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RESUMEN: En ratas dislipémicas e insulino
resistentes alimentadas con dieta rica en
sacarosa (DRS) analizamos el efecto de
la sustitucion del tipo de acidos grasos
dietarios sobre las alteraciones endocrinas-
metabdlicas inducidas por la dieta.

Ratas machos Wistar fueron alimentadas
durante 5 meses con dieta control (DC)

o con DRS. En la mitad del lote DRS se
sustituyd durante los dos Ultimos meses
de ingesta el aceite de maiz, rico en

acido linoleico, por aceite de soja (AS),
rico en écido a -linolénico (DRS+AS).

Al finalizar el periodo experimental los
animales del lote DRS+AS mostraron: i)
normalizacion del colesterol total y HDL-
colesterol plasmaticos; ii) mejoramiento
sin normalizacion de los triglicéridos

plasmaticos y tisulares (menor secrecion
de VLDL-Tg y mayor remocion plasmatica
de triglicéridos); iii) ningun efecto sobre

la moderada hiperglucemia y acentuada
resistencia insulinica periférica global. Se
sugiere que los efectos alcanzados se
deben principalmente a la cantidad de
acido a linolénico (ALA) y a la relacion entre
LA/ALA presente en la dieta.

PALABRAS CLAVE: dislipidemia; aceite de soja;
acido o-linolénico.

SUMMARY: Effect of dietary soybean oil

on the revertion and/or amelioration of
dyslipemia and insulin resistanace induced
by a sucrose rich diet.

We analyzed the effect of dietary fatty acid
substitution on the endocrine and metabolic
alterations induced by a sucrose-rich diet
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(SRD). Male Wistar rats were fed with a
control (CD) or SRD for 5 months. In half
of the SRD-fed rats the source of fat, comn
oil, rich in linoleic acid, was replaced by
soybean oil, rich in alpha-linolenic acid
(SRD+AS), for the last two months of
feeding. At the end of the experimental
period, the SRD+AS-fed group showed:
i) normalization of total cholesterol and
HDL cholesterol; ii) improvement in plasma
and tissue triglycerides, without reaching
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normal values (VLDL-Tg secretion was low
and fat removal was high); iii) no effect on
the moderated hyperglycemia and insulin
resistance. The amount of linolenic acid and
the relationship between linoleic/linolenic
present in the diet could be the main factors
responsible for the effect observed when
the source of fat in the diet was soybean oil.
KEYWORDS: dyslipidemia; soybean oil;
a-linolenic acid.

Introduccién

La prevalencia del Sindrome Metabdlico
(SM) ha incrementado a nivel mundial, lle-
gando en los paises Latinoamericanos, in-
cluida Argentina, a un 20% (1). La constela-
cién de factores de riesgo que definen al SM
incluyen obesidad, incremento de presion
arterial y de triglicéridos plasmaéticos, bajos
niveles de HDLcolesterol, alterada glucemia
basal en ayuno y resistencia insulinica (RI)
(2). La asociacion de tres o méas de estos
factores conducen a un aumento del riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2 y enfermeda-
des cardiovasculares (3). Los macronutrien-
tes dietarios pueden afectar individualmente
cada uno de los componentes del SM. Du-
rante las Ultimas décadas, se puso mucho
énfasis en disminuir la ingesta de grasa sa-
turada ya que ésta se asocia con obesidad
y enfermedad cardiovascular. Los hidratos
de carbono simples han reemplazado en
gran parte las grasas dietarias. Esto condu-
jo a un mayor crecimiento en las tasas de
obesidad y diabetes tipo 2 (4). Ademas de
la cantidad, el tipo de grasa dietaria parece
tener efectos diferentes en la salud. Al res-
pecto los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga (PUFAs: 20:5 n-3 EPA y 22:6
n-3 DHA) de origen marino han mostrado

mejorar diferentes aspectos del SM (5-7).
Tanto por habitos alimentarios de nuestra
sociedad como por sustentabilidad de la
fuente marina, es importante considerar la
posibilidad de contar con otras fuentes que
aporten los &cidos grasos n-3. El acido o-li-
nolénico (ALA, 18:3 n-3), es un acido graso
esencial que se encuentra presente en dis-
tintas proporciones en diferentes aceites ve-
getales tales como perrilla, colza, lino, soja.
El ALA es precursor -via elongasas y desa-
turasas- de los &cidos grasos poliinsatura-
dos EPA y DHA. Los estudios que focalizan
el efecto del ALA sobre algunos de los fac-
tores de riesgo del SM no son todos con-
sistentes y dependen tanto de las condicio-
nes experimentales, de la cantidad y tipo de
aceite utilizado y del tiempo de ingesta. Al-
gunos estudios con humanos a nivel epi-
demiolégico y experimental mostraron una
asociacion inversa entre la ingesta de ALA
y los riesgos de enfermedad cardiovascular
(8), mientras que otros estudios no lograron
encontrar tal asociacion (9).

A nivel experimental Kim y col (10) de-
mostraron en ratas normales que dietas
con un 10% de aceite de perrilla (rico en
ALA) o de aceite de pescado (rico en DHA
y EPA) disminuyen los niveles de coleste-



Bernard, M. C. y col.  Efectos del aceite de soja dietario... 23

rol y triglicéridos plasmaticos y hepaticos y
que dicha disminucion se relaciona con la
actividad de la enzima sintetasa de acidos
grasos, enzima clave en la regulacion de la
lipogénesis. Las dietas ricas en ALA supri-
men la actividad de dicha enzima (11). Ide
y col (12 ) compararon la accién de las dos
fuentes de n-3 (perrilla 0 pescado) sobre la
expresion génica de enzimas involucradas
en el metabolismo de los lipidos. Mientras
ambos aceites ejercen un efecto similar so-
bre la activacion de la oxidacién de &cidos
grasos, solo el aceite de pescado inhibe en-
zimas de la sintesis de acidos grasos. Ade-
mas Ghafoorunissa y col (13) observaron
una mayor sensibilidad insulinica periférica
cuando se suministra dietas con creciente
cantidad de aceite de lino como fuente de
ALA a ratas normales, concluyendo que la
relaciéon entre acidos grasos n-6 y n-3 es un
factor importante en dicho efecto (13).
Diferentes investigaciones incluidas las
de nuestro grupo han demostrado que ra-
tas normales alimentadas con una dieta rica
en sacarosa (DRS) por un periodo de 3-5 se-
manas desarrollan hipertrigliceridemia, ele-
vados niveles de acidos grasos libres (AGL),
hiperinsulinemia y normoglucemia con dis-
minuida accién insulinica. Cuando la dieta se
prolonga en el tiempo (15 a 40 semanas) se
presenta un milieu metabdlico-hormonal di-
ferente. La profundizacion de los desérdenes
lipidicos (mayores niveles plasmaticos de tri-
glicéridos, AGL, colesterol) se acompafnan
de moderada hiperglucemia, normoinsuline-
mia y alterada secrecién de insulina bajo el
estimulo de la glucosa en islotes pancreati-
cos aislados (14-16). Estas alteraciones se
acompanan de ligero sobrepeso, adiposi-
dad visceral y un acumulo de triglicéridos en
tejidos no adiposos (musculo esqueléticos,
corazén, higado, pancreas)(17). Todas es-
tas anomalias se asemejan en varios aspec-

tos a los observados en humanos diabéticos
tipo 2 y obesos. Mientras diferentes trabajos
(7) han mostrado que la adicién de aceite de
pescado a las DRS en el corto plazo de in-
gesta (3-5 semanas) previene el desarrollo
de la dislipemia e insensibilidad insulinica in-
ducida por la sacarosa, trabajos de Lombar-
doy col (7) y Pighiny col (17) han demostra-
do en estudios a largo plazo (15-30 semanas
con DRS) que cuando se reemplaza isocalo-
ricamente la fuente de grasa dietaria (aceite
de maiz rico en n-6 por aceite de pescado
rico en n-3 de cadena larga) durante los dos
Ultimos meses de ingesta, se mejora la dis-
lipidemia y se corrige parcialmente la resis-
tencia insulinica inducida por la sacarosa. Al
presente existen pocos trabajos que exami-
nen la eficiencia de la dieta rica en ALA en el
modelo de resistencia insulinica inducida por
DRS. Recientemente Gafforunissa y col (13)
mostraron en ratas recién destetadas que la
sustitucién de un tercio de LA por ALA duran-
te 3 meses resulta en menores niveles de li-
pidos séricos y una parcial correccion de la
resistencia insulinica inducida por sacarosa.
Por otra parte, hemos demostrado en ratas
alimentadas por 4 semanas con DRS, que la
sustitucion del aceite de maiz por aceite de
soja (con un 7% de ALA) es incapaz de pre-
venir el desarrollo de la dislipemia e insen-
sibilidad insulinica (18). Frente a estos ha-
llazgos y considerando que el consumo de
aceite de soja como otros productos ma-
nufacturados de la soja estan aumentando
considerablemente, el objetivo del presente
trabajo fue analizar en el modelo nutricional
de dislipemia y resistencia insulinica induci-
do por ingesta cronica (3-5 meses) de DRS,
si la composicién de los &cidos grasos de la
dieta pueden atenuar o revertir las alteracio-
nes endocrino metabdlicas producidas por
la DRS. Para lograr este objetivo se sustitu-
yo en los dos Ultimos meses de la ingesta el
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tipo de aceite dietario en forma isocaldrica:
aceite de maiz rico en n-6 por aceite de soja,
rico en &cido a-linolénico 18:3. Para lograr
estos objetivos se analizaron: i) niveles plas-
maticos de glucosa, insulina, AGL, triglicéri-
dos, colesterol total y HDL colesterol y con-
tenido de triglicéridos en tejidos claves a la
accion insulinica; ii) Velocidad de secrecion
“in vivo” de lipoproteinas de baja densidad
y de remocion de triglicéridos plasmaticos;
iii) determinacion de la sensibilidad insulini-
ca periférica global por medio de la clamp
euglucémica: hiperinsulinémica.

Materiales y métodos

Animales y dietas

Se utilizaron ratas machos de la cepa
Wistar provenientes de la Comision Nacional
de Energia Atémica (CNEA), Buenos Aires,
Argentina, con un peso inicial de 180-200 g.
Los animales se mantuvieron bajo condicio-
nes de temperatura (22+1 °C) y humedad

Tabla1. Composicion de las dietas experimentales
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controladas, con un ciclo luz-oscuridad de
12 horas (7:00-19:00 h) con libre acceso al
agua y a una dieta estandar comercial de
laboratorio (Ralston, Purina, St. Louis, MO,
USA). Luego de una semana de aclimata-
cion, las ratas fueron divididas al azar en
dos grupos. El grupo experimental recibio
una dieta rica en sacarosa (fuente de hidra-
tos de carbono, sacarosa 61% p/p) (DRS)
durante 3 meses. Finalizado este periodo
los animales se subdividieron en forma alea-
toria en dos subgrupos. El primer subgrupo
continué con la DRS hasta completar los 5
meses de ingesta. El segundo subgrupo re-
cibi¢ a partir del tercer mes y hasta el quinto
mes una DRS donde la fuente grasa (aceite
de maiz 10% p/p) fue reemplazado por acei-
te de soja (DRS-AS). El grupo control reci-
bid, a lo largo de toda la experiencia, una
dieta control (fuente de hidratos de carbono:
almidén 61% p/p) (DC). La Tabla 1 mues-
tra la composicion de las dietas experimen-

Las dietas se basan en la dieta AIN-93M. ' La mezcla de sales (AIN-93M-MXx); 2 Mezcla de vitaminas (AIN-93-
Vx) DC: dieta control; DRS: dieta rica en sacarosa; DRS + AS: dieta rica en sacarosa con aceite de soja.

Ingedredientes de DC DRS DRS+AS

la dieta % en calorias | % en calorias | % en peso % en calorias | % en peso % en calorias
Caselina libre de 17.0 16.9 17.0 16.9 17.0 16.9
vitaminas

Mezcla de sales' 35 3.5 35

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

Celulosa 7.0 7.0 7.0

Almidén de maiz 61.0 60.7

Sacarosa 61.0 60.7 61.0 60.7
Aceite de maiz 10.0 22.4 10.0 224

Aceite de soja 10.0 224
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tales. Todas proveen 18,82 kJ/g de dieta y
se administra “ad libitum” a los animales. La
mezcla base de cada dieta se prepard se-
manalmente y se almacend a 4°C hasta la
preparaciéon de las dietas. Los aceites fue-
ron conservados a 4°C bajo atmosfera de
N2 y se adicionaron a las dietas diariamen-
te. Mayores detalles de la preparacion vy el
manejo de las dietas fue descrito en traba-
jos previos (14,16,17). La composicién en
acidos grasos de los aceites usados en las
dietas, se describe en la Tabla 2.

La ingesta caldrica y la ganancia de pe-
sos individuales de las ratas pertenecientes
a cada grupo dietario se determiné dos ve-
ces por semana a lo largo de todo el pe-
riodo experimental. Finalizado los 5 meses
de experimentacion y excepto se indique lo
contrario, se removi6 el alimento al finalizar
el periodo de oscuridad (7:00h) y los ani-
males fueron sacrificados entre las 7:00 y
9:00 h. El protocolo experimental fue apro-

bado por el Comité de Etica y Seguridad de
Investigacion de la Facultad de Bioguimica
y Ciencias Biologicas de la Universidad Na-
cional del Litoral.

Métodos Analiticos

Los animales fueron anestesiados con
una inyeccion intraperitoneal de pentobarbi-
tal sédico (60 mg/Kg de peso corporal). Las
muestras de sangre obtenidas de la vena
cava inferior fueron inmediatamente centrifu-
gadas a 4°C. El suero obtenido fue utilizado
inmediatamente o se conservo a -20°C hasta
su procesamiento (no mas de una semana).
Los tejidos adiposos epididimal y retroperi-
toneal fueron extraidos y pesados. Muestras
de tejido hepatico y cardiaco fueron répida-
mente removidas, pesadas y congeladas
con una pinza Wollenberger, previamente en-
friada en nieve carbonica, y conservadas a la
temperatura de N, liquido hasta su procesa-
miento. Los niveles plasmaticos de triglicéri-

Tabla2. Composicién en &cidos grasos de las dietas experimentales (g/ 100 gr de &cidos grasos totales).

' Aceite Mazzola: composicion segun proveedor (aceite comercial)

2 Aceite de soja: composicion segun proveedor (MP Biomedicals, Inc, Solon, Ohio)

Acidos grasos Aceite de maiz' Aceite de soja?
16:0 10.4 13.0
18:0 2.6 4.0
18:1 32.1 20.0
18:2 (n-6) 51.5 50.3
18:3 (n-3) 0.4 7.3
Total saturados 13.4 18.8
Total monoinsaturados 33.7 22.0
Total n-6 poliinsaturados 51.6 52.4
Total n-3 poliinsaturados 0.4 7.3
Relacion P/S 3.88 3.20
Relacién n-6/n-3 129.0 71
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dos, AGL, colesterol total, HDL colesterol y
glucosa fueron cuantificados por métodos
espectrofotométricos comunes. La insulina
plasmaética se determind mediante ensayo
inmunorreactivo segin se describid previa-
mente (14) utilizando un estandar de insulina
de rata (Novo Nordisk, Copenhague, Dina-
marca). Homogeneizados de tejido hepatico
y cardiaco fueron utilizados para la determi-
nacion del contenido de TG tisular (19).

Velocidad de secrecién

de triglicéridos hepaticos

La velocidad de secrecion de triglicéri-
dos hepéticos (VSTG) se llevo a cabo de
acuerdo a la técnica descripta por Otway
y col (20) y utilizada previamente por nues-
tro grupo (21). Ratas en ayunas durante 12-
16 h, fueron anestesiadas y canuladas en
su vena yugular. Se extrajo una muestra de
sangre a tiempo cero (basal). Posteriormen-
te se inyectd via intravenosa una solucion
de Tyloxapol (Triton WR 1339) en solucién fi-
siolégica (600 mg/Kg peso corporal). Luego
de la administracion de Triton, se realizaron
extracciones de sangre de la otra vena yu-
gular a los 60, 90 y 120 minutos; las mues-
tras se conservaron a 4°C hasta finalizar la
experiencia. Se cuantificd el contenido de
triglicéridos por Kit enzimético convencio-
nal. La VSTG fue calculada a partir del in-
cremento de los triglicéridos versus el tiem-
po siguiendo el procedimiento descrito por
Lombardo y col (21).

Velocidad de remocién

de triglicéridos plasmaticos

La velocidad de remocién de triglicéridos
se determind utilizando la técnica descripta
por Lewis y col (22). Ratas en ayunas duran-
te 12-16h, fueron anestesiadas y canuladas
(vena yugular) y se extrajo una muestra de
sangre a tiempo cero (basal). Luego, a través
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de la misma canula se inyecté una solucion
de la emulsién grasa artificial Intralipid al 10%
(v/v) (dosis: 0.1 mI/100 g de peso corporal).
Utilizando la otra vena yugular, se recolecta-
ron muestras de sangre heparinizadas a los
2,4, 6,10, 15, 20 y 30 minutos posteriores a
la administracion de la emulsion grasa. Las
muestras de sangre se conservaron a 4°C
durante 2 horas aproximadamente. El sue-
ro obtenido por centrifugacion a baja velo-
cidad (aproximadamente 600 rpm) para evi-
tar la precipitacién de la particula grasa, fue
utilizado para medir la velocidad de desapa-
ricion del Intralipid en el plasma por nefelo-
metria. Los valores fueron graficados en una
escala semi-logaritmica versus el tiempo. La
constante de 1° orden K2 de eliminacion de
la particula grasa de la circulacién, se calcu-
|6 por el método de los cuadrados minimos
previamente descriptos (23).

Clamp euglucémica hiperinsulémica

Se determind la sensibilidad insulinica
periférica global utilizando la técnica de
la clamp euglucémica- hiperinsulinémica
descripta por De Fronzo y col (24) y pre-
viamente utilizada por nuestro grupo (16).
Ratas de cada grupo experimental en ayu-
nas durante 5h, fueron anestesiadas, ex-
trayéndose muestras de sangre en las
que se cuantificaron los niveles de gluco-
sa e insulina. Luego se administrd insulina
porcina neutra altamente purificada (Actra-
pid, Novo Nordisk) a velocidad constan-
te (0,8 U/Kg de peso corporal x hora) du-
rante 2 horas. La glucemia fue mantenida
en su nivel basal infundiendo una solucion
de glucosa (200 g/L) a velocidad variable.
La concentracién de glucosa en sangre se
determind en forma electrénica (Glucome-
ter Analyser, Boehringer Mannheim, India-
napolis; IN, USA) dentro de los minutos
posteriores a la extraccion de la muestra.
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Los niveles de insulina se evaluaron en ali-
cuotas de sangre (0,3 ml) obtenidas a los
60, 90 y 120 minutos. La velocidad de in-
fusion de glucosa (VIG) en el estado esta-
cionario (segunda hora de la clamp) con-
siderada como la velocidad de captacion
periférica de la glucosa, se expres6 como
mg de glucosa/(Kg x min).

Anélisis estadisticos

Los resultados se expresan como media
+ SEM. El estudio estadistico entre grupos
se realizé por analisis de varianza (ANOVA)
y posterior test de Newman Keuls, para exa-
minar las diferencias entre pares de medias
(25). Valores de p<0.05 fueron considera-
dos estadisticamente significativos.

Resultados

Peso corporal, ingesta calérica y peso

de los tejidos adiposos epididimal

y retroperitoneal.

La Tabla 3 muestra el peso corporal y la
ingesta calérica que fueron monitoreadas
cuidadosamente en todos los lotes de ani-

males a lo largo del periodo experimental.
Como se observé en trabajos anteriores, el
peso corporal y la ingesta caldrica de los
lotes DC y DRS fue semejante hasta los 3
meses de ingesta (16). Cuando la dieta fue
suministrada hasta los 5 meses, los anima-
les alimentados con sacarosa presentan
un significativo incremento tanto en el peso
corporal como en la ingesta calérica que no
se modifica independientemente del tipo de
aceite utilizado.

Al finalizar el periodo de ingesta los ani-
males alimentados con DRS, muestran un
significativo incremento en el peso del teji-
do adiposo epididimal y retroperitoneal. Esta
alteracién no se modifica si se sustituye el
aceite de maiz por aceite de soja durante
los dos Ultimos meses de ingesta. Los datos
se expresan como media= SEM (g) (n=8)
. Tejido adiposo epididimal: 6.7 = 0.36 en
DC; 10.51 = 0.45en DRSy 9.73 = 0.86 en
DRS + AS, p<0.05 DRS y DRS+AS vs DC;
Tejido adiposo retroperitoneal: 7.07+0.77
en DC; 10.6=0.28 en DRS y 9.73+0.86 en
DRS+AS, p< 0.05 DRS y DRS+AS vs DC.

Tabla 3. Peso corporal e ingesta calérica de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sa-
carosa (DRS) o dieta rica en sacarosa con aceite de soja como fuente grasa (DRS + AS).

Los valores se expresan como media = SEM. () NUmeros de animales incluidos en cada grupo ex-

perimental (ver materiales y métodos). Los valores en cada columna que no comparte la misma letra

superescrita son significativamente diferente (p<0.05) cuando se compara una variable por el test de

Newman Keuls.

Dieta Peso Corporal (g) Ingesta calérica (Kj/dia)
Inicial 3 meses 5 meses 0-3 meses 3-5 meses
DC (8) 206.2 = 12.6 | 379.0 = 135 | 400.0 +6.7°(8) | 280 + 15 279 = 120
DRS (16) | 206.1 + 3.6 386.0 = 6.3 478.7 =22.8%(8) | 283 = 12 339 + 122
DRS+AS 448.9 = 9.6% (8) 341 = 142
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Niveles de metabolitos plasmaticos

Los niveles de triglicéridos, acidos gra-
sos libres, colesterol y glucosa plasméati-
cos se incrementaron significativamen-
te en los animales alimentados con DRS
cuando se los compara a los animales de
igual sexo y edad alimentados con la DC.
Al sustituir la fuente grasa dietaria, maiz
por soja, se observé una normalizaciéon
de los niveles de colesterol y de la rela-
cién HDLcolesterol/ colesterol total (%),
que alcanzaron valores similares a los del
lote DC, y una disminucion significativa en
los niveles de triglicéridos y acidos grasos
libres plasmaticos (Tabla 4) que no alcan-
zan a normalizarse.

La moderada hiperglucemia observada
en el grupo alimentado con DRS tiende
a disminuir pero no se diferencia signifi-
cativamente en los animales alimentados
con DRS+AS. No se observaron modifi-
caciones en los niveles plasmaticos de
insulina. Los valores alcanzados fueron
semejantes en los tres lotes experimen-
tales (Tabla 4).
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Contenido y secrecion de triglicéridos

hepaticos y velocidad de remocion

fraccional de una emulsion grasa

Las ratas alimentadas con DRS durante 5
meses muestran un significativo incremen-
to en la velocidad de secrecion “in vivo” de
triglicéridos (VSTG) y una disminuida veloci-
dad fraccional de remocion de una emulsion
grasa (Intralipid) (K2%min) comparado con
los animales de igual sexo y edad alimenta-
dos con dieta control (Figura 1A'y 1B). Estos
resultados se acompanan de un significativo
incremento del contenido de triglicéridos he-
paticos y el pool de triglicéridos plasmaticos
(Figura 1C y 1D). La sustitucion en la DRS
de la fuente grasa (maiz por soja) duran-
te los dos Ultimos meses de ingesta induce
a un mejoramiento en la secrecién de trigli-
céridos hepaticos y en la remocién plasma-
tica, acompanado de una notoria reduccion
de los niveles de triglicéridos hepaticos y del
pool plasméticos de los mismos (Figura 1A,
B, C, D). Cabe destacar que ninguno de es-
tos pardmetros logra alcanzar aun los niveles
observados en los animales controles.

Tabla 4. Niveles de metabolitos plasmaéticos y de insulina en ratas alimentadas con dieta control (DC),
dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con aceite de soja como fuente grasa (DRS + AS).

Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los valores en cada columna no comparten la misma

letra superescrita son significativamente diferente (p<0.05) cuando se compara una variable por el test

de Newman Keuls.

Dieta

DC DRS DRS + AS
Triglicéridos (mM) 0.53 = 0.06° 1.80 = 0.022 0.84 + 0.13°
Acidos grasos libres (uM) | 239.0 = 21.0° 730.0 = 35.12 419.0 + 67.8
Colesterol total (mM) 2.53 = 0.18° 3.51 = 0.20° 2.44 = 0.17°
HDL- colesterol (mM) 1.45 +0.02 113 = 0.05 1.12 £0.02
HDL-colesterol (%) 57.3 =532 32.0 = 1.4° 462 = 2.77
Glucosa (mM) 6.00 = 0.08° 8.00 = 0.18° 7.42 = 0.40°
Insulina (pM) 367.0 = 28.0 315.0 £ 29.0 350.0 = 32.0
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Figura 1. Velocidad de secrecion hepética (A), remocion plasmatica (B), contenido hepatico (C) y

pool plasmatico de triglicéridos (D) en ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa

(DRS) o DRS con aceite de soja como fuente grasa (DRS + AS).

Los valores se expresan como promedio + SEM (n=6).

*p< 0.05 DRS vs DC
# p< 0.05 DRS+AS vs DC
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Clamp euglucémica hiperinsulinémica

Con el objeto de analizar el efecto de
la sustitucion del tipo de grasa de la dieta
(aceite de soja por aceite de maiz) sobre la
sensibilidad insulinica global (resistencia in-
sulinica), se realizo, al final del periodo de
ingesta, el estudio de la clamp euglucémi-
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ca hiperinsulinémica. La glucosa fue clam-
peada a 5.5 - 6.0 mM. Las concentraciones
de glucosa luego de 5 h de ayuno, previo
al inicio de la clamp, fueron los siguientes:
media = SEM (mM) (n=6) : 5.25 = 0.05 en
DC; 7.83 = 0.06 en DRS y 7.58 = 0.08 en
DRS+AS. En todos los grupos dietarios, los
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niveles de insulina fueron similares a los ob-
servados al final del periodo de oscuridad
(datos no mostrados).

La Figura 2 detalla la sensibilidad insulini-
ca periférica global como la velocidad de infu-
sién de glucosa (VIG). Como demostraramos
previamente (16) los resultados del presente
trabajo muestran que los animales alimenta-
dos con DRS durante un periodo prolonga-
do de tiempo (3- 5 meses) presentan una me-
nor sensibilidad insulinica periférica, la cual
no pudo mejorarse y/o revertirse por la susti-
tucion del tipo de grasa dietaria. No se mos-
traron diferencias en el valor del hematocrito
durante todo el periodo de la clamp (datos no
publicados) en ninguno de los lotes dietarios.

Relacién entre el contenido de triglicéri-
dos en el musculo cardiaco y los niveles
de acidos grasos circulantes.

El contenido de triglicéridos del muscu-
lo cardiaco mostrd una fuerte correlacion po-
sitiva con los niveles de é&cidos grasos cir-
culantes (Figura 3). Los mayores niveles de
AGL circulantes observados en los animales
alimentados con DRS se relacionan con un
mayor contenido de Tg musculares. La sus-
titucion del aceite de maiz por aceite de soja
durante los dos Ultimos meses de ingesta lo-
gra disminuir los niveles circulantes de AGL y
esto se asocia con una reduccion en el conte-
nido de triglicéridos en el musculo cardiaco.

Discusién

Cambios sustanciales en la composicion
de los macronutrientes dietarios (tipo de hi-
dratos de carbono y/o de &cidos grasos) y
su interaccion con otros factores como el es-
tilo de vida contribuyen al incremento de las
alteraciones en el metabolismo de lipidos e
hidratos de carbono observadas en el SM.
Los mayores hallazgos del presente trabajo,
utilizando el modelo experimental de dislipi-
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Figura 2. Velocidad de infusion de glucosa (VIG)
durante la clamp euglucémica hiperinsulinémica
en ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta
rica en sacarosa (DRS) o DRS con aceite de soja
como fuente grasa (DRS + AS).

Los valores se expresan como promedio = SEM
(n=6).
*p< 0.05DC vs DRS y DRS+AS

12 4 O bc
B DRS

B DRS+AS
10 1

VIG (mg glucosa/ (kg. min)
[}

demia, y resistencia insulinica donde se sus-
tituyé la fuente grasa dietaria (aceite de malz,
rico en LA por aceite de soja rico en ALA) du-
rante los dos Ultimos meses de ingesta, son:
1) Una normalizacion de los niveles plasma-
ticos de colesterol total y de la relacion por-
centual HDL colesterol / Colesterol total. 2)
Una disminucién significativa de los nive-
les plasmaticos de AGL vy triglicéridos, aso-
ciados a una menor velocidad de secrecion
hepéatica de VLDL-Tg y una mejora en la re-
mocion plasmatica de triglicéridos. Ningu-
no de estos parametros logra normalizarse.
3) Una disminucion significativa del conteni-
do de triglicéridos hepéticos y musculares
que no alcanzan los valores observados en
los animales de igual sexo y edad alimenta-
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Figura 3. Correlacion entre el contenido de tri-
glicéridos del musculo cardiaco y los niveles de
AGL en ratas alimentadas con dieta control (DC),
dieta rica en sacarosa (DRS) o DRS con aceite de
soja como fuente grasa (DRS + AS).

Los valores expresan el promedio = SEM de 6
animales en cada lote.
n=18;r=0.81 p<0.01
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dos con dieta control. 4) La moderada hiper-
glucemia y la resistencia insulinica periférica
global presente en los animales crénicamen-
te alimentados con DRS no se modificé. 5)
El incremento de peso corporal y adiposidad
visceral fue semejante independiente del tipo
de aceite utilizado.

En trabajos previos (7) asi como en el
presente, hemos demostrado que dietas ri-
cas en sacarosa conducen a hipertrigliceri-
demia como resultado de una acelerada se-
crecion hepatica de VLDL-Tg y una menor
remocion plasmatica de triglicéridos circu-
lantes. Esto se asocia con un mayor con-
tenido de triglicéridos hepéticos y un incre-
mento de las actividades de las enzimas
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lipogénicas y menor actividad de las enzi-
mas involucradas en la oxidacion de acidos
grasos (7,26,27). Los posibles mecanismos
intimos involucrados en estos procesos po-
drian relacionarse con una regulacion ne-
gativa de la expresion génica del receptor
activador de proliferacion peroxisomal alfa
(PPARa) y una regulacion positiva de la ex-
presion génica del elemento regulador de
esteroles-proteina de uniéon (SREBP-1) (27).

Diferentes estudios avalan el hecho que
los acidos grasos poliinsaturados n-3 me-
joran la dislipidemia, la sintesis hepatica de
lipidos y aumentan la oxidacion de &cidos
grasos tanto a nivel hepatico como muscu-
lar (7,27,28). De la familia de PUFAs n-3, los
principales en ejercer dichas funciones son
los EPA 'y DHA, presentes mayoritariamente
en los peces y algas marinos. EI ALA es el
acido graso esencial de origen vegetal pre-
cursor del EPA y DHA en higado. En el pre-
sente trabajo, utilizando el aceite de soja
durante dos meses se logra mejorar la disli-
pidemia presente en los animales alimenta-
dos con DRS pero sin alcanzar los valores
observados en los animales de igual sexo y
edad alimentados con dieta control. Si bien
en estudios in vivo se demostrd que el % de
conversion de ALA dietario en acidos gra-
sos de cadena larga es bajo (8-15%), tanto
la cantidad de ALA como la relacion entre
ALA'y LA parecen jugar un papel importante
en la regulacion de la dislipemia (29,30). En
un trabajo reciente (31) administrando se-
milla de chia (rico en ALA) por un periodo
de dos meses, demostramos una normali-
zacion de la dislipidemia e insulina resisten-
cia sin cambios en los niveles de insulina
plasmatica en animales crénicamente ali-
mentados con DRS. La discrepancia entre
los resultados de ambos trabajos de nues-
tro grupo podria deberse tanto a la cantidad
absoluta de ALA (semilla de chia: 64.6%
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de ALA /100 g de acidos grasos totales vs
aceite de soja: 7,7% de ALA/ 100 g de aci-
dos grasos totales), como a la relacién en-
tre LA/ALA (0.287 semilla de chia vs 7.1 en
aceite de soja). Ambos &cidos grasos, LAy
ALA, compiten por las desaturasas y elon-
gasas para poder convertirse en acidos gra-
s0s de cadena larga (30) y el LA reduce los
niveles del delta 6 desaturasa. Jeffrey y col
(82) demostraron que el méaximo efecto hi-
potrigliceridémico e hipocolesterolémico en
las ratas se observa cuando la relacion LA/
ALA es de 0.33, sugiriendo que el ALA ejer-
ce su efecto por conversion en EPA que se
incorpora a los lipidos de membrana.

El mejoramiento, sin nomalizacion, en
la dislipidemia en los animales alimenta-
dos con soja es el resultado de una me-
nor secrecion de VLDL-Tg y mayor remo-
cion plasmatica de triglicéridos. Mas aun,
en estos animales la menor disponibi-
lidad de &cidos grasos circulantes po-
drfa ser una de las causa del menor con-
tenido de triglicéridos hepatico, aun sin
llegar a valores normales. Es importan-
te destacar que cuando la fuente de
o-linolénico en la DRS fue la semilla de chia
(31) no se alcanza a normalizar el conteni-
do hepatico de triglicéridos, sugiriéndose
que a pesar del alto contenido de ALAy la
buena relacion LA/ALA, el tiempo de sus-
titucion de la grasa dietaria no alcanzaba
para mejorar dicho parametro. Al respecto
Ide y col (33) mostraron que el ALA es un
acido graso que sigue principalmente la via
de la oxidacion y por lo tanto estd menos
disponible para la sintesis de triglicéridos y
secrecion de VLDL-Tg. Ratas normales ali-
mentadas con perrilla (rico en ALA) induce
la expresion génica del mRNA de las enzi-
mas involucradas en la oxidacion de &ci-
dos grasos (34). En experiencias similares
se observa ademas una menor expresion y
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actividades de la enzima sintetasa de aci-
dos grasos, enzima clave en la sintesis de
los 4cidos grasos (35).

Por otra parte en el presente trabajo ob-
servamos que la administracién del aceite
de soja normaliza completamente los nive-
les de Colesterol total y de la relacion HDL-
colesterol/Colesterol total (%). Al respecto
lhara y col (36) mostraron que el ALA es un
inhibidor mas potente del colesterol sérico
que el LA, que se acompana de una menor
expresion de la enzima reguladora del me-
tabolismo del colesterol, HMG-CoA reduc-
tasa. El posible mecanismos de la accién
del ALA en el descenso del colesterol plas-
maéatico parece estar relacionado con la con-
version de ALA en EPA.

Diferentes estudios han mostrado que
dietas ricas en EPA y DHA mejoran la adi-
posidad visceral observada en las dietas ri-
cas en sacarosa o grasa (7). En el presente
trabajo no observamos un efecto de la sus-
titucién del tipo de aceite en los animales
alimentados con DRS ni en el peso corpo-
ral total ni en la adiposidad visceral. Al res-
pecto Ghafoorunisa y col (13) mostraron re-
sultados semejantes en ratas alimentadas
con DRS durante 3 meses donde sustituye-
ron un tercio de LA por ALA. Por otra par-
te hemos demostrado que utilizando aceite
de pescado o semilla de chia, es posible re-
vertir la adiposidad visceral y disminuir el in-
cremento de peso corporal en las ratas ali-
mentadas crénicamente con DRS (31,37).
Esto nuevamente parece estar relacionado
a la relacion LA/ALA. Es importante desta-
car que dicha relacion es de 2 en el estu-
dio de Ghafoorunisa, 7,1 en el presente es-
tudio, 0.287 en estudio de semilla de chiay
2.3 cuando se usa aceite de pescado como
fuente de grasa dietaria.

La ingesta cronica de DRS se acompa-
na de moderada hiperglucemia y acentua-
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da resistencia insulinica periférica global
que se mantiene cuando el tipo de grasa
en esta dieta es sustituida isocaloricamen-
te por aceite de soja. La Rl esta relaciona-
da con los niveles de triglicéridos y AGL cir-
culantes y con el contenido de triglicéridos
en tejidos blancos a la accion insulinica ta-
les como el tejido muscular (16). Al respec-
to vemos una alta correlacion entre los ni-
veles de triglicéridos en musculo cardiaco y
los AGL en los diferentes lotes experimenta-
les. En su conjunto estos resultados sugie-
ren que los aun elevados lipidos circulantes
como asf también el contenido de triglicé-
ridos musculares observados en la DRS +
PS seria una de las causas de la persisten-
cia en la resistencia insulinica. En concor-
dancia con este concepto, hemos demos-
trado que tanto la administracion de aceite
de pescado (7) como de semilla de chia
(81), que normalizan completamente los ni-
veles de lipidos circulantes y de triglicéridos
musculares son capaces de revertir la resis-
tencia insulinica observada en la DRS. Ade-
mas, la relacion entre las cantidades de LA
y ALA'y su interaccion competitiva en el me-
tabolismo para convertirse en acidos gra-
sos de cadena larga afectan el perfil de los
acidos grasos de membrana, cambiando la
fluidez de la misma y/o sefales de los men-
sajeros de la accion insulinica como el dia-
cilglicerol, que son considerados factores
criticos que influencian tanto la secrecion
como la actividad biolégica de la insulina
(88,39). Si bien no conocemos la composi-
cién de los é&cidos grasos de los fosfolipi-
dos de membrana en los animales alimen-
tados con DRS + AS, la alta relacion LA/
ALA presente en el aceite de soja podria ser
la causa de la ausencia de un mejoramiento
de la resistencia insulinica. Al respecto, Ro-
bbez Mason y col (40) demostraron en ratas
alimentadas durante 8 semanas con fructo-

say 8% de aceite de lino (relacion LA/ALA:
0.96) que la dieta rica en ALA que es capaz
de decrecer la hipertrigliceridemia no puedo
prevenir la resistencia insulinica desarrolla-
da por la ingesta de fructosa. Esto se debe
principalmente a la composicion de los &ci-
dos grasos de los fosfolipidos de membra-
na. Ademas de la relacion entre n-6/n-3, el
tiempo de administracion de las dietas tam-
bién parece influir en la composicién de los
acidos grasos de los fosfolipidos de mem-
brana. Al respecto, Ghafoorunisa y col (13)
demostraron una mejora en la sensibilidad
insulinica en ratas alimentadas con DRS
cuando la dieta que tiene una relacion LA/
ALA de 2 es administrada durante 3 meses.
Estos animales presentan altos niveles de
n-3PUFAs en los fosfolipidos de membrana
tanto en el tejido adiposo como en el mus-
culo esquelético.

En resumen, estos hallazgos mues-
tran que el aceite de soja ejerce su mayor
efecto beneficioso decreciendo los niveles
de colesterol y de HDL colesterol del plas-
ma, sin producir un efecto deletéreo en la
resistencia insulinica ni en la homeosta-
sis de la glucosa. Si bien los resultados
obtenidos no pueden ser extrapolados en
forma directa al humano, pueden aportar
nuevos datos en el planteo de politicas
de salud tendientes a cambiar habitos ali-
mentarios con el propdsito de mejorar al-
gunas de las patologias asociadas al Sin-
drome Plurimetabdlico, de alta incidencia
en nuestra poblacion.
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