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RESUMEN: El objetivo de este trabajo fue
estudiar en animales alimentados con
dieta rica en sacarosa (DRS) durante 8
meses: i) a nivel hepético algunas enzimas
involucradas en la lipogénesis y oxidacion
de acidos grasos; ii) analizar el efecto de
los n-3 PUFAs sobre los parametros antes
mencionados. Los resultados obtenidos
muestran que la sustitucion de la fuente
grasa dietaria (aceite de maiz (AM) por
aceite de higado de bacalao (AHB)),
durante los Ultimos 2 meses con DRS,
normaliza la dislipemia, la secrecién de
VLDL:Tg, su remocion plasmaticay la
homeostasis de la glucosa, sin modificar la
insulinemia. Las enzimas relacionadas con
la lipogénesis “de novo” disminuyen hasta
alcanzar valores semejantes a las ratas
alimentadas con dieta control. La oxidacion
de acidos grasos hepéaticos se incrementan
(actividades mayores CPT-1y FAQ). Estos
resultados indican un destino preferencial

de los acidos grasos hacia la via oxidativa
en presencia de AHB dietario.
PALABRAS CLAVE: Dislipemia, higado, n-3 PUFAs.

SUMMARY: Effects of marine n-3 pufas over
some liver key enzymes involved in the lipid
metabolism in dyslipemic rats.

The aim of this work are twofold: i) To

study some liver enzymes involved in the
lypogenesis and oxidation of fatty acids;
and ii) To analyze the effects of n-3 PUFAs
over those parameters, in rats fed a
sucrose-rich diet (SRD) during 8 months.
The results show that the substitution of the
source of fat in the diet (corn oil (CO) by
cod liver oil (CLO)) during the last 2 months
on the SRD diet normalizes dyslipemia,
VLDL-Tg secretion rate and its plasmatic
removal, and glucose homeostasis, with
no changes in plasmatic insulin levels. The
enzymes involved in “de novo” lipogenesis
return to control values. The hepatic fatty
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acids oxidation is elevated (greater CPT-
1 and FAO activities are observed). These
results indicate a preferential destiny of fatty

FABICIB « 2008 * 12

acids to the oxidative way in the presence
of dietary CLO.
KEYWORDS: Dyslipemia, liver, n-3 PUFAs.

Introduccién

El Sindrome Metabdlico o tambiéen llama-
do Sindrome “X” representa en la actualidad
un problema aun no resuelto desde el punto
de vista de su patogenicidad y consecuen-
temente para su prevencion y/o tratamiento
(1). Tanto factores genéticos como ambien-
tales (tales como nutricién, estilo de vida,
etc.) contribuyen al desarrollo del mismo, el
cual prevalece en la poblacion mundial y se
refiere a la simultanea presencia de anoma-
lias crénicas que incluyen: insulino resisten-
cia, dislipemia, hipertension, obesidad, into-
lerancia a la glucosa y diabetes mellitus tipo
2. Todos estos representan factores de ries-
go de enfermedades cardiovascular (2).

A nivel experimental es posible indu-
cir un estado metabdlico similar mediante
la administracion crénica de una dieta rica
en hidratos de carbono (sacarosa, fructo-
sa). Estudios de nuestro grupo y otros in-
vestigadores demostraron que ratas Wistar
normales alimentadas con una dieta rica en
sacarosa (DRS) durante 3 a 5 semanas de-
sarrollan dislipemia (incremento de triglice-
ridos (Tg) y acidos grasos no esterificados
plasmaticos (AGNE), anormal homeosta-
sis a la glucosa, hiperinsulinemia y alterada
sensibilidad insulinica en el tejido hepatico
y periféricos (3, 4, 5, 6, 7, 8). La magnitud
de los cambios enddcrino-metabdlicos in-
ducidos por la ingesta de una dieta rica en
sacarosa, depende de la cronicidad de la
dieta. Al respecto trabajos previos de nues-
tro grupo demostraron que, en presencia
de dislipemia, el perfil metabdlico y hormo-
nal de este modelo experimental evoluciona

desde normoglucemia e hiperinsulinemia
(8-5 semanas) a una moderada hipergluce-
mia y normoinsulinemia (13-40 semanas).
La insensibilidad insulinica periférica global
se encuentra reducida a las 3-5 semanas
y continla deteriorandose ain mas con la
cronicidad de la dieta (13-40 semanas) (9).

Diferentes estudios demostraron que la
DRS, administrada por un corto periodo de
tiempo, incrementa la actividad de enzimas
claves en la lipogénesis hepatica (sinta-
sa de acidos grasos (FAS), acetil-CoA car-
boxilasa (ACC), enzima mélica (ME), glu-
cosa-6-fosfato-dehidrogenasa  (G-6-PDH))
(10, 11, 12), conduciendo a un incremento
del contenido de Tg hepéticos y a una ma-
yor secrecion de lipoproteina de muy baja
densidad-Tg (VLDL-Tg). También, Miyazaki y
col. (13) observaron en ratones alimentados
con 60% de fructosa durante 7 dias una in-
duccién de la expresion génica de las enzi-
mas FAS, ACC y estearoil-CoA desaturasa
(SCD). Algunos trabajos a nivel experimen-
tal se han focalizado en estudios de mejo-
ramiento y/o reversion de estas anormali-
dades, utilizando cambios nutricionales y/o
farmacoldgicos (tipo de grasa dietaria, su
porcentaje de hidratos de carbono simples,
drogas hipolipemiantes, etc.).

Los acidos grasos n-3 de origen marino
eicosapentaenoico (EPA 20:5, n-3) y doco-
sahexaenoico (DHA 22:6, n-3) ademas de
ser componentes vitales de los fosfolipidos
de las membranas celulares y asf optimizar
el funcionamiento de los tejidos (14), pue-
den mejorar la degeneracion vascular ate-
rosclerética (15), enfermedades coronarias,
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dislipemia, intolerancia a la glucosa, diabe-
tes mellitus tipo 2, resistencia insulinica, hi-
pertension, etc. (16, 17), todos involucrados
en el sindrome metabdlico. En animales de
experimentacién ejercen un efecto hipoli-
pemiante descendiendo los niveles de Tg y
VLDL-Tg plasmaticos. Numerosos estudios
empleando modelos experimentales, obser-
van que el efecto hipolipemiante de los n-
3 PUFAs se deberia a: 1) su capacidad de
actuar como ligandos naturales de recepto-
res-o. activadores de la proliferacion peroxi-
somal (PPARa) favoreciendo la oxidacion
de acidos grasos y/o 2) la disminucion de la
abundancia nuclear y expresion de la pro-
tefna-1 que une elementos reguladores de
esteroides (SREBP-1), que regula enzimas
involucradas en la lipogénesis “de novo”
hepatica (18; 19; 20).

En este contexto y por lo anteriormente
expuesto, el propdsito del presente traba-
jo fue estudiar en ratas alimentadas croni-
camente con DRS (8 meses) - en las cua-
les se encuentra presente una dislipemia e
insulino resistencia estables -: 1- algunos
mecanismos que analicen el destino pre-
ferencial (reserva, secretorio, versus oxida-
cién) de la mayor disponibilidad de AGNE
plasméaticos y su relacién con la resistencia
insulinica. Para tal fin se estudiaron: a) En-
zimas hepaticas claves involucradas en la
oxidacion de acidos grasos (carnitina pal-
mitoil transferasa-1 (CPT-1) y oxidasa de
acidos grasos (FAQ)) y en la lipogénesis
hepética (FAS, ME y G-6-PDH; b) Velocidad
de secrecion hepatica de VLDL-Tg y de re-
mocion plasmatica de Tg; 2- Evaluar el po-
sible efecto beneficioso de la sustitucion
parcial e isocaldrica del tipo de grasa dieta-
ria (AM por AHB) sobre los pardmetros an-
tes mencionados.
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Materiales y métodos

Animales y dietas

Se utilizaron ratas machos de la cepa
Wistar provenientes de la Comisién Nacio-
nal de Energia Atémica (CNEA), Buenos Ai-
res, Argentina, con un peso inicial de 180-
200g. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones de temperatura (22 = 1 °C) y
humedad controladas, con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas (7-19 h) y tuvieron li-
bre acceso al agua y a una dieta estandar
comercial de laboratorio (Ralston Purina,
St. Louis, MO, USA). Luego de una sema-
na de aclimatacion, las ratas fueron dividi-
das al azar en dos grupos. El grupo expe-
rimental recibié una dieta rica en sacarosa
(fuente de hidratos de carbono: sacarosa
62,5 %p/p) (DRS) durante 6 meses, finaliza-
do este periodo los animales se subdividie-
ron en forma aleatoria en dos subgrupos. El
primer subgrupo continud con la DRS has-
ta completar los 8 meses de ingesta. El se-
gundo subgrupo recibié a partir del sexto y
hasta el octavo mes una DRS en donde la
fuente grasa (aceite de maiz 8 %p/p) fue re-
emplazada por aceite de higado de bacalao
(AHB) (7 %p/p) y adicionado de aceite de
maiz (1 %p/p) (DRS+AHB). EI grupo con-
trol recibié una dieta control (fuente de hi-
drato de carbono: almidén 62,5 %p/p) (DC)
a lo largo de toda la experiencia. La Tabla 1
muestra la composicion de las dietas cuyos
componentes se basan en las recomen-
daciones del Comité ad hoc del “American
Institute of Nutrition” (21). Las dietas fueron
preparadas semanalmente y mantenidas a
4 °C hasta el momento del consumo. To-
das proveen aproximadamente 16,05 kJ/g
de comida y se administraron ad libitum. La
mezcla base se almacend también a 4 °C
hasta la preparacion de las dietas. Los acei-
tes fueron conservados a 4 °C bajo atmds-
fera de N, y se adicionaron a las dietas dia-
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Tabla 1: Composicién de las dietas experimentales’.

Componentes DC DRS DRS + AHB
g/100 g
Caselina libre de vitaminas 17,0 17,0 17,0
Almiddn de maiz 62,5 - -
Sacarosa - 62,5 62,5
Aceite de maiz 8,0 8,0 1,0
Aceite higado de bacalao - - 7,0
Celulosa 7,5 7,5 7,5
Mezcla de sales? 3,5 3,5 3,5
Mezcla de vitaminas?® 1,0 1,0 1,0
Cloruro de colina 0,2 0,2 0,2
Metionina 0,3 0,3 0,3

1. Las dietas se basan en la dieta AIN-93M.

2. Mezcla de sales AIN-93M-MX (g/kg de dieta): carbonato de calcio, 357; fosfato monobasico de

potasio, 250; cloruro de sodio, 74; sulfato de potasio, 46,6; citrato de potasio monohidratado, 28;

oxido de magnesio, 24; citrato férrico, 6,06; carbonato de zinc, 1,65; carbonato de manganeso, 0,63;
carbonato cuprico, 0,30; yodato de potasio, 0,01; selenato de sodio, 0,01025; molibdato de amonio,

0,00795; cromato de potasio, 0,275.

3. Mezcla de vitaminas AIN-93-VX (g/kg de dieta): vitamina A (500.000 Ul/g) 0,8; vitamina D3 (400.000
Ul/g) 2,75; vitamina E (500 Ul/g) 15; vitamina K, 0,075; biotina, 0,020; vitamina B12, 2500; acido félico,
0,200; niacina, 3; pantotenato de calcio, 1,6; piridoxina HCI, 0,7; rivoflavina, 0,6; tiamina HCI, 0,6.

riamente. La composicion de acidos grasos
de los aceites fue analizada por cromato-
grafla como se describié previamente (17).
El peso de cada animal fue registrado dos
veces por semana durante el transcurso de
la experiencia. Se determinaron las ingestas
energéticas y las ganancias de peso indivi-
duales de las ratas pertenecientes a los dis-
tintos grupos dietarios.

Finalizado los 8 meses de experimenta-
cion, se removio el alimento al finalizar el pe-
riodo de oscuridad (7 h) y los diferentes en-
sayos fueron llevados a cabo entre las 8y las
10 h, excepto que se especifique lo contrario.

Métodos analiticos
Los animales fueron anestesiados con
una inyeccion intraperitoneal de pentobarbi-

tal sddico (60 mg/kg de peso corporal). Las
muestras de sangre obtenidas de la vena
cava superior fueron inmediatamente centri-
fugadas a 4 °C. El suero obtenido fue utili-
zado inmediatamente o se conservo a -20
°C hasta su procesamiento (no méas de una
semana). Muestras de tejido hepético fue-
ron rapidamente removidas y pesadas. Los
niveles plasmaticos de Tg, AGNE y glucosa
fueron cuantificados por métodos espectro-
fotométricos comunes. La insulina plasma-
tica fue dosada mediante ensayo inmuno-
rreactivo segun se describid previamente
(22) utilizando un estandar de insulina de
rata (Novo Nordisk, Copenhague, Dinamar-
ca). Homogeneizados de tejido hepatico
congelado fueron utilizados para la determi-
nacion del contenido de Tg (21).
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Determinacion de actividades

de enzimas lipogénicas:

1. FAS: La fraccion citosélica de las
muestras de homogeneizado hepatico (en
buffer conteniendo 0,25 M de sacarosa, 1
mM de DTT y 1 mM de EDTA — pH: 7,4) fue
obtenida por centrifugacion a 100.000 xg du-
rante 1 hora a 4°C y se determind inmedia-
tamente la actividad de FAS como fue des-
cripto anteriormente por Halestrap y Denton
(23). La actividad de FAS se determind en
un espectrofotémetro a 340 nm a tempera-
tura ambiente en un buffer conteniendo: 100
mM de buffer fosfato de potasio (pH: 6,5),
0,1 mM de NADPH, 25 uM de acetil-CoA y
microlitros de muestra. La reaccién se inicia
inmediatamente del agregado de 60 uM de
malonil-CoA. Se registra la variacion de den-
sidad ¢ptica debido a la oxidacion de NA-
DPH; una unidad de actividad enzimatica
representa 1 umol de NADPH oxidado por
minuto a 37°C. La concentracion de protei-
na se determind empleando albdmina séri-
ca bovina como estandar (24). Los resulta-
dos se expresaron como mU/mg proteina.

2. ME: La actividad fue medida median-
te el método propuesto por Ochoa con una
pequefa modificacién de acuerdo a Hsu y
col. (25). Se registro6 la variacion de densi-
dad optica en un buffer de reaccion (0,4 M
trietanolamina, 0,12 M MnCl,.4H,0, 3,4 mM
de NADP*), se agregd luego de 10 minu-
tos (para estabilizar la lectura) 0,03 M de
L-malato y se leyd a intervalos de 15 se-
gundos a 340 nm en espectrofotdometro.
Una unidad de actividad enzimatica repre-
senta 1 umol de NADP* reducido por mi-
nuto a 340 nm y a 37°C. La concentracion
de proteina del extracto se determiné em-
pleando albUmina sérica bovina como es-
tandar (24). Los resultados fueron expresa-
dos como mU/mg proteina.
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3. G-6-PDH: La actividad de la enzima
G-6-PDH fue analizada como se describid
anteriormente (26), donde la velocidad de
formacién de NADPH a 340 nm, expresada
en umol/minuto, representa la actividad en-
zimética de la G-6-PDH. La concentracion
de proteina del extracto se determind em-
pleando albimina sérica bovina como es-
tandar (24). Los resultados fueron expresa-
dos como mU/mg proteina.

Determinacion de actividades

de enzimas oxidativas de acidos grasos:

1. CPT-1: La actividad de la enzima CPT-1
se determind espectrofotométricamente me-
diante la liberacion de CoA-SH del palmitoil-
CoA en homogeneizados de tejido hepatico
en presencia y ausencia de L-carnitina (27).
Brevemente, 1 gramo de tejido hepatico se
homogeneizo6 con un buffer (0,25 M sacaro-
sa, 1 mM EDTA, 0,1% etanol, 1 mg/L anti-
pain, 2 mg/L aprotinin, 1mg/L leupeptin, 0,7
mg/L pepstatin, 0,2 mM PMSF) en relacion
1:5 (p/v). Luego de centrifugaciones a 300
Xg para la separacion de detritos celulares y
a 12000 xg para el aislamiento mitocondrial,
se separd el sobrenadante y se procedié a
la determinacién de la actividad de CPT-1.
Se incubaron dos fracciones conteniendo:
800 ul de buffer Tris-HCI-DTNB (pH: 8), 75
ul  de buffer homogeneizacion (detallado
anteriormente) y 100 ul de palmitoil-CoA 0,5
mM, con 5 ul de L-carnitina y sin L-carnitina,
durante 5 minutos a 30 °C y luego se agre-
g6 la fuente de enzima. Se ley6 inmediata-
mente los incrementos de densidad Optica
en un espectrofotometro a 412 nm. La ac-
tividad enzimatica se define como nmol de
CoA-SH liberado/min/mg proteina. El conte-
nido de proteina en el extracto se determind
de acuerdo al procedimiento descripto por
Lowry y col. (24).



122

2. FAO: La actividad enzimatica de la
oxidasa de &cidos grasos (FAQ) fue medi-
da por una modificacion al procedimiento
propuesto por Vamecq (28). Brevemente,
se aislé una fraccion enriquecida con pe-
roxisomas segun Goglia y col. (29), homo-
geneizando 0,5 gramos de tejido hepatico
con cinco volimenes de un buffer frio que
contenfa 0,3 mM de sacarosa, 20 mM de
Tris-HCI pH: 7,4 y 0,5 mM de EDTA. Luego
de centrifugaciones a 3000 xg para la se-
paracién de detritos celulares y a 27000 xg
para el aislamiento peroxisomal, se resus-
pendié la fraccion en el buffer anterior y se
congeld inmediatamente hasta la determi-
nacion de la actividad. La actividad de FAO
se determind fluorométricamente median-
te la liberacion de H,0, a través de una re-
accion peroxidativa acoplada, empleando
homovanilato en presencia de horseradish
peroxidase. La mezcla de reaccion conte-
nia 80 mM de buffer glicilglicina (pH: 8,3),
5 mM de homovanilato, 0,1 g/L Brij 58, 0,1
mg de horseradish peroxidase (tipo Il), 0,02
mM de FAD, 0,1 mM de palmitoil-CoA. La
reaccion comenzo con el agregado de pal-
mitoil-CoA, a intervalos de 2 minutos co-
menzando 4 minutos luego de que la re-
accién haya sido iniciada, una alicuota se
removié y se mezclé con ml de buffer (pH
10,7) de carbonato-bicarbonato 0,5 M. La
fluorescencia producida se midié en un es-
pectrofluorémetro con una longitud de onda
de 325 nm (excitacion) y 425 nm (emision).
Ademas se realizé la correspondiente cur-
va de calibrado, con concentraciones cre-
cientes de H,0, preparada de un solucién
al 30%. La actividad de la enzima se expre-
sa como nmoles de H,0, liberados/min/mg
proteina. La concentracion de proteina se
determiné empleando albUmina sérica bo-
vina como estandar (24).
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Determinacion de la Velocidad

de secrecion de VLDL-Tg:

La velocidad de secrecion de triglicéridos
(VLDL-Tg) fue determinada en ratas con 12
h de ayuno, mediante el empleo del deter-
gente iénico Triton-X100 que bloquea la re-
mocion plasmatica de los Tg. La velocidad
de secrecion de Tg fue calculada por me-
dio del incremento lineal de los Tg vs tiem-
po siguiendo el procedimiento descripto an-
teriormente (17).

Determinacion de la Velocidad

de remocion plasmatica de Tg:

La velocidad de remocion plasmética de
Tg se determind en ratas ayunadas 12 h,
mediante inyeccién intravenosa de 0,1 ml/
100g de peso corporal de una emulsién
grasa artificial “Intralipid”. Se extrajeron
muestras de sangre inmediatamente, antes
y posterior a la administracion del Intralipid,
durante intervalos de tiempo comprendi-
dos entre 2 y 30 minutos, como lo sugie-
re la metodologia descripta por Lombardo
y col. (17). Los resultados se expresaron
como K, (% min™).

Analisis estadlistico

Los resultados se expresaron como pro-
medio = SEM. El estudio estadistico entre
grupos se realizé por analisis de varianza de
un factor y posterior test de Newman Keuls
para examinar las diferencias entre pares de
medias (30). Valores de p < 0,05 fueron con-
sideradas estadisticamente significativos.

Resultados

Incremento de peso corporal

e ingesta caldrica

A lo largo de todo el periodo experimen-
tal, el peso corporal e ingesta caldrica fue
monitoreado cuidadosamente en todos los
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grupos. Como se demostrd previamente
(22, 31) en la Tabla 2 se observa un aumen-
to significativo (p < 0,05) en el peso corpo-
ral y la ingesta calérica en los animales que
fueron alimentados con DRS durante un pe-
riodo de 8 meses en comparacién con los
animales alimentados con DC. Por otro lado
en el grupo de animales en donde se susti-
tuyé parcialmente el AM por AHB en los dos
Ultimos meses de ingesta dietaria observa-
mos una moderada reduccién en la ganan-
cia de peso comparado tanto con los ani-
males alimentados con DRS o DC.

Determinaciones plasmaticas
Al finalizar el perfodo de ingesta, los ni-
veles plasmaticos de triglicéridos, AGNE y
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glucosa de las ratas alimentadas con DRS
fueron significativamente mas altos en com-
paracion a las que recibieron DC (p < 0,05).
Mediante la sustitucién de la fuente grasa
dietaria durante los Ultimos dos meses de
ingesta (AM por AHB) se lograron normali-
zar todos los metabolitos previamente des-
criptos. La insulinemia no se modificd en
ninguno de los lotes (Tabla 3).

Contenido hepético de triglicéridos,

velocidad de secrecion de VLDL-Tg

y remocion plasmatica de Tg

Tanto la concentracion de Tg hepaticos
como la secrecion de VLDL-Tg, fueron signi-
ficativamente mas elevadas en los animales
del grupo con DRS comparado con los ali-

Tabla 2: Peso corporal, ganancia de peso e ingesta calérica de ratas alimentadas con dieta control
(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS + aceite de higado de bacalao (DRS + AHB)

Periodo de ingesta: 0 a 6 meses Periodo de ingesta: 6 a 8 meses
Dieta | Peso Peso Ingesta Dieta | Peso Peso Ganancia | Ingesta
corporal corporal caldrica corporal corporal de peso calérica
inicial final inicial final
(9) (kJ/dia) (Q) (kJ/dia)
DC 1912 + 3,4 | 4053 = 13,6° |2739 = 3,6° |DC 4053 = 13,6° | 4271 = 129° | 21,8 = 3,5% | 270,6 = 4,3°
DRS |190,7 =41 | 4539 =9.2= |3212=51% |DRS |[4555+ 13,9° |480,7 = 13,6* | 252 +2,9% | 330,56 = 12,7*
DRS +|452,1 = 12,22 | 4679 = 10,72 | 158 = 32° | 310,4 = 7,12
AHB

Los valores se expresan como promedio = SEM (n = 6). Los valores en cada columna con letras su-

praescritas diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05) cuando cada variable es compa-

rada con el test de Newman Keuls.

mentados con DC (p < 0,05). La velocidad
de remocion de Tg plasmaticos se encuen-
tra significativamente disminuida en el gru-
po de animales con DRS respecto a su con-
trol (DC) (p < 0,05). La administracion de
AHB logra normalizar todos los parametros
antes mencionados (Tabla 4).

Actividades de enzimas lipogénicas

hepaticas: ME, FAS, G-6-PDH

En la Figura 1 observamos un incremen-
to significativo (p < 0,05) en las actividades
de las enzimas lipogénicas de los animales
que recibieron DRS, en comparacion a las
ratas con DC (expresadas en mU/mg pro-
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Tabla 3: Niveles plasmaticos de Tg, AGNE, Glucosa e insulina en animales alimentados con DC,

DRS 0 DRS + AHB

Dieta Triglicéridos | AGNE Glucosa Insulina
(mM) (mM) (mM) (PM)

DC 0,54 =0,05° | 239 = 19° 6,59 = 0,19° 378 + 25

DRS 1,79 = 0,192 | 728 + 322 8,10 = 0,16° 372 + 44

DRS + AHB 0,56 = 0,050 | 327 = 42° 6,53 = 0,23° 379 = 27

Los valores se expresan como promedio + SEM (n = 6). Los valores en cada columna con letras su-

praescritas diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05) cuando cada variable es compa-

rada con el test de Newman Keuls.

Tabla 4: Concentracion de Tg hepéticos, velocidad de secrecion de VLDL-Tg y velocidad de remo-

cién plasmatica de Tg (K2 % min-1) en animales alimentados con DC, DRS o DRS + AHB

Dieta Tg hepéatico VLDL-Tg K2 % min-1
(umol/g tejido himedo) | (nmol/100g/min)

DC 13,82 = 0,98° 161,56 = 3,0° 10,4 = 0,72

DRS 23,10 = 1,502 1946 = 8,52 4,8 +0,5°

DRS + AHB 13,88 + 1,47° 120,3 + 9,5 89 +0,3

Los valores se expresan como promedio + SEM (n = 6). Los valores en cada columna con letras su-

praescritas diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05) cuando cada variable es compa-

rada con el test de Newman Keuls.

tefna). Al reemplazar la fuente de grasa die-
taria (AM por AHB), todas estas enzimas lo-
graron alcanzar valores similares a las ratas
alimentadas con DC. EI mismo comporta-
miento puede observarse cuando las ac-
tividades se expresan por érgano total o
por 100 gramos de rata (mU/érgano total 6
mU/100 g rata — datos no mostrados).

Actividades de enzimas hepaéticas

involucradas en la oxidacion

de acidos grasos: FAO, CPT-1

En la Figura 2 se observa una disminu-
cién significativa en la actividad enzimatica

de CPT-1 (expresada como mU/mg protei-
na) en las ratas con DRS (p < 0,05) respec-
to de los animales alimentados con DC. Por
el contrario la actividad enzimatica de FAO
no se modificod. Al sustituir el AM por AHB,
las actividades de FAO y CPT-1 incrementa-
ron (p < 0,05), alcanzando valores estadis-
ticamente significativos con respecto a los
animales alimentados con DRS y con DC. El
mismo patrén de comportamiento enzimati-
€O se observa cuando se afecta por el peso
del érgano total o expresados por 100 gra-
mos de rata (mU/érgano total 6 mU/100 g
rata — datos no mostrados).
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Discusién

Este trabajo analiza el efecto de los aci-
dos grasos n-3 sobre algunos aspectos del
metabolismo lipidico en el tejido hepético
de ratas dislipémicas insulino-resistentes
alimentadas con DRS a largo plazo. Los re-
sultados obtenidos sefalan: a) incremento
en las actividades de enzimas lipogénicas;
b) disminucién de la oxidaciéon mitocondrial
de é&cidos grasos; c¢) incremento de los Tg,
acompafado de una mayor secrecion de
VLDL-Tg y una menor remocién plasmatica
de los mismos; d) incremento de Tg, AGNE
y glucosa plasmética sin modificacion de
la insulinemia. El cambio de &cidos grasos

o
2 -
*
1
o !
CPT-1 FAQ
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Figura 1: Actividades
* enzimas lipogénicas:
ME, FAS y G-6-PDH
Los valores se
expresan como
promedio = SEM (n =
6). * p < 0,05 DRS vs
DCy DRS + AHB.
G-6PDH
" Figura 2: Actividades
enzimas oxidativas de
acidos grasos: CPT-1
y FAO
Los valores se
expresan como
promedio = SEM (n =
6). * p < 0,05 DRS vs
DCyDRS + AHB; °p

< 0,05DRS + AHB vs
DCy DRS.

dietarios (AM por AHB) en los dos ultimos
meses de experimentacién normalizé todos
los parametros analizados.

Los niveles de AGNE plasmaticos estan
muy elevados en las ratas alimentadas por
un largo periodo de tiempo con DRS (9). La
mayor disponibilidad de AGNE plasmaticos
puede conducir a nivel hepatico, a una ma-
yor re-esterificacion a triglicéridos aumen-
tando su pool (11), asociado a una menor
oxidacion de los mismos que favoreceria la
mayor secrecion hepatica de VLDL-Tg. Por
otro lado las DRS inducen una mayor sin-
tesis de acidos grasos que también con-
tribuirfan al excesivo acumulo de Tg he-
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paticos observado en estos animales. La
hipertrigliceridemia presente en las ratas
con DRS serfa la consecuencia de una ma-
yor secrecion de VLDL-Tg y una menor re-
mocion plasméatica de Tg. Los mecanismos
involucrados en este proceso implican una
regulacion positiva de la expresion de los
factores de transcripcion SREBP-1c y ne-
gativa del PPARa. Al respecto Nagai y col.
observaron en ratas alimentadas con fruc-
tosa, un incremento de la expresion géni-
ca del SREBP-1c y una disminucién de la
expresion del PPARa, ambos factores invo-
lucrados en la regulacion de las enzimas li-
pogénicas y de la oxidaciéon de acidos gra-
sos a nivel hepético (32).

Cuando se cambio la fuente grasa die-
taria (AM por AHB), los efectos observados
fueron muy marcados. La ganancia de peso
registrado en los animales que fueron ali-
mentados con DRS + AHB fue menor que
en lote alimentado con DRS, aun cuando la
ingesta calorica fue similar. Al respecto, tra-
bajos de Jandacek y col. (33) y Jones y col.
(84) sugieren que la habilidad de los acidos
grasos n-3 de cadena larga en reducir la ga-
nancia de peso y la masa del tejido adiposo
estarfa relacionada con su mayor propen-
sién a ser oxidados. El efecto hipolipemian-
te del AHB logré normalizar los Tg hepéti-
cos, la secrecion de VLDL-Tg y su remocion
plasmatica. A nivel hepatico, el AHB norma-
lizb las actividades de las enzimas lipogé-
nicas e incremento las relacionadas con la
oxidacién grasa a nivel peroxisomal y mito-
condrial. Jump 'y col. (35) observaron en he-
patocitos aislados de ratas Sprague-Dawley
una disminucion del 50-90% en la expresion
de enzimas que codifican para la ME, FAS,
entre otras, cuando se adiciona n-3 PUFAs
a las diferentes dietas. Existen autores que
proponen dos mecanismos importantes de
los acidos grasos n-3 como son: inhibir la
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lipogénesis hepatica actuando sobre los
ARNm que codifican las enzimas involucra-
das en lipogénesis (42) e incrementar la ca-
pacidad oxidativa hepatica actuando como
ligando activadores de los PPARa. y de esta
forma inducir la transcripcion de diferentes
genes que codifican enzimas relacionadas
con la oxidacion de los acidos grasos (43).
Esta accidon conjunta, favoreceria la rever-
sion de la hipertrigliceridemia inducida por
una ingesta crénica de sacarosa en los ani-
males alimentados con AHB.

Finalmente estos resultados sugieren que
en los animales alimentados con DRS, una
mayor actividad de las enzimas relaciona-
das con la sintesis “de novo” sumada a un
posible incremento de la re-esterificacion de
AGNE -debido a su elevada disponibilidad
plasmatica-, favoreceria el incremento de Tg
hepaticos. Mediante la adicion de AHB du-
rante los 2 Ultimos meses de dieta, es posi-
ble inducir una reversion de los lipidos plas-
maticos y de la anormal homeostasis de la
glucosa en este modelo experimental de re-
sistencia insulinica y dislipemia.
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