se
puedan presentar, por ejemplo, un recam-
bio diferencial de los AG en los lipidos tisu-
lares también podria estar involucrado (46).

Estos cambios que, en diferente grado se
produjeron en la composicion de AG de los
lipidos circulantes vy tisulares, fueron acom-
pafados con mecanismos compensatorios
y modificaciones nutricionales y metabdli-
cas. Asi, es probable que en los animales
con dieta DAGE y DAGE+CLA, el descenso
de la excrecion de grasa fecal, y en conse-
cuencia la mayor absorcion de AG, sea una
respuesta tendiente a incorporar mas AGE.
Esta propuesta no excluye que la mayor
absorcion intestinal sea también debida a
la diferencial velocidad de absorcién de los
AG constitutivos de las dietas (47). No obs-
tante, en todas las dietas la absorcion apa-
rente fue muy elevada y la diferencia entre
los grupos no condujo a modificaciones en
el peso corporal de los diferentes anima-
les. Otros autores (48,49) reportaron que
los animales con dietas DAGE presentaron
una menor absorcion de grasa, y conse-
cuentemente una menor ganancia de peso
corporal. Es probable que las diferencias
sean atribuidas a los disefios experimenta-

les, dado que en nuestro modelo las ratas
fueron sometidas a una deficiencia margi-
nal de AGE y no a una profunda deficiencia
como en otros trabajos.

Hallazgos de distintos investigado-
res, incluyendo resultados nuestros, han
demostrado que el ratén (50-51), pero no
la rata (39,52), es muy sensible a variacio-
nes en el peso, como también en la masa
grasa y magra corporal. Es notorio que en
el presente trabajo, ni la suplementacion
con CLA, ni la deficiencia de AGE, modi-
ficaron estos parédmetros, pero la suple-
mentacion con CLA en los animales con
deficiencia en AGE condujo a ciertas alte-
raciones observadas en modelos mas sen-
sibles como las descriptas en el raton,
incluyendo reduccion del tejido adiposo e
incremento del peso hepatico. En este sen-
tido, la disminucién del peso de los pani-
culos adiposos epididimales y retroperito-
neales observada por la suplementacion
con CLA en deficiencia de AGE, probable-
mente responda a un aumento en la velo-
cidad de oxidacion de AG en este tejido
inducido conjuntamente por la presencia
de CLA vy la deficiencia de AGE, como tam-
bién ocurre en otros modelos experimenta-
les (41,53), y/o a una incrementada lipdlisis
de TG, como sugiere Ippagunta (54). Estos
hallazgos estan de acuerdo a los cambios
mencionados anteriormente en los niveles
de AL y ALA en tejido adiposo, y también es
claramente soportado por una mayor —oxi-
dacién descripta por otros autores en tejido
adiposo de ratones (10,37), siendo contro-
vertido en ratas (39,52). La marcada reduc-
cién del tejido adiposo pareciera estimular
una mayor captacion de AG por el mismo, y
esto se refleja por la incrementada actividad
de la enzima LPL observada en el TAE, que
no alcanza a contrarrestar la elevada p—oxi-
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dacién y probablemente la mayor lipdlisis.
Podemos asi proponer que esta mayor acti-
vidad LPL, importante en la captacion de
AG por el adipocito, pero asimismo clave
en la remocion de TG circulantes, podria
ser al mismo tiempo un factor determinante
de la reduccioén de los niveles de TG obser-
vada en plasma. Es de destacar que hemos
encontrado en similitud a otros autores que,
tanto la deficiencia de AGE como la suple-
mentacion con CLA, aumentaron la activi-
dad LPL en tejido adiposo (55) y este efecto
se potencié con la conjuncidon de ambos
tratamientos. En cambio, otros autores bajo
diferentes condiciones en adipocitos ais-
lados (56,57) y en tejido adiposo (58), han
encontrado que la actividad de la enzima
LPL se encuentra disminuida por la accién
de los CLA. Relacionado a dicha actividad,
en tejido adiposo bajo diferentes modelos
experimentales, se han encontrado distintas
respuestas sobre los TG circulantes (58,59).
No obstante, en la mayoria de los estudios
en ratas normales, los CLA tienen muy poco
efecto sobre los mismos; y es notorio como
en el presente trabajo, la conjuncion de la
deficiencia de AGE con la suplementacion
con CLA tuvieron un efecto aditivo sobre la
actividad LPL en tejido adiposo, sin cam-
bios en la actividad LPL de musculo, con-
duciendo a una profundizaciéon de la reduc-
cién de los TG circulantes.

Otro hallazgo interesante de puntualizar,
es el incremento en el peso del higado, sin
formacién de higado graso, comprobado en
las ratas con deficiencia marginal de AGE
suplementadas con CLA. Esta observacion,
en ratas alimentadas con CLA a niveles sufi-
cientes de AGE, no ha sido hallada en la
presente experiencia pero ha sido comun-
mente encontrada en ratones (15), indepen-
dientemente de la ingesta de AGE. No dis-

ponemos de evidencias experimentales que
justifiquen el incremento del peso hepético,
pero si, es dable postular que algunas alte-
raciones observadas en el sindrome lipodis-
tréfico inducido por el 10t,12c-CLA en rato-
nes, se produzcan en la rata en forma méas
atenuada, cuando se conjugan los efec-
tos de ingesta de CLA con déficit marginal
de AGE. Asi, en caso de compartir meca-
nismos metabolicos, en la rata se deberia
observar una elevacion de los niveles de
insulina como se aprecia en el ratén alimen-
tado con CLA, para de este modo promover
la sintesis proteica conduciendo al incre-
mento del peso hepéatico. Esto no deja de
ser una hipétesis que requiere mayor grado
de investigacion para asi establecer una
similitud metabdlica entre los efectos de
los CLA en ratones normales y en ratas con
deficiencia marginal de AGE. No obstante,
también es importante considerar que en
los ratones, la esteatosis hepética indu-
cida por los CLA esta estrechamente rela-
cionada a la hiperinsulinemia, y en nuestro
modelo no hemos encontrado una acumu-
lacién de lipidos en higado. La ausencia
de dicha alteraciéon podria deberse, entre
otras causas, a que la disminucion de los
TG hepéticos inducida por la deficiencia
de AG compensa el incremento de lipidos
inducido por los CLA. Estas variaciones en
los niveles de TG hepéticos se correlacio-
naron inversamente con los cambios en la
velocidad de secrecion de TG observados
en nuestras experiencias.

En numerosos estudios se ha encontrado
que las ratas son mas resistentes a la accion
de los CLA sobre el metabolismo lipidico que
otras especies,, como el ratdn. Alteracio-
nes semejantes a las observadas en ratones
han sido reportadas por nuestro grupo (50)
en ratas cuando los animales presentaban
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desnutricion calérico—proteica, y por Sugano
(60) en ratas bajo condiciones de estimulada
B-oxidacion en tejido adiposo.

Conclusiones

Los CLA presentaron una capacidad
diferencial de incorporacion a distintos teji-
dos de rata, mostrando una alta retencion
en tejido adiposo y una resistencia a la
incorporacion en el cerebro.

No se puede concluir que los CLA ate-
ndan la deficiencia de AGE, dado que la
suplementacion de CLA a ratas alimentadas
con dietas deficientes en AGE no modificd
en el mismo sentido todos los marcado-
res plasméaticos y tisulares empleados para
evaluar dicho déficit.

En animales alimentados con dietas sufi-
cientes en AGE, los CLA se incorporan en
los tejidos, sin causar cambios significati-
vos en los parametros evaluados.

Si bien puede considerarse que la reduc-
cion de TG circulantes y la disminucion del
tejido adiposo producida por los CLA en
animales alimentados con dietas deficien-
tes en AGE podrian ser efectos deseables,
es posible que la continuacion en el tiempo
de este estado nutricional conduzca a pro-
fundas alteraciones, generalmente obser-
vadas en la lipodistrofia presente en otros
modelos experimentales.

Dado que la deficiencia marginal de
AGE es ocasionalmente observada en la
poblacién y puede ser desconocida por
el individuo, mas estudios deben ser rea-
lizados para dilucidar el efecto especifico
que poseen los CLA de origen comercial
bajo situaciones nutricionales que puedan
potenciar ciertas alteraciones metabdlicas.
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