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AA
ACC
AE
AG
AGI
AGS
AGt
AL
ALA*
AO
AR
AV

CLA*

CPT (-Ia, -b)
Ct

DGLA*

DHA*

EE

EM

EPA*

FAS*

FL

G6PDH
GLA*

acido araquidonico

acetil-CoA carboxilasa

acido elaidico

acidos grasos

acidos grasos insaturados

acidos grasos saturados

acidos grasos trans

acido linoleico

acido a-linolénico (por su nombre en inglés: a-linoleic acid)
acido oleico

acido ruménico

acido vaccénico

hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de
canola

conjugados del acido linoleico (por su nombre en inglés: conjugated
linoleic acid)

carnitina-palmitoil transferasa [

hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de
canola + aceite vegetal parcialmente hidrogenado

acido di-homo y-linolénico (por su nombre en inglés: di-homo y-
linoleic acid)

acido docosahexaenoico (por su nombre en inglés: docosahexaenoic
acid)

eficiencia energética

enzima malica

acido eicosapentaenoico (por su nombre en inglés: eicosapentaenoic
acid)

sintasa de acidos grasos (por su nombre en inglés: fatty acid
synthase)

fosfolipidos

glucosa-6 fosfato deshidrogenasa

acido y-linolénico (por su nombre en inglés: y-linoleic acid)
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RGD

RPD

SCD*

SREBP (-1c, -1b, -2)*
TAE

TG

VLDL*

VLDL-TG

glutation reducido

lipoproteina de alta densidad (por su nombre en inglés: high-density
lipoprotein)

ingesta energética

acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (por su nombre en
inglés: long chain polyunsaturated fatty acids)

lipoproteina de baja densidad (por su nombre en inglés: low-density
lipoprotein)

lipoproteina lipasa

lipoperoxidacion

hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de maiz
malondialdehido

hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de maiz
+ aceite vegetal parcialmente hidrogenado

acidos grasos monoinsaturados (por su nombre en inglés:
monounsaturated fatty acids)

hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de oliva
hace referencia al grupo experimental alimentado con aceite de oliva
+ aceite vegetal parcialmente hidrogenado

receptor que activa la proliferacién de peroxisomas (por su nombre
en inglés: peroxisome proliferator-activated receptors)

acidos grasos poliinsaturados (por su nombre en inglés:
polyunsaturated fatty acids)

retencion de energia total de la carcasa

retencion de grasa diaria

retencion proteica diaria

enzima desaturasa (por su nombre en inglés: stearoyl-CoA
desaturase)

proteina de unioén al receptor de respuesta a esteroles (por su
nombre en inglés: sterol regulatory element binding protein)

tejido adiposo epididimal

triglicéridos

lipoproteinas de muy baja densidad (por su nombre en inglés very
low density lipoprotein)

triglicéridos asociados a las lipoproteinas de muy baja densidad

*En inglés, debido a su reconocido empleo como acrénimo.
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Resumen

RESUMEN

En las dltimas décadas, ha sido demostrado que elevados consumos de acidos grasos
trans (AGt) incrementan el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y otras
enfermedades créonicas no transmisibles. Estos efectos deletéreos, han sido atribuidos,
principalmente, a la alta ingesta de AGt de origen industrial, que contienen una elevada
proporcion de acido elaidico (¢9-18:1). Sin embargo, las fuentes naturales de AGt, como
carne y lacteos derivados de animales rumiantes, poseen una proporcion significativa de
acido vaccénico (-AV- t11-18:1), el cual puede ser bioconvertido a acido ruménico (-AR-
€9,t11-18:2), un conjugado del acido linoleico, al cual se le han atribuido numerosos
efectos funcionales sobre la salud. Los mecanismos exactos a través de los cuales los
distintos AGt ejercerian sus efectos, no estan del todo establecidos. Sin embargo, ha sido
demostrado que la acumulacién especifica de cada isémero trans en los tejidos podria
tener efectos metabdlicos debido, entre otros, a su incorporacién en las membranas
lipidicas. Ademas, las diferentes proporciones relativas de acidos grasos insaturados (AGI)
dietarios de las series n-3, n-6 y n-9, podrian ser fundamentales para modular el
metabolismo de los AGt, ya que ha sido demostrado que los isémeros de acidos grasos
(AG) podrian interferir en la via de biosintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (LC-PUFA). Esto podria conducir, no s6lo a menores niveles de eicosanoides,
afectando la composicién y propiedades biologicas de las membranas, sino también a la
formacion de otros compuestos derivados de los AGt con efecto desconocido o
impredecible. Pese a que se han realizado una serie de estudios tendientes a dilucidar los
efectos de ingestas crénicas ricas en AGt, un gran ndmero de interrogantes surgen de los
mismos, principalmente respecto a los modelos experimentales empleados, al significado
nutricional, al destino metabdlico y a las alteraciones en el metabolismo lipidico. El
presente trabajo de tesis tuvo como objetivo avanzar en el conocimiento de los potenciales
efectos metabolico-nutricionales de las interacciones que podrian tener los AGt con aceites
ricos en AG conteniendo diferentes proporciones relativas de AGI de las series n-3, n-6 y
n-9. Ademas, es importante analizar esta interaccion utilizando niveles de AGt que podrian
ser alcanzables por la poblacién y con aceites y grasas disponibles para el consumo
humano.

Para lograr dicho objetivo, ratones de la cepa CF1 macho, a dos semanas luego del
destete fueron sometidos a un tratamiento dietario, durante 30 dias, con alguna de las seis
dietas isocaldricas experimentales producto de la combinacion de dos variables

independientes: fuente de grasa dietaria y presencia de AGt. El nivel de lipidos dietarios

Lic. Juliana Sain - FBCB - UNL 21



Resumen

fue del 7%, siendo los aceites utilizados: aceite de oliva (0), maiz (M) o canola (C) los
cuales proveen distintas proporciones de AGI de las familias n-3, n-6 y n-9; y en el caso de
las dietas parcialmente sustituidas con AGt, parte del aceite experimental se sustituy6 con
aceite vegetal parcialmente hidrogenado (47% de AGt) para obtener dietas con un 1% de
AGt: oliva+ AGt (Ot), maiz + AGt (Mt) y canola + AGt (Ct). Para evaluar parametros
nutricionales se realizaron estudios de ganancia de peso, eficiencia energética de las
dietas, composiciéon corporal y retencién energética corporal. En referencia al
metabolismo lipidico, se puntualiz6 en la incorporaciéon de AG en diferentes tejidos,
especificamente retencion de AGt, perfiles de lipidos tisulares y séricos, mecanismos de
regulacién y movilizacién de triglicéridos (TG) en tejidos y, ademas, se evaluaron
actividades de enzimas reguladoras de la sintesis y oxidaciéon de AG, como asi también, la
expresion de dichas enzimas y los factores de transcripcién que regulan su expresion.

El consumo de aceite de canola increment6 el contenido de grasa en carcasa llevando a
una mayor retencién de energia y mayor eficiencia energética. Estos parametros fueron
reducidos en los animales que consumieron Ct. As{ el impacto nutricional de los AGt pudo
relacionarse con el contenido tisular de AR, y posiblemente de AV, los cuales son
conocidos por su efecto potencial sobre la reduccion de la adiposidad.

Todos los isémeros t-18:1 fueron incorporados y retenidos en higado, tejido adiposo
epididimal, musculo gastrocnemio y suero. Ademds, se observé una importante
bioconversion de AV a AR en todos los tejidos analizados.

A nivel hepatico, el contenido de TG, colesterol y fosfolipidos no fue modificado por el
consumo de los aceites con diferente proporcién de AGI. Sin embargo, la sustitucién
parcial con AGt a las dietas experimentales present6 alteraciones en el perfil de lipidos
hepaticos que fueron diferentes dependiendo del tipo de grasa dietaria. Asi, los animales
alimentados con las dietas Ot y Ct presentaron una acumulaciéon de TG respecto a sus
controles; mientras que no se observaron alteraciones en los animales que consumieron la
dieta Mt. Este efecto en la acumulacién de lipidos se asocié a un desbalance diferencial
entre la lipogénesis y la 3-oxidacion. En el grupo Ct, la misma se debi6 a una disminucién
de la B-oxidacién hepatica, reflejada por una reduccion en la expresion y actividad de la
CPT-Ia, asociada a una baja expresion del PPAR-a. Los elevados niveles hepaticos de TG, y
también de colesterol, en los animales alimentados con Ot, se relacionaron con una mayor
sintesis de lipidos, evidenciada por una elevada expresion del SREBP-1a, lo que condujo a
niveles incrementados de expresién y actividad de enzimas lipogénicas. Esta mayor
lipogénesis, fue exacerbada por un mayor flujo de sustratos a través de la enzima
A9-desaturasa inducida por el aceite de oliva, y se asocié a una mayor bioconversién de AV

a AR. En relacién al contenido hepatico total de LC-PUFA de las familias n-6 y n-3, si bien
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se observaron alteraciones en los flujos parciales de las diferentes enzimas involucradas
en esta via, tanto los niveles de EPA y DHA, como de AA en higado, dependieron
principalmente de las relaciones de AGI de las diferentes familias, mas que de la presencia
de AGt. Los elevados niveles de TG hepaticos en los animales alimentados con Ot y Ct se
correlacionaron con una mayor secreciéon de VLDL-TG. Esto sugiere que los AGt, regulando
la acumulacién hepatica de TG, promoverian la secrecion de TG en las particulas de VLDL.
No obstante, esta mayor secrecion de VLDL-TG en Ot y Ct no se reflejé en un incremento
en los niveles de TG circulantes en estos grupos, lo que pudo asociarse a la mayor
remocion de TG a través de la enzima LPL del tejido adiposo epididimal. A pesar de esta
mayor captacién de TG y de los efectos observados en las actividades de las enzimas
lipogénicas en tejido adiposo, la ausencia de efectos sobre la acumulacién de lipidos en
este tejido pudo estar asociada al efecto antiadipogénico mediado por el AV y el AR.

En ausencia de AGt, el grupo C presenté menores niveles de actividad LPL muscular, lo
cual pudo haber llevado a los mayores niveles de TG circulantes observados. El contenido
de TG en musculo gastrocnemio fue reducido por los AGt en los animales alimentados con
aceite de oliva, y esta alteracién se asoci6 a una (-oxidacién incrementada, reflejada por la
elevada actividad de la enzima CPT-Ib.

En relacion a los principales resultados, podemos concluir que: 1) ingestas bajas de AGt
caracterizadas por una elevada proporcién de AV no indujeron los notables efectos
deletéreos observados previamente por nuestro grupo y otros autores con dietas ricas en
acido elaidico; 2) las modificaciones en el perfil de AG tisulares dependi6é mas del tipo de
AGI dietario que de la presencia de AGt; 3) los AGt individuales se incorporaron en forma
diferente en distintos tejidos, y la retencién de los mismos fue influenciada por la relaciéon
de AGI de las familias n-3, n-6 y n-9; 4) la bioconversion de AV a AR hepatica dependié de
la proporcion de AGI de la grasa dietaria, siendo mayor en los animales alimentados con
aceite de oliva y 5) el efecto de los AGt sobre el metabolismo lipidico dependié de la
proporcion de AGI de la grasa dietaria, presentando mayores alteraciones en los animales
alimentados con aceite de oliva y de canola, denotando principalmente una mayor
acumulacién de TG hepaticos.

Si bien los resultados experimentales en modelos animales no pueden extrapolarse
directamente a los seres humanos, el conocimiento de los potenciales efectos metabolicos-
nutricionales de las interacciones que podrian tener los AGt con aceites ricos en AG con
diferentes proporciones relativas de AGI de las series n-3, n-6 y n-9, podria ser de gran
utilidad para el desarrollo de estrategias nutricionales eficaces para la disminucién de la

incidencia de alteraciones relacionadas a enfermedades crénicas no transmisibles.
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ABSTRACT

Over the last few decades, it has been demonstrated that a high intake of trans fatty
acids (TFA) is associated with an increased risk of cardiovascular disease and other non-
communicable diseases. These deleterious effects have been mainly attributed to the high
intake of industrial TFA containing a high proportion of elaidic acid (t9-18:1). However,
natural TFA, present in the meat and dairy products from ruminant animals, contain a
significant proportion of vaccenic acid (-VA- t11-18:1), which could be bioconverted to
rumenic acid (-RA- ¢9,t11-18:2), a conjugated linoleic acid with numerous functional
effects on health. The exact mechanisms by which the various TFA would exert their
effects are not yet fully established. However, it has been demonstrated that the specific
accumulation of each trans isomer in the tissues could have metabolic effects due to their
incorporation into the lipid membranes, among other reasons. Furthermore, the different
proportions of dietary unsaturated fatty acids (UFA) of the n-3, n-6 and n-9 series could be
essential to modulate the TFA metabolism. This is based on the fact that the fatty acid (FA)
isomers could interfere in the long-chain polyunsaturated fatty acid (LC-PUFA)
biosynthetic pathway. This might lead not only to lower levels of eicosanoids, thus altering
the composition and biological properties of the lipid membrane, but also to the synthesis
of another compounds derived from the TFA, with unknown or unpredictable effects.
Despite the considerable number of studies aimed to elucidate the effects of the chronic
intake of TFA, their results are still controversial due to the different experimental animal
models, the metabolic fate of the TFA and the alterations on the lipid metabolism. The
objective of the present work was to investigate the potential metabolic-nutritional effects
of the interaction between TFA and oils rich in FA containing different n-3, n-6 and n-9
UFA proportions. Moreover, this interaction was analyzed using levels of TFA that could
be reached by the population and oils that are available for human consumption.

In order to attain this objective, male CF1 mice at two weeks after weaning were fed 6
diets differing in the fat source (7%) during 30 d: olive oil diet (0), maize oil diet (M) and
canola oil diet (C) providing different proportions of n-3, n-6 and n-9 FA. In diets
containing TFA, an oil portion was replaced by partially hydrogenated vegetable oil (47%
TFA) to obtain diets with 1% of TFA: olive + TFA (Ot), maize + TFA (Mt) and canola + TFA
(Ct). To evaluate the nutritional parameters, weight gain, energy efficiency, corporal
composition and corporal energy retention were measured. As regards the lipid
metabolism, tissue FA incorporation, lipid profile of tissue and serum, mechanisms

involved in the regulation and mobilization of triglycerides (TG) in tissues were analyzed.
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The expression and activities of enzymes involved in the synthesis and oxidation of FA and
the expression of its transcription factors were also measured.

The canola oil consumption increased the fat content in the carcass, leading to a high
energy retention and energy efficiency. Those parameters were reduced in the Ct fed
animals suggesting that the nutritional impact of the TFA might be associated to the RA
tissue content, and possibly VA, which are known by their potential effect in reducing
adiposity.

All t-18:1 isomers were incorporated in liver, epididymal adipose tissue, gastrocnemius
muscle and serum. Moreover, an important bioconversion from VA to RA was observed in
all the tissues analyzed.

The TG, cholesterol and phospholipid contents in liver were not modified by the
different oils. However, the partial replacement with TFA of the experimental diets
showed alterations in the liver lipid profile that were different depending on the source of
dietary fat. Thus, the animals fed the Ot and Ct diets showed a TG accumulation versus
their respective controls, while the animals fed Mt diets did not show alterations in this
parameter. This effect was associated with an imbalance between lipogenesis and
B-oxidation. In the Ct group, a reduced -oxidation was observed, reflected by low CPT-Ia
expression and activity and a reduced PPAR-a expression. On the other hand, in the Ot
group, the accumulation of hepatic TG was related to a high SREBP-1a expression, which
led to an increased lipogenic enzymes expression and activities. This higher biosynthesis
of FA was enhanced by an increased flux through the A9-desaturase enzyme induced by
olive oil and it was associated with a high bioconversion of RA from VA. In spite of the
alterations observed in the flux through the enzymes involved in the biosynthesis of n-3
and n-6 LC-PUFA, the liver content of EPA, DHA and AA depended on the UFA relations
rather than on the presence of TFA. The high levels of the hepatic TG in the Ot and Ct
groups were correlated to an increased VLDL-TG secretion. Nevertheless, this was not
accompanied by the serum TG content and this might be associated with a high LPL
activity of the adipose tissue. In this tissue, despite both the enhanced TG secretion and
the effects shown in the lipogenic enzymes activities, the absence of effects on the lipid
accumulation might be associated with the antiadipogenic effect mediated by VA and RA.

In the absence of dietary TFA, the C group demonstrated low muscular LPL activity and
this might lead to the high TG levels in this group. The TG content in the gastrocnemius
muscle was reduced by TFA in the mice fed olive oil, and this alteration was associated
with an increased 3-oxidation reflected by an enhanced CPT-Ib activity.

Therefore, we could conclude that: 1) low intakes of TFA rich in VA did not induce the

deleterious effect associated with diets rich in elaidic acid observed by our group and
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other research teams; 2) the alterations in the tissue FA profile depended on the dietary
UFA rather than on the presence of TFA; 3) the levels of individual TFA incorporation
depended on the tissue and their retention was influenced by the n-3, n-6 and n-9 UFA
relations; 4) the bioconversion of VA to RA in liver was dependent on the dietary UFA
ratios, being higher in olive oil fed animals than on those fed maize or canola; 5) the TFA
effect on the lipid metabolism depended on the dietary UFA proportion, being exacerbated
in olive and canola fed animals, thus showing a hepatic TG accumulation.

Even though the results obtained in experimental animal models cannot be directly
extrapolated to humans, knowledge of the potential effects of the interaction between TFA
and different dietary n-3, n-6 and n-3 UFA ratios might be relevant. This knowledge would
allow us to develop nutritional strategies that are effective in reducing the incidence of the

alterations involved in different non-communicable chronic diseases.
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INTRODUCCION

1. DIETA Y SALUD: UNA PROBLEMATICA EN ESTUDIO

La incidencia de enfermedades crénicas no transmisibles -entre las que se incluyen las
enfermedades cardiovasculares, enfermedades respiratorias, diabetes y cancer- y de
mortalidad, atribuida a este tipo de patologias, ha incrementado en los tltimos afios. Se ha
estimado que, en el afo 2008, el 62% de las muertes y cerca del 50% de la carga de
enfermedad a nivel mundial se debieron a enfermedades crénicas no transmisibles (World
Health Organization, 2010).

Segun los ultimos datos publicados por la Direccién de Estadisticas e Informacion en
Salud, del Ministerio de Salud de la Nacidn, el 30% de las defunciones fueron consecuencia
de enfermedades cardiovasculares, representando la principal causa de muerte en nuestro
pais, seguida de diversos tipos de cancer (19,4%) y enfermedades del sistema respiratorio
(15,4%) (Ministerio de Salud de la Nacién, 2012a). Sin embargo, cabe destacar que, a
pesar de este escenario, este tipo de enfermedades son, en su mayoria, prevenibles. Se
estima que cerca de un 80% de los casos de enfermedades cardiacas, accidentes
cerebrovasculares y diabetes tipo 2 pueden evitarse, asi como un 40% de los canceres
(Ministerio de Salud de la Nacién, 2012b). Asimismo, las evidencias cientificas disponibles
sefialan la efectividad de intervenciones de promocidén, prevencién y tratamiento, que
justifica llevar a cabo acciones de politica publica. En Argentina, en el marco del Plan
Argentina Saludable, en el afio 2005 se realiz6 la primera Encuesta Nacional de Factores
de Riesgo, que permitié contar con una linea de base y priorizar acciones de prevencion y
control. En 2009, con la segunda encuesta, se pudieron observar tendencias para poder
monitorear las acciones necesarias para la prevencion de los factores de riesgo (Ministerio

de Salud de la Nacién, 2011).
1.1. EVOLUCION DEL CONSUMO DE GRASAS Y SUS RECOMENDACIONES

A través de técnicas de biologia molecular ha sido demostrado que “factores genéticos”
determinan la susceptibilidad a ciertas enfermedades y que “factores ambientales”
determinan qué individuos genéticamente susceptibles serdn afectados (Simopoulos,
1990; 1997). Dado que en 10.000 afios la tasa de mutaciones insertadas en el ADN se
estima en un 0,005%, las alteraciones que llevan a cambios en la susceptibilidad a
contraer enfermedades crénicas no transmisibles estan asociadas fundamentalmente a

factores ambientales (Eaton y col., 1985). Dentro de éstos se encuentra la nutriciéon, muy
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importante y estrechamente relacionada al desarrollo de ciertas enfermedades. Los
estudios sobre los aspectos evolutivos de la nutriciéon indican que los cambios mas
importantes han tenido lugar en nuestra dieta, sobre todo en el tipo y la cantidad de acidos
grasos (AG) consumidos y en el contenido antioxidante de los alimentos.

Como se puede observar en la Figura 1, como consecuencia del desarrollo industrial, se
incrementé el consumo de grasa total producto del consumo de grasas saturadas. A
comienzos del siglo XX incrementa significativamente la ingesta de acidos grasos trans
(AGt), con un concomitante aumento de AG n-6 y disminucién de los AG n-3, generando un
desbalance en la relacion n-6/n-3 y alejandose de los parametros recomendados

(Simopoulos, 2001).

Figura 1: Evoluciéon del consumo de grasa
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Esquema representativo de la ingesta de grasa total, acidos grasos n-3 y n-6, acidos grasos trans
(AGt) y acidos grasos saturados (AGS), expresados como porcentaje de calorias de la grasa, que
muestra la evolucién del consumo en épocas donde el hombre era cazador-recolector, agricultor y
luego del desarrollo industrial. Adaptado de Simopoulos (2001).

Con respecto a la ingesta recomendada de grasas totales, estudios prospectivos
observacionales no han encontrado, o han encontrado muy poca, relacién entre la ingesta
de grasa total y la obesidad, ganancia de peso, enfermedad cardiovascular y riesgo de
cancer (Beresford y col., 2006; Field y col, 2007; Howard y col.,, 2006). Recientemente, un
estudio comparativo realizado por Aranceta y col. (2012) donde analiza los ultimos
trabajos referidos a ingestas recomendadas de grasa, indic6 que la mayoria de los reportes

sugieren, para adultos sanos, una ingesta total de grasa que va desde un 20% del total de
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la energia a un 35%, existiendo en algunos casos recomendaciones del 15% en paises
asiaticos y del 40% para personas con un peso corporal 6ptimo, por lo que no existe una
recomendacion unica entre los diferentes continentes. En relaciéon a esto, no se han
encontrado beneficios de ingestas muy bajas en grasas en estudios aleatorios controlados,
dado que las mismas normalmente son acompafiadas de altos niveles de hidratos de
carbono (Appel y col, 2005; Gardner y col., 2007). No obstante, existen evidencias que
indican que excesos de grasas dietarias tienen una directa correlaciéon con la obesidad
(Bray y col, 2004), diabetes tipo 2 (Riccardi y col, 2003) y con otras alteraciones
frecuentes en diferentes enfermedades crénicas no transmisibles (Canete y col.,, 2007;
Marshall y col., 2002).

Actualmente, nuestra grasa dietaria esta compuesta por una mezcla compleja de AG
saturados (AGS) e insaturados (AGI) y otros tipos de componentes lipidicos. Los AGS s6lo
difieren en la longitud de la cadena, mientras que los AGI varian en el nimero, posicién y
geometria de los dobles enlaces. De este modo, es posible que dos AGI tengan el mismo
nimero de atomos de carbono e hidrégeno pero tengan diferentes caracteristicas
(Mensink, 2005).

Al tener en cuenta los aspectos evolutivos de la dieta y considerando, sobre todo, la
gran variedad de AG que se consumen, es que se vuelve indispensable incrementar los
estudios tendientes a dilucidar los efectos diferenciales que cada tipo de AG tiene sobre la
salud y las interacciones que podria existir entre ellos, modificando o no el metabolismo
general. Debido a esto, en la actualidad los mayores inconvenientes en relacién al consumo
de grasa y salud publica estan centrados en el tipo de grasa ingerida (Zevenbergen y col,,

2009).
1.2. L0OS ACIDOS GRASOS

Los AG son acidos organicos con una cadena alifatica y en uno de sus extremos poseen
un grupo carboxilo. La mayoria de los AG naturales posee un niimero par de atomos de
carbono debido a que son biosintetizados a partir de acetato (CH3COz’), el cual posee dos
atomos de carbono (Wade, 1993). Quimicamente, los 4tomos de carbono se numeran
desde el carbono carboxilico (C1 o C,) al carbono metilico terminal (C, o Cs), pero,
nutricionalmente se numeran en sentido opuesto. En este caso la denominacién se

antecede de laletra “w” o “n” (Figura 2).
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Figura 2: Numeracion de los atomos de carbono de un acido graso
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Representacion de un acido graso de 18 carbonos saturado (acido estearico) con la numeracion
nutricional (n-) y quimica (A-) de los carbonos.

La presencia y el numero de dobles enlaces entre los &tomos de carbono de la cadena
que conforma un AG, son determinantes importantes de propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas. Los AGI pueden presentar dos tipos de isomeria: geométrica o posicional. Los
isomeros geométricos pueden ser cis o trans (Figura 3). La ubicacién de los atomos de
hidrégeno hace que varie la configuracion espacial de la cadena carbonada: los enlaces cis
tienden a doblar la cadena formando una especie de codo donde se ubica la insaturacién
mientras que los isémeros trans son mas lineales asemejandose a los AGS. Las dobles
ligaduras que se presentan en un AG insaturado natural son, en general, del tipo cis y,
debido a esto, los aceites naturales con alto contenido de AG con este tipo de isomeria son

liquidos a temperatura ambiente.

Figura 3: Representacion de la isomeria geométrica: cis y trans
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Representacion de la isomeria cis y trans y ejemplo de dos isémeros geométricos comunes: acido
oleico (cis) y acido elaidico (trans).

En el caso de los isémeros posicionales, la diferencia radica en la posicién que presenta
el doble enlace de la cadena alifatica. En los AG di- y poli-insaturados, los dobles enlaces
estdn separados por un carbono intermedio, que no participa de la estructura de

insaturaciéon, formando una estructura “no conjugada”, y el carbono intermedio se
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denomina: carbono metilénico (Figura 4). Este es el caso de la estructura de la mayoria de
los AG en su forma natural. Sin embargo, como consecuencia de la manipulacién
tecnologica de las grasas y aceites o, en casos muy particulares, por efecto de la
metabolizacién a nivel celular de ciertos AG, es posible que un doble enlace migre de
posicion al carbono adyacente, ocasionando la desapariciéon del carbono metilénico
intermedio. El AG formado se transforma en una estructura “conjugada”, o sea, en un AG
conjugado. La conjugacion de los dobles enlaces puede, ademas, estar asociada a un
cambio en la isomeria geométrica del AG. Por ejemplo, en un AG diinsaturado, cuyos dos
dobles enlaces tienen isomeria cis, uno de estos dobles enlaces, o0 ambos, pueden adoptar

la isomeria trans (Sanhueza y col., 2002).

Figura 4: Representacion de la isomeria posicional: no conjugada y conjugada
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Representacion de la isomeria no conjugada y conjugada, y ejemplo de dos acidos grasos
isoméricos: acido linoleico y su conjugado, acido ruménico.

1.3. ACIDOS GRASOS DIETARIOS

El consumo de altos niveles de grasas saturadas ha sido asociado con un incremento del
riesgo de enfermedad cardiovascular, el cual estd mediado, entre otros, por elevadas
concentraciones de colesterol LDL circulantes (Katan y col.,, 1995; Mensink y col.,, 2003).
En particular, este efecto hipercolesterolémico, ha sido asociado a los AG 12:0, 14:0, 16:0,
mientras que el 18:0 tendria efecto neutro (Grundy y col,, 1990). Ha sido informado, que el
consumo de grasas saturadas incrementa, también, el riesgo de obesidad lo cual lleva a un

aumento de la liberacién de citoquinas proinflamatorias, acrecentando el riesgo de otras
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patologias asociadas, como la diabetes y, en general, enfermedades crénicas no
transmisibles. Por lo tanto, las recomendaciones actuales de reducir la ingesta de grasas
saturadas, son tendientes a mitigar la incidencia de estas enfermedades crénicas no
transmisibles. Sin embargo, la reduccién del consumo de grasas, y particularmente grasas
saturadas, implica usualmente, su reemplazo por carbohidratos (Lichtenstein y col.,, 2006)
los cuales, consumidos en exceso, podrian exacerbar el desarrollo de un estado metabdlico
a favor de una dislipemia, caracterizada por un incremento de triglicéridos (TG), colesterol
LDL y diminucién de colesterol HDL (Parks y col., 2000).

Los AG monoinsaturados (MUFA, por su denominacién en inglés: monounsaturated
fatty acids), se encuentran presentes en elevada cantidad en el aceite de oliva, siendo el
€9-18:1, acido oleico (AO) el principal representante de esta familia (Serra-Majem y col.,
2004). El aceite de oliva es la principal fuente de grasa en la alimentacién clasica de la
Cuenca Mediterranea. Algunos estudios, demostraron que la dieta Mediterranea, redujo las
concentraciones totales de colesterol y de insulina al compararla con dietas bajas en MUFA
(Esposito y col,, 2004; Estruch y col., 2006). Las propiedades saludables de esta dieta se
evidenciaron en el Estudio de los Siete Paises, disefiado para investigar la relacién entre la
dieta y las enfermedades cardiovasculares en 14 poblaciones pertenecientes a siete paises
diferentes (Estados Unidos, Finlandia, Paises Bajos, Yugoslavia, Italia, Grecia y Japdn). Se
encontr6 que los individuos estudiados en Creta presentaban las menores tasas de
enfermedad cardiovascular y cancer comparados con las otras regiones del estudio (Keys,
1970), y se concluy6 que este hecho podia deberse al bajo consumo de grasas saturadas y
al elevado consumo de AO, aportado por la ingesta de aceite de oliva. Posteriormente, los
resultados obtenidos tras 25 afios de seguimiento de los participantes de dicho estudio,
han indicado que la frecuencia de estas enfermedades continiia siendo menor en los paises
europeos del sur que en los del norte (Menotti y col., 2000; Wahrburg y col., 2002).

Los AG poliinsaturados (PUFA, por su denominacién en inglés: polyunsaturated fatty
acids) se destacan por tener efectos benéficos sobre la regulacion de los niveles de lipidos
plasmaticos, la funcién inmune, la accién de la insulina y el desarrollo neuronal y visual. La
ingesta de PUFA lleva a su distribucién por casi todas las células corporales, teniendo
efectos principalmente en la composicién y funcién de la membrana, la sintesis de
eicosanoides, sefializacién celular y en la regulacién de la expresion génica (Benatti y col.,
2004). Existen dos familias principales de PUFA: n-6 y n-3. El acido linoleico (AL) y el
acido a-linolénico (ALA), cuya férmulas quimicas son ¢9,c12-18:2 (n-6) y ¢9,c12,c15-18:3
(n-3), respectivamente, son los compuestos mas representativos de estas familias, y son
considerados AG esenciales en la nutricion, ya que los mamiferos no poseen en sus tejidos

las enzimas necesarias para introducir la insaturacién en las posiciones n-6 y n-3: las A12-
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y Al5-desaturasas, respectivamente (Benatti y col,, 2004). La importancia nutricional de
los AG esenciales, radica fundamentalmente en ser precursores de AG de mayor longitud
de cadena y grado de insaturacidn, los que poseen potentes efectos biolégicos, como el
acido araquidoénico (AA), derivado de la familia n-6, y acido eicosapentaenoico (EPA) y
acido docosahexaenoico (DHA), ambos de la familia n-3. Estos derivados confieren
propiedades estructurales y funcionales especificas a las membranas celulares, son
sustrato para la formaciéon de mediadores lipidicos de multiples procesos organicos
(inositol, fosfoglicéridos y eicosanoides), estan implicados en sefializacién celular y en la
regulacién de la expresion de genes relacionados al metabolismo energético celular (Jump,
2002), entre otros.

Tanto el AO como el AL y el ALA utilizan la misma via metabdlica para su elongacién y
desaturacion (Holman, 1986; Sprecher y col,, 1995). En varios estudios tanto in vitro como
in vivo, con diferentes modelos animales, se ha concluido que los tres AG compiten por la
A6-desaturasa, que es la primera enzima involucrada en esta cascada metabdlica. La
misma, es considerada la enzima clave en la biosintesis de los LC-PUFA, participando en

dos pasos metabolicos diferentes(Gibson y col., 2011) (Figura 5).

Figura 5: Via de desaturacion y elongacion de acidos grasos de 18 carbonos
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Esquema de la via de elongacion y desaturacion del acido oleico (A0O), acido linoleico (AL) y acido
a-linolénico (ALA). GLA: acido v-linolénico. DGLA: acido di-homo v-linolénico. AA: Aacido
araquiddnico. EPA: acido eicosapentaenoico. DHA: dcido docosahexaenoico. Adaptada de Gibson y
col. 2011.

e e e o

¢8,c11,c14,c17-20:4

N

A5-DESATURASA

¢5,¢8,c11,c14,c17-20:5 (EPA)

Lic. Juliana Sain - FBCB - UNL 34



Introduccion

Actualmente, muchas investigaciones plantean controversias respecto a las
recomendaciones de consumo de los AG de la dieta y el balance apropiado en el que deben
consumirse. En principio, Lawrence (2013) planteé efectos benéficos tanto de las grasas
saturadas, como de los MUFA con respecto al desarrollo de inflamacién. Esto es debido a
que varias sustancias producidas en la oxidacién, tanto de los PUFA como de los hidratos
de carbono, son conocidas por mediar procesos inflamatorios y promover el desarrollo de
ciertas enfermedades como el cancer, asma, diabetes tipo 2, aterosclerosis y disfuncién
endotelial. Sin embargo, es muy importante considerar los efectos nutricionales benéficos
asociados al consumo de los LC-PUFA, especialmente los de la familia n-3.

Los LC-PUFA son incorporados en los fosfolipidos (FL) de la membrana celular y sirven
como precursores en la sintesis de eicosanoides, los cuales tienen un rol biolégico
importante en la homeostasis y procesos inflamatorios. E1 AA y el EPA son liberados de los
FL de membrana y convertidos a prostaglandinas, tromboxanos leucotrienos y
prostaciclinas, a través de la actividad de las enzimas fosfolipasa A2, ciclooxigenasas y
lipooxigenasas (Figura 6) (Saldeen y col,, 2006; Schmitz y col,, 2008). Los LC-PUFA de
ambas familias pueden competir entre si por estas enzimas para dar lugar a diferentes
clases de eicosanoides, los cuales pueden tener efectos opuestos (Surette y col.,, 2008). En
general, se reconoce a los derivados del AA como eicosanoides mas potentes
fisiologicamente y de naturaleza pro-inflamatoria, por lo que una ingesta excesiva de
LC-PUFA n-6 promueve la sintesis de eicosanoides pro-inflamatorios (Schmitz y col,
2008). Por otro lado, ha sido demostrado que el EPA y el DHA son precursores de
importantes resolvinas E y D, protectinas y maresinas, los cuales son potentes agentes
bioactivos en la resolucion de la inflamacién por lo que tienen actividades regulatorias
inmunoldgicas anti-inflamatorias, inhibiendo la produccién de citoquinas inflamatorias y
disminuyendo el reclutamiento de leucocitos (Serhan y col,, 2004), por lo que una elevada
ingesta de LC-PUFA n-3 se ha asociado con efectos anti-inflamatorios. En adicién a esto, es
conocido que la inflamacién estd relacionada a varias enfermedades crénicas, como
enfermedad coronaria, artritis reumatoidea, obesidad, diabetes, cancer y enfermedades
neurolégicas (Calder, 2006), por lo que el balance n-6/n-3 es un determinante importante
del mantenimiento de la homeostasis y del desarrollo normal (Simopoulos, 2008; 2009).
Ha sido demostrado que la elevada relacion n-6/n-3 de LC-PUFA (15/1 a 16,7/1),
encontrada actualmente en las dietas occidentales, podria promover estas enfermedades
(Griffin y col., 2006; Simopoulos, 2008), lo que lleva a considerar que la reduccion de esta
relacion constituye una acciéon preventiva de enfermedades crénicas no transmisibles
(Simopoulos, 2008; 2009). Asi, una relaciéon 4/1 fue asociada con una reduccion del 70%

en la mortalidad por enfermedad cardiovascular; una relaciéon de 5/1 tuvo efectos
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benéficos en pacientes con asma y relaciones de 2-3/1 suprimieron la inflamacién en

pacientes con artritis reumatoidea (Simopoulos, 2008).

Figura 6: Vias de sintesis de eicosanoides de la familian3 yn 6
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Esquema resumido de la biosintesis de prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) leucotrienos (LT),
resolvinas (Rv), lipoxinas, protectinas y maresinas a partir del acido araquidénico (AA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA) a través de ciclooxigenasas (COX),
lipooxigenasas (LOX) y fosfolipasa Az (PLA;). LA: 4cido linoleico. DGLA. Acido di-homo y-linolénico.
ALA: acido a-linolénico. Adaptado de El Badry y col. (2007), Lorente-Cebrian y col. (2013) y
Massaro y col. (2008)

Como se hiciera referencia anteriormente, una ingesta excesiva de AL lleva a una baja
conversion de ALA a EPA (0,2 a 6%) e incluso a menor sintesis de DHA (0,05% o menos)
(Goyens y col., 2006), por lo que las recomendaciones llevan, no s6lo a incrementar la
relacion AL/ALA: 5/1 - 10/1, sino también a enfatizar en el consumo de alimentos ricos en
EPA y DHA. En adicidn, los efectos benéficos atribuidos a los AG de la familia n-3 han sido
asociados fundamentalmente a los LC-PUFA de esta familia, es decir EPA y DHA, mas que
al consumo de ALA (Lorente-Cebrian y col, 2013). Numerosas asociaciones
internacionales y de diferentes paises, tanto americanos como de la Unién Europea,
recomiendan el consumo de alimentos ricos en EPA y DHA o capsulas conteniendo estos
AG. Asi, la recomendacion general es de dos porciones de alimentos ricos en EPA y DHA
por semana, o bien, expresado en cantidad de AG entre 0,5y 1 g por dia de EPA+DHA como

prevencion primaria de enfermedades cardiovasculares (Lorente-Cebrian y col., 2013).
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1.4. FUENTES PRINCIPALES DE ACIDOS GRASOS DIETARIOS

En los ultimos 100 afios, se ha incrementado el consumo de AG de la familia n-6 debido
a las nuevas tecnologias aplicadas en la agricultura y la industria de los aceites vegetales,
que llevé a aumentar el cultivo de granos. La producciéon a gran escala de aceites vegetales
se increment6 luego de la Primera Guerra Mundial por la elevada eficiencia y bajo costo de
los granos, llevando a un mayor consumo poblacional de aceites como girasol y maiz
(Kirschenbauer, 1960). Esto condujo a un importante desbalance en la relacién n-6/n-3
ingerida, sobre todo en la dieta occidental (Simopoulos, 2008). En la Figura 7 puede
observarse la composicion de AGS, MUFA y PUFA de diferentes aceites y grasas

comercializadas.

Figura 7: Contenido de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados de
diferentes aceites y grasas
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Figura comparativa del porcentaje de acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos
monoinsaturados (MUFA) y acidos grasos poliinsaturados (PUFA) presentes en diferentes aceites y
grasas disponibles para su comercializacion alrededor del mundo. Adaptada de Guillén y col.(2009).

La dieta Mediterranea ha sido ampliamente estudiada (Keys, 1995) por los efectos
benéficos observados en la salud cardiovascular de la poblacién. Esta dieta es
principalmente a base de vegetales y difiere de la dieta occidental en que se consume
menos cantidad de carnes y productos lacteos, y ademas, esta caracterizada por la elevada

ingesta de aceite de oliva. Como consecuencia de esto, y atribuyendo propiedades
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benéficas al aceite de oliva, se han desarrollado aceites, como el aceite de girasol alto
oleico y el aceite de cartamo alto oleico, con menores niveles de AL y ricos en AO.

Por otro lado, dado que numerosas organizaciones han recomendado el consumo de AG
de la familia n-3, se han comenzado a comercializar aceites que contienen elevados niveles
de AG de esta familia, como aceites de canola, lino y soja, ricos en ALA (Hunter, 1990). Sin
embargo, como fue sefalado anteriormente, los AG n-3 que han mostrado tener efectos
benéficos sobre las alteraciones producidas en ciertas enfermedades crénicas no
transmisibles, son el EPA y el DHA. Estos AG, se encuentran fundamentalmente en el aceite
de pescado, pero debido a su bajo consumo en la comunidad occidental, se ha buscado
enriquecer con estos AG, alimentos de consumo habitual. Sin embargo, ha sido dificil
incorporarlos a la dieta de la poblacién debido a que alteran el sabor de estos alimentos,
por lo que se ha fomentado la comercializaciéon de capsulas que aportan EPA y DHA en las
cantidades recomendadas de consumo (Kolanowski y col., 2006).

Con el advenimiento de la Revolucién Industrial, y con el objetivo de incrementar el
punto de fusién de los aceites vegetales para aplicarlos en la elaboracién de otros tipos de
alimentos, se desarroll6 la hidrogenacion parcial de los aceites. Durante este proceso los
aceites son calentados bajo presion con gas hidrégeno y un metal catalitico (usualmente
niquel), y como consecuencia de esto, diferentes proporciones de AGI con configuracion cis
son transformadas a AGS, isémeros posicionales con ubicacién alterada del doble enlace

dentro de la molécula, e isémeros geométricos como los AGt.
2.L0S ACIDOS GRASOS TRANS

Durante las ultimas dos décadas, el consumo de AGt ha sido identificado como un
importante factor de riesgo de enfermedades cardiovasculares, el cual es considerado un
factor modificable, ya que su consumo puede ser regulado. Las publicaciones surgidas de
los estudios acerca de los efectos de la ingesta de AGt sugieren que éstos podrian causar
disfuncién metabolica e incrementar la adiposidad visceral, el peso corporal y el riesgo de

diabetes mellitus tipo 2 (Micha y col., 2009).
2.1. FUENTES DE ACIDOS GRASOS TRANS

El proceso de hidrogenacién parcial de los aceites vegetales lleva a la formaciéon de
isomeros de AG del tipo trans. La cantidad de AGt producida depende tanto, de la
composicién quimica del aceite vegetal hidrogenado, como de las condiciones técnicas del
proceso de hidrogenacién (calor, presion, tiempo y tipo de catalizador). Desde el punto de
vista tecnolédgico, es deseable que las condiciones de hidrogenacién lleven a una alta

proporcion de AGt, ya que estos incrementan el punto de fusién y disminuyen el grado de
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insaturacion de los lipidos del aceite y, consecuentemente, la propensiéon a la auto-
oxidaciéon de los mismos. El alto punto de fusién resulta en una grasa mas endurecida, lo
que es util en la fabricacion de margarinas, grasas para frituras y otros productos. La baja
proporcion de compuestos auto-oxidables, por otro lado, son deseables para reducir el
desarrollo de rancidez y extender la vida media de los productos (Koletzko y col., 1997).

Si bien, los AGt incorporados en la dieta del hombre provienen principalmente de los
alimentos procesados industrialmente, como asi también de aceites sometidos a
condiciones inadecuadas, también se consume una pequefia parte de fuentes naturales
como carne y leche de animales rumiantes (Koletzko y col,, 1997). En estos animales, los
AGt son sintetizados en el rumen a través de la actividad de las bacterias de la flora
normal. La biohidrogenacion del AL y del ALA produce, predominantemente, acido
vaccénico t11-18:1 (AV), y los niveles de produccién de este isémero, dependen de la
disponibilidad de AL y de ALA en el forraje que constituye el alimento de estos animales
(Koletzko y col., 1997).

Tanto las grasas provenientes de carne y leche de rumiantes, como las provenientes de
la hidrogenacién industrial, contienen los mismos isémeros de AGt: acido elaidico ¢t9-18:1
(AE) y AV, entre otros; sin embargo la proporcion entre ellos es notoriamente diferente
(Weiland y col., 1999). La grasa de origen rumiante contiene principalmente AV, mientras
que el AE es el principal isémero trans en la grasa manipulada industrialmente. El
contenido de AGt en las grasas hidrogenadas de origen industrial varia ampliamente,
pudiendo superar el 60% del contenido de AG totales, mientras que el contenido de AGt en
la carne y productos lacteos es considerablemente bajo, encontrandose entre un 2-5% de
los AG totales (Weggemans y col.,, 2004).

Un dato importante aportado por Tsuzuki y col. (2010), es que el impacto sobre el
consumo total de AGt que produce la fritura de los aceites vegetales de uso comun, es
escaso. Esto indica que no hay formacién de AGt durante el proceso de fritura
convencional de los aceites comestibles, implicando que los AGt sélo pueden ser formados
bajo condiciones de calentado drastico, es decir a altas temperaturas o reutilizando los
aceites varias veces (Liu y col., 2006).

Debido a los efectos deletéreos asociados al consumo de AGt, fue inevitable regular el
contenido de estos isdmeros en los alimentos comercializados. De esta manera, en nuestro
pais, el Cédigo Alimentario Argentino, en el ANEXO I “REGLAMENTO TECNICO MERCOSUR
SOBRE EL ROTULADO NUTRICIONAL DE ALIMENTOS ENVASADOS” dentro de la
clasificacién de Grasas define a las “Grasas trans” como “los TG que contienen acidos
grasos insaturados con uno o mas dobles enlaces en configuracion trans, expresados como

acidos grasos libres”.
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A partir del 12 de agosto de 2006, el rotulado nutricional es obligatorio para todos los
alimentos envasados, con pocas excepciones, especificadas en la legislacién, y debe contar
con la informacién nutricional correspondiente al alimento. Se debe declarar en el
rotulado el contenido cuantitativo del valor energético de las grasas trans. Ademas, cuando
se encuentren presentes, deben ser computados en el calculo de grasas saturadas para la
informacién nutricional complementaria relativa a grasa saturada y colesterol. En adicién
a esto, en 2010 se anex6 el Articulo 155tris que especifica que “el contenido de AGt de
produccién industrial en los alimentos no debe ser mayor a: 2% del total de grasas en
aceites vegetales y margarinas destinadas al consumo directo y 5% del total de grasas en
el resto de los alimentos. Estos limites no se aplican a las grasas provenientes de
rumiantes, incluyendo la grasa lactea.” Contemplando asi las diferencias existentes entre
los efectos asociados a las grasas trans de origen natural e industrial, como se vera mas

adelante.
2.2. METABOLISMO DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS

2.2.1. Incorporacion de los acidos grasos trans en los tejidos

Los AGt dietarios son, en su mayoria, rapidamente absorbidos e incorporados a los
lipidos tisulares (Emken, 1979b; Kummerov, 1975; Kummerow, 1974; Kummerow, 1979).
La cantidad incorporada, depende, entre otros factores, de su concentracion en la dieta
(Emken, 1979a). Ademas, la acumulacion de los AGt en los tejidos podria ser selectiva. Asi,
el tejido adiposo y el higado generalmente contienen altos niveles, comparados a otros
tejidos (Heckers y col, 1977; Schrock y col, 1975). Algunos estudios indican que el
cerebro, es un 6rgano altamente protegido contra la incorporacién de isémeros trans en
sus lipidos complejos, tanto en especies animales, como en humanos (Cook, 1981; Larque
y col,, 2001; Pettersen y col.,, 1992). Sin embargo, estudios realizados por Texeira y col.
(2012), demostraron, luego de una ingesta prolongada de dietas conteniendo altos niveles
de AGt, la incorporaciéon de 0,3% de AGt en cerebro. En humanos, se ha demostrado que
los AGt, son incorporados en todas las clases lipidicas de higado, corazoén, glébulos rojos y
plasma (Ohlrogge y col.,, 1982; Rocquelin y col,, 1985). Estas diferencias en los niveles
tisulares, podrian reflejar la incorporacién preferencial de los AGt en clases particulares de
lipidos, por ejemplo en ésteres de colesterol para el caso de tejido adrenal (Egwin y col.,
1971) 6 en FL en el caso de tejido hepatico (Wood y col., 1970). Los AGt son también
incorporados dentro de las lipoproteinas del suero, y se ha discutido, la posible

significancia de esto en relacion al desarrollo de aterosclerosis (Kummerow, 1974).
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2.2.2. Oxidacion de los acidos grasos trans

Numerosos trabajos (Anderson y col,, 1967; Coats, 1964; Lawson y col., 1979; Stearns y
col, 1967; Wood, 1979), han informado que los AGt son oxidados a velocidades
equivalentes que los correspondientes isomeros cis. Sin embargo, Stearns y col. (1967), en
estudios con AG marcados (14C), demostraron que los isémeros cis, fueron catabolizado en
un grado ligeramente mayor que los correspondientes isémeros trans, y la mayor parte de
éstos fueron retenidos en la carcasa de ratas de experimentacion. Estos datos sugieren que
los animales que consumen dietas conteniendo t-18:1 por un periodo prolongado de
tiempo, acumulan isémeros trans en sus depdsitos grasos. Posteriormente, un trabajo
realizado por Guzman y col. (1999), en hepatocitos de rata demostr6 que el AE y el AO,
isbmeros geométricos trans y cis, respectivamente, son metabolizados de forma diferente.
Asi, mientras que el AE es preferentemente oxidado, el AO es esterificado en moléculas de

colesterol y FL.
2.2.3. Desaturacion de los acidos grasos y sintesis de prostaglandinas

Como se indicé anteriormente, en el metabolismo de los AG de 18 carbonos en la
seccién “1.3. Acidos grasos dietarios”, la A6-desaturasa, es la encargada de controlar la
velocidad de sintesis de PUFA (Brenner, 1977), y tanto la A6- como la A5-desaturasas,
estan involucradas en la conversion de AG esenciales a precursores de prostaglandinas y
eicosanoides. Se ha demostrado que los isémeros trans de AG con una o dos insaturaciones
podrian inhibir estas desaturasas, por lo que se deben tener en cuenta los efectos de estos
isomeros en el metabolismo de prostaglandinas y sus diversas funciones, ya que esto
podria, en parte, explicar el mecanismo por el cual los AGt exacerban los sintomas de la
deficiencia de AG esenciales (Kinsella y col, 1981). Por otro lado, varios isémeros
posicionales de los ¢t-18:1 pueden ser desaturados por la enzima A9-desaturasa y, por lo
tanto, podrian competir con el acido estearico (18:0), el cual es el sustrato normal para
esta enzima (Mahfouz y col., 1980). Ademas, la accién de las enzimas desaturasas
pareciera depender del tipo de AGt que es empleado como sustrato. Asi por ejemplo, el AE
podria inhibir las A6- y A9-desaturasas; sin embargo, el grado de inhibicién, al menos para
la desaturacién en la posicién 6, parece ser mucho menor que la producida por el isémero

trans, trans del AL (Brenner, 1977).
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2.3. EFECTOS DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS SOBRE LA SALUD

2.3.1. Mecanismos de accion de los acidos grasos trans

Estudios experimentales sugieren que los AGt ejercen sus multiples efectos alterando,
entre otras, vias metabdlicas de sefializacion, como fuera demostrado en distintos tipos de
células. En hepatocitos, los AGt modifican la produccién de lipoproteinas alterando, por un
lado, la secrecidn, la composicién lipidica y el tamafio de las particulas de apolipoproteina
B100; como asi también incrementando la acumulacién y secrecién celular de colesterol y
ésteres de colesterol (Dashti y col., 2002; Mitmesser y col., 2005). En monocitos, los AGt
inducen la produccién de citoquinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral y su
receptor, y los niveles de interleuquina 6 (Han y col., 2002; Mozaffarian y col., 2004). Los
AGt también conducen a alteraciones que incrementan la disfuncién endotelial (Baer y col.,
2004; de Roos y col, 2001; Lopez-Garcia y col., 2005); y, en adipocitos, alteran el
metabolismo de los AG, reduciendo los niveles de la proteina estimuladora de la acilacién,
la captacion de TG y la esterificacion del colesterol e incrementando la produccién de AG
libres (Matthan y col., 2001).

Todos estos tipos celulares tienen roles centrales en el incremento del riesgo de
enfermedades crénicas no transmisibles, como enfermedad cardiovascular y diabetes. Los
mecanismos exactos involucrados en cada uno de estos efectos no estan del todo claros,
sin embargo, podrian tenerse en cuenta algunos aspectos por los cuales los AGt ejercerian
estas alteraciones. Takatori y col. (1976) demostraron que la acumulacién de pequenas
concentraciones de AGt en los tejidos podrian tener efectos metabdlicos,
independientemente de la proporcién en que se los consuma. En relaciéon a esto, la
incorporacién de los AGt en las membranas fosfolipidicas, podria alterar el empaquetado
de los FL e influenciar, posiblemente, sobre las propiedades fisicas de las membranas, asi
como sobre la actividad de enzimas asociadas a las mismas (Chapman y col.,, 1966).

Por otro lado, es ampliamente conocido que los AG son ligandos de diversos receptores
citosdlicos que regulan la expresion génica, entre los que se pueden mencionar: el receptor
de activacién de la proliferacién de los peroxisomas (PPAR, del inglés: peroxisome
proliferator-activated receptors), receptor hepatico X, receptor de retinoide X y la proteina
de unioén al receptor de respuesta a esteroles (SREBP, del inglés: sterol regulatory element
binding protein) (Diamond y col.,, 2002). Asi, los AGt, uniéndose a estos receptores, alteran
procesos intracelulares que inducen la secrecién de hormonas y de agentes sefializadores,
adipocitoquinas, mediadores inflamatorios, proteinas lipasas, entre otros. Estos
mediadores cumplen roles centrales en diversos procesos (Micha y col., 2009), por lo que
estos efectos inducidos por los AGt han sido asociados a alteraciones que llevan a
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disfunciones celulares o a promover el desarrollo de ciertas patologias, con consecuencias
sobre la salud. Si bien los estudios acerca de las consecuencias de elevadas ingestas de AGt
sobre la salud son numerosos, a continuaciéon se mencionaran algunos efectos de los AGt

relacionados al desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles.
2.3.2. Perfil de lipidos plasmaticos y riesgo de enfermedad cardiovascular

Los efectos de la grasa dietaria en el riesgo de padecer enfermedad coronaria, han sido
tradicionalmente asociados por sus consecuencias sobre los niveles circulantes de
colesterol LDL. Sin embargo, las grasas también afectan los niveles de colesterol HDL
siendo la relacion colesterol total/colesterol HDL un marcador mas especifico de riesgo de
enfermedad coronaria (Mensink y col, 1990). Existen numerosos trabajos
epidemiolégicos, realizados en diferentes paises, que relacionan a los AGt con alteraciones
en los niveles de colesterol sérico. Al comparar su consumo con el de los AGS, muchos
autores concluyen que los AGt poseen efectos mucho mas deletéreos sobre el perfil de
lipoproteinas plasmaticas, ya que los mismos no sélo incrementan el colesterol LDL, sino
que ademas disminuyen los niveles de colesterol HDL, incrementando la relaciéon
colesterol total/colesterol HDL (Aro y col,, 1997; de Roos y col., 2001; Judd y col, 1994;
Mensink y col,, 1990). En un meta-analisis realizado por Mensink y col. (2003) sobre 60
ensayos publicados entre 1970 y 1998 en 11 paises, se calculf el efecto de la cantidad y
tipo de grasa dietaria sobre la relaciéon colesterol total/colesterol HDL. Los autores
encontraron que, entre los macronutrientes estudiados, los AGt fueron los que mayor
efecto deletéreo tuvieron sobre este parametro y que incluso bajas concentraciones de AGt
en la dieta, podrian incrementar el riesgo de enfermedad coronaria. Lichtenstein y col.
(1999) demostraron que en pacientes con hipercolesterolemia, los niveles de colesterol
total y colesterol LDL séricos fueron significativamente mayores en aquellos individuos
que consumieron dieta con alto contenido de AGS. Sin embargo, el consumo de AGt redujo
significativamente los niveles de colesterol HDL llevando a una mayor relaciéon
colesterol total/colesterol HDL. Van Tol y col. (1995) demostraron que los AGt
incrementan la actividad plasmatica de la proteina CETP (Cholesteryl Ester Transfer
Protein), involucrada en la transferencia de ésteres de colesterol de las HDL a las LDL y
VLDL, lo que podria explicar la reduccién de los niveles de HDL y del incremento de las
LDL.

Ademas del efecto sobre la colesterolemia en suero, los AGt incrementan los niveles
séricos de TG cuando se los compara con la ingesta de otras grasas (Mensink y col,, 2003) e
incrementan los niveles de Lipoproteina a (Ascherio y col., 1999). El efecto observado

sobre los niveles de colesterol HDL, la relacion colesterol total/colesterol HDL y sobre los
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TG circulantes, aumentan el riesgo de enfermedad cardiovascular. Un estudio realizado
por Ascherio y col. (1994) arrib6 a la conclusién de que el riesgo relativo de enfermedad
cardiovascular fue incrementado en un 27% por el consumo de AGt. Si bien, alin no esta
esclarecido el mecanismo por el cual los AGt aumentan el riesgo de padecer un evento
cardiovascular, podria contemplarse el efecto de su incorporacién en las membranas, la

modificacion de la estructura y la consecuente alteracion de las vias enzimaticas.
2.3.3. Adiposidad e Inflamaci6én

Los efectos de los AGt sobre la adiposidad son controversiales debido a la diversidad de
isomeros. Mientras algunos estudios reportan un incremento de los depdsitos de grasa por
el consumo de AGt en humanos (Matthan y col., 2001; Smit y col., 2010), otros trabajos han
demostrado un efecto opuesto (Atal y col, 1994; Faulconnier y col, 2006). Estas
alteraciones en la acumulacién de lipidos en el tejido adiposo tiene una estrecha relaciéon
con el desarrollo de inflamacioén, ya que este tejido, ademas de su funciéon como reserva de
energia, estd involucrado en la secrecion de moléculas bioactivas denominadas
adipocitoquinas, como el factor de necrosis tumoral ¢, interleuquina 6, resistina, entre
otras (Scherer, 2006). Estas moléculas son consideradas pro-inflamatorias y tienen un
importante rol en la fisiopatologia de diversos des6rdenes metabdlicos (Fruhbeck y col,,
2001; Rajala y col,, 2003; Trayhurn y col, 2001; Trayhurn y col, 2004), por lo que un
desbalance en su produccién facilita el desarrollo de diversas enfermedades como
obesidad, resistencia a la insulina, aterosclerosis, entre otras (Trayhurn y col, 2006).
Evidencias recientes sugieren que las grasas con alto contenido de AGt promueven la
inflamacion, lo cual podria estar parcialmente mediado por el tejido adiposo (Mozaffarian
y col.,, 2004). Ingestas elevadas de AGt fueron asociadas con una incrementada actividad
del factor de necrosis tumoral (Mozaffarian y col., 2004) e incrementados niveles de
interleuquina-6 y proteina C reactiva en personas con elevado indice de masa corporal
(Lopez-Garcia y col,, 2005), lo que podria representar un mecanismo potencial para los
efectos sobre el riesgo de enfermedad coronaria y diabetes. Sin embargo, algunos trabajos
han demostrado que los efectos de los AGt sobre la inflamacién no difieren

significativamente del de las grasas saturadas (Baer y col.,, 2004; Han y col., 2002).
2.3.4. Sensibilidad a la insulina y diabetes

Algunos estudios (Louheranta y col.,, 1999; Lovejoy y col., 2002) sugirieron que los AGt
no tendrian efecto sobre los niveles de glucosa circulante y la sensibilidad a la insulina en
mujeres y hombres sanos, con peso corporal normal. En estudios epidemiolégicos, que

incluyen individuos con sobrepeso o pacientes con diabetes mellitus establecida, los
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efectos de una dieta con AGt sobre la sensibilidad a la insulina, son adversos, mostrando
incrementos de los niveles de insulina circulantes sin disminucién de la glucosa tanto en
ayuno como en condicién post-prandial (Christiansen y col, 1997; Lefevre y col., 2005;
Vega-Lopez y col., 2006).

Estudios prospectivos han investigado la incidencia de la ingesta de AGt sobre la
diabetes. Dentro de estos reportes, algunos resultados han mostrado una asociacién
positiva entre la ingesta de AGt y la incidencia de diabetes en la poblacién estudiada (Hu y
col, 2001), mientras que otros autores no han encontrado una relacién significativa (van
Dam y col., 2002). Sin embargo, en general, las evidencias de los efectos de los AGt sobre
los marcadores de la homeostasis glucosa-insulina, en estudios aleatorios controlados, y
en la incidencia de diabetes, en estudios observacionales, no son muy consistentes. Los
estudios sugieren que el consumo de AGt podria exacerbar la resistencia a la insulina y, a
largo plazo, incrementar la adiposidad visceral y el riesgo de diabetes mellitus,
particularmente entre individuos predispuestos (Micha y col., 2009).

Con respecto a trabajos llevados a cabo en animales de experimentacién, resultados
hallados por nuestro grupo de investigacion sugieren que los AGt no tendrian efecto sobre
las vias de metabolizacién de la glucosa, tanto en higado como en musculo esquelético de
ratas (Bernal y col., 2006). Sin embargo, otros autores sugieren que el consumo de AGt
tiene efectos adversos sobre los parametros de insulino-resistencia, en comparacién a
dietas equivalentes conteniendo carbohidratos, MUFA o AGS. Estos efectos adversos
incluyen, ademas de incrementados niveles de TG en suero (Axen y col., 2003; Ibrahim y
col,, 2005), hiperinsulinemia posprandial (Ibrahim y col, 2005; Kavanagh y col., 2007;
Pisani y col, 2008) hiperglucemia (Albuquerque y col, 2006; Axen y col, 2003) y
reduccion de la captacién de la glucosa por el musculo esquelético (Kavanagh y col.,, 2007;
Natarajan y col, 2005) y musculo cardiaco (Osso y col, 2008). Estas disfunciones
metabdlicas han sido acompafiadas por elevada grasa visceral y grasa hepatica (Axen y
col,, 2003; Kavanagh y col,, 2007) y una reducida expresién de los receptores de insulina

hipotalamicos (Albuquerque y col., 2006).
2.3.5. Disfuncion endotelial

La disfunciéon endotelial es un signo temprano clave en el desarrollo de la
aterosclerosis. En un ensayo aleatorio controlado realizado en 50 hombres, se observé que
una elevada ingesta de AGt resulté en niveles elevados de E-selectina, un marcador
circulatorio de disfuncién endotelial (Baer y col., 2004). Estos resultados son consistentes
con lo hallado en otros estudios observacionales donde se demostré que, una dieta

habitual rica en AGt esta asociada a niveles incrementados de E-selectina y de moléculas
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de adhesion celular (Lopez-Garcia y col., 2005). Por otro lado, los marcadores de la funciéon
endotelial también se vieron afectados. En este sentido, se observé una reducida

vasodilatacion en comparacién a una dieta equivalente rica en AGS (de Roos y col., 2001).
2.3.6. Cancer

Existen algunos estudios que evaliian la relacion entre la ingesta de AGt y el desarrollo
de cancer en diferentes sitios, los cuales fueron realizados en poblaciones con alto
consumo de AGt. Sin embargo, a pesar de la elevada ingesta, es poca la evidencia existente
que establezca una relacion positiva entre el consumo de AGt y el riesgo de cancer
(Thompson y col., 2008). El cancer de mama es el que presenta mayores estudios en
relacion a la ingesta de AGt, sin embargo, alin no hay mecanismos biol6gicos claros que
expliquen los efectos adversos de los AGt sobre el desarrollo de este tipo de cancer. En
animales de experimentacion, algunos trabajos demuestran que no existiria un efecto
positivo de los AGt sobre la tumorgénesis mamaria. Por otro lado, en humanos, mientras
que algunos trabajos hallaron una correlacién positiva entre el consumo de AGt con la
incidencia de cancer de mama (Chajes y col.,, 2008; Rissanen y col., 2003; Voorrips y col.,
2002), otros no lo han podido asociar (Byrne y col,, 2002; Holmes y col., 1999; Kim y col,,
2006).

Con respecto a estudios sobre otros tipos de cancer, la informacién disponible es escasa
y, aun, se requieren mayores evaluaciones. Entre ellos, es importante mencionar la
relacion con el cancer de proéstata, donde algunos estudios prospectivos muestran una
correlacion positiva con la ingesta de AGt (Chavarro y col., 2008; King y col,, 2005). Es
significativo destacar que, tanto para el cAncer de mama (Rissanen y col, 2003), como
para el de proéstata (King y col., 2005), se han establecido diferencias entre los efectos de

los AGt naturales y los de origen animal.
2.4. LoS ACIDOS GRASOS TRANS DE ORIGEN NATURAL

La mayoria de los trabajos que han demostrado efectos negativos de los AGt, han sido
llevado a cabo con grasas derivadas de la manipulacién industrial y con alto contenido de
AE. En los ultimos anos, la evidencia acerca de los efectos de los isdmeros trans naturales,
ha crecido ampliamente. El AV es el principal precursor del conjugado del acido linoleico
(CLA) ¢9,t11-18:2, también conocido como acido ruménico (AR), y se lo puede encontrar,
en una cantidad relativamente elevada, en productos lacteos derivados de animales

rumiantes (Griinari y col.,, 2000) (Figura 8).
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Figura 8: Comparacion del contenido de acidos grasos trans en dos tipos de grasa
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Ha sido demostrado que, cuando el AV es consumido a través de la dieta, puede ser
bioconvertido a AR por la enzima A9-desaturasa tanto en animales de experimentacion
(Santora y col,, 2000) como en humanos (Turpeinen y col., 2002). Por lo tanto, es probable
que la conversion de AV a AR, contribuya a la cantidad de AR disponible en el organismo y,
ademas, la cantidad formada endégenamente podria tener efectos similares a los
demostrados para el AR dietario (Tholstrup y col., 2006). Un trabajo publicado por Meijer
y col. (2001), muestra una comparaciéon sobre el efecto diferencial del AE y el AV en
hamster sobre el metabolismo lipidico. La relaciéon colesterol LDL/colesterol HDL en
plasma fue significativamente mas elevada en los animales que consumieron dieta rica en
AE, en comparacion al consumo de AV, a expensas de un incremento leve, no significativo,
del colesterol LDL. Sin embargo, en este estudio, las diferencias en el impacto que tendria
el consumo de AE o AV sobre el metabolismo lipidico en la patogénesis de la enfermedad
coronaria, son muy sutiles y no sustentan la discriminacién entre ambos isémeros trans.
Posteriormente, en un trabajo realizado por Tholstrup y col. (2006), donde evaldan el
efecto de los AGt presentes en leche de rumiantes, observan que estos AGt no tendrian el
efecto colesterolémico observado para los AGt producidos industrialmente. Wang y col.
(2008) demostraron que la suplementaciéon con AV durante un periodo corto de tiempo a
ratas obesas (JCR:LA-cp), no produce ningin efecto metabodlico deletéreo vy,
contrariamente, tiene un efecto hipotrigliceridémico. Ademas, paralelamente, se pudo

observar que, la suplementacién créonica con AV a la dieta, mejora la dislipemia,
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reduciendo la lipogénesis hepatica de novo y la secreciéon de quilomicrones en el mismo
modelo animal (Wang y col.,, 2009). Incluso, en un modelo de rata insulino-resistente
(JCR:LA-cp), el AV suplementado a una dieta rica en AR, exacerba las propiedades
hipolipemiantes del AR (Jacome-Sosay col., 2010).

Estudios preclinicos y epidemiol6gicos, demostraron efectos benéficos o neutros de los
AGt derivados de grasa de rumiantes, en dietas con niveles normales de grasa (Gebauer y
col, 2011). Recientemente, algunos trabajos, sugieren que el consumo de grasas trans
derivadas de rumiantes podria proteger contra eventos cardiovasculares (Bendsen y col.,
2011) y, mas aun, no han mostrado tener efectos adversos sobre los marcadores de
enfermedad cardiovascular (Brouwer y col, 2013).

Es importante mencionar que, en un momento, la manipulacién de grasas y aceites con
el fin de inducir la formacién de AGt fue un resultado buscado para obtener grasas con
determinadas propiedades fisicas, reduciendo asi el consumo de grasas saturadas, las
cuales tenian efectos negativos sobre la salud. Estudios posteriores asociaron la ingesta de
AGt con efectos deletéreos sobre la salud, sin embargo, la evidencia acerca de los efectos
diferenciales de los AGt de distinto origen, sugiere que se debe fomentar, principalmente,
el consumo de alimentos o ingredientes de origen natural, mas que aquellos alimentos que

hayan surgido de la manipulacién industrial.
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OBJETIVOS

Finalmente, en virtud de lo anteriormente presentado podemos decir que los estudios
nutricionales destinados a evaluar los efectos de los AGt son, en general, de dificil
interpretacion por el gran niimero de variables introducidas en relacién al tratamiento
dietario, especie animal utilizada, tiempo de tratamiento experimental, tipo de isémero
utilizado, entre otros. Los mecanismos relacionados a las modificaciones producidas por
los AGt en el metabolismo intermedio podrian estar asociados, entre otros, a alteraciones
en la biosintesis de LC-PUFA, por lo que el presente trabajo de tesis busca avanzar en el
conocimiento de los potenciales efectos metabdlicos-nutricionales de las interacciones que
podrian tener los AGt con aceites ricos en AG con diferentes proporciones relativas de AGI
de las series n-3, n-6 y n-9. En adicion, es importante analizar esta interaccion utilizando
niveles de grasa que podrian ser alcanzables por la poblacién evaluando los efectos de

aceites y grasas disponibles para el consumo humano.
OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del plan de trabajo es investigar los potenciales efectos metabélicos-
nutricionales de las interacciones de los AGt con aceites ricos en diferentes tipos de AGI en

un modelo animal experimental.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para responder al objetivo general, en ratones alimentados con dietas conteniendo
aceites con diferentes proporciones de AGI de las familias n-9, n-6 y n-3 suplementadas o

no con aceites ricos en AGt se propusieron los siguientes objetivos especificos:

v Determinar la eficiencia energética de las dietas.

v Explorar las probables alteraciones en la composicién corporal.

v Investigar las potenciales alteraciones en parametros del metabolismo intermedio de
suero, higado y musculo.

v Analizar la composicién de AG de los lipidos circulantes y tisulares, y correlacionarla
con las potenciales alteraciones observadas.

v Estudiar los mecanismos regulatorios de los niveles de TG séricos y hepaticos,
mediante la evaluacién de la capacidad de secreciéon hepatica de TG “in vivo”,

mediante la remocion plasmatica de TG pre-f3 lipoproteinas.
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v' Determinar la actividad y expresiéon de enzimas implicadas en la lipogénesis en
higado y tejido adiposo, como de sus factores de transcripcion.

v' Evaluar la actividad y expresiéon de las enzimas de la B-oxidaciéon en musculo
esquelético e higado como asi también del factor de transcripcion involucrado en sus
expresiones.

v Estimar el dafio peroxidativo y defensas hepéticas antioxidantes.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES

Para investigar los posibles efectos metabdlico-nutricionales de las interacciones de los
AGt con aceites ricos en diferentes tipos de AGI, se emplearon ratones macho, de la cepa
CF1, provistos por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad de Buenos Aires, o propios reproducidos en las instalaciones de nuestro
bioterio. Tanto durante el periodo de aclimatacién como durante el periodo experimental,
los animales fueron mantenidos en condiciones controladas (23+2 2C y ciclo luz-oscuridad
de 12 horas). Todos los estudios fueron programados segiin normas internacionales para
el uso de animales de laboratorio (Guide to the Care and Use of Experimental Animals of
Laboratory). Luego del destete, los mismos fueron aclimatados durante dos semanas, con
libre acceso al agua y a una dieta estandar de laboratorio. Posteriormente, fueron
distribuidos aleatoriamente en 6 grupos (n=5o06 dependiendo de la experiencia) y
alimentados durante 30 dias con alguna de las dietas experimentales, controlando el peso

corporal y otros parametros nutricionales segtin la experiencia programada.
2. DIETAS EXPERIMENTALES

Las dietas experimentales, a las cuales fueron sometidos los diferentes lotes de
animales, fueron preparadas en el laboratorio a partir de los componentes de grado
alimenticio segin un modelo de dieta estandar en base a las recomendaciones emanadas
del comité ad hoc del Instituto Americano de Nutriciéon (AIN-93G) para roedores en
crecimiento (Reeves y col,, 1993) (Tabla 1). Las mismas fueron isocaléricas y contuvieron
un 7% de grasa, diferenciandose en el tipo de aceite experimental empleado como fuente

lipidica:

e Oliva (0): 7% de aceite de oliva

e Maiz (M): 7 % de aceite de maiz

e Canola (C): 7% de aceite de canola

e Oliva + AGt (Ot): se sustituyé parte del aceite de oliva de la dieta “Oliva” por aceite
vegetal parcialmente hidrogenado para alcanzar 1 % de AGt.

e Maiz + AGt (Mt): se sustituy6 parte del aceite de maiz de la dieta “Maiz” por aceite
vegetal parcialmente hidrogenado para alcanzar 1 % de AGt.

e Canola + AGt (Ct): se sustituyo parte del aceite canola de la dieta “Canola” por aceite

vegetal parcialmente hidrogenado para alcanzar 1 % de AGt.
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Tabla 1 Composicion de las dietas experimentales (g/kg de dieta)

0 ot M Mt C Ct

Aceite de maiz - - 70 50 - -
Aceite de canola - - - - 70 50
Aceite de oliva 70 50 - - - -
Aceite vegetal parcialmente hidrogenado - 20 - 20 - 20
Caseina 200 200 200 200 200 200
Almidon 529,5 529,5 529,5 5295 5295 5295
Sacarosa 100 100 100 100 100 100
Fibras 50 50 50 50 50 50
Vitaminas 10 10 10 10 10 10
Minerales 35 35 35 35 35 35
L-cisteina + L-metionina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia (KJ/Kg) 16569 16569 16569 16569 16569 16569

0, Cy M corresponden a las dietas conteniendo aceite de oliva, maiz y canola, respectivamente; y Ot,
Mt, Ct corresponden a las dietas conteniendo aceite de oliva, maiz y canola, respectivamente
sustituidas parcialmente con aceite rico en AGt.

Los aceites de oliva, maiz y canola fueron utilizados como fuentes representativas de
lipidos enriquecidos en AG de las familias n-9, n-6 y n-3, respectivamente. Se empled
aceite de oliva como fuente de aceite rico en AG de la serie n-9 (relacion AO/AL/ALA:
55,2/17,2/0,7); aceite de maiz como fuente de aceite rico en AG de la serie n-6 (relacion
AO/AL/ALA: 31,3/ 53,3/ 0,9), aceite canola como fuente de aceite rico en AG de la serie
n-3 (relacion AO/AL/ALA: 63,2/19,0/10,9), y aceite vegetal parcialmente hidrogenado
(47% AGt) como fuente de AGt. Todas las dietas cumplieron las recomendaciones de AG
esenciales para asi evitar cualquier posible alteraciéon como consecuencia de un déficit
dietario de los mismos.

Para garantizar la estabilidad y composiciéon constante de los lipidos dietarios, se
controlé el estado de conservacién de los aceites mediante la evaluacién del Indice de
peroxidos y AG libres; asimismo, una alicuota de cada una de los lotes de aceites dietarios
a utilizar experimentalmente fue convertida a ésteres metilicos y la composicién de sus AG
constitutivos fue analizada por Cromatografia Gaseosa utilizando un cromatoégrafo
gaseoso marca Shimadzu GC 2014 (Tabla 2). Los aceites ricos en AGt fueron obtenidos

por gentileza de CALSA S.A. y provienen de la hidrogenacién parcial de aceites vegetales.
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Tabla 2: Perfil de Acidos grasos de los aceites experimentales (% del total de metil ésteres de
acidos grasos)

Acido graso AVPH Oliva Maiz Canola
14:0 0,09 0,00 0,03 0,07
16:0 11,06 17,10 12,21 3,99
16:1 0,00 1,97 0,12 0,19
18:0 10,78 1,58 1,93 2,22
t6 + t7 + t8-18:1 5,66 0,00 0,00 0,00
t9-18:1 7,29 0,00 0,00 0,00
t10-18:1 10,67 0,00 0,00 0,00
t11-18:1 9,65 0,00 0,00 0,00
t12-18:1 7,49 0,00 0,00 0,00
c6-18:1 8,26 0,00 0,00 0,00
€9-18:1 9,03 55,18 31,95 61,11
t15 +¢10-18:1 3,94 0,00 0,00 0,00
c11-18:1 3,23 4,76 0,54 3,49
19:0 0,56 0,00 0,00 0,00
t9,t12-18:2 1,35 0,00 0,00 0,00
c9,t12-18:2 0,4 0,00 0,00 0,00
t9,c12-18:2 0,44 0,00 0,00 0,00
€9,c12-18:2 0,63 17,21 51,26 18,41
20:0 0,03 0,30 0,50 0,52
c8-20:1 0,06 0,00 0,00 0,00
c11-20:1 0,02 0,24 0,25 0,90
€9,c12,c¢15-18:3 0,00 0,74 0,88 8,64
22:0 0,35 0,13 0,16 0,24
NI 9,35 0,70 0,15 0,22

AVPH: aceite vegetal parcialmente hidrogenado; NI: No identificados

3. PARAMETROS RELACIONADOS A LA COMPOSICION CORPORAL, RETENCION
ENERGETICA CORPORAL Y EFICIENCIA ENERGETICA
Un lote de animales fue utilizado para evaluar la composiciéon corporal y la eficiencia

energética de las dietas. Para ello, se realizé diariamente, un registro del peso de los

animales y de la ingesta de alimento (comida ofrecida y resto de alimento).
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3.1. COMPOSICION CORPORAL

Al finalizar el tratamiento, los animales de todos los grupos dietarios fueron
anestesiados y eviscerados. Las carcasas se pesaron y colocaron en estufa a 60 2C para
lograr el secado total de las mismas. Cada una de las carcasas secas fueron trituradas hasta
obtener una muestra homogénea, a partir de la cual, distintas alicuotas se utilizaron para

la determinacién del contenido de proteina, grasa y agua.
3.1.1. Determinacién del contenido de proteina

La cuantificaciéon de nitrégeno en alicuotas de carcasas secas y trituradas se realiz6
mediante el método de Kjeldahl (Windham, 1999). Basicamente, la muestra se digirié con
H2S04 concentrado con el fin de destruir oxidativamente la materia organica. De esta
manera el nitrégeno fue transformado en amoniaco, el cual qued6 retenido en solucién
como (NH4)2S0s4. El proceso se aceler6 mediante catalizadores como CuSO, y selenio, y por
elevacién de la temperatura de ebullicién del H.SO4 mediante el agregado de Na,SO4 o
K>SO4. Toda la materia organica se transform6é en CO; y H0 que se elimina por
calentamiento. E1 NH4* se transform6 en NHz por adicién de una solucién alcalina (NaOH
concentrado), y este ultimo fue arrastrado por vapor de agua y recibido en un frasco
colector conteniendo HCI 0,1N. El exceso de HCl que no reaccioné con el NH3 se titulé con
NaOH. Los miliequivalentes de nitréogeno correspondieron a la diferencia entre los
miliequivalentes de HCI totales presentes en el frasco colector y los miliequivalentes en
exceso. El contenido total de nitrégeno de las carcasas secas se multiplico por 6,25 con el
fin de estimar la cantidad de proteinas presentes (Rafecas y col., 1994). Los resultados se

expresaron como g de proteina/100 g de carcasa (%).
3.1.2. Determinacion del contenido de grasa

La cuantificaciéon del contenido de grasa total de la carcasa se realiz6 mediante la
extraccion con solvente utilizando el extractor de Twysselman (Windham, 1999). Para
ello, en alicuotas de carcasas secas y trituradas se realizé una extraccién con éter de
petroleo. De esta forma se valoraron todas las sustancias solubles en éter. El contenido de
grasa se obtuvo por gravimetria. Los resultados se expresaron como g de grasa/100 g de

carcasa (%).
3.1.3. Determinacion del contenido de agua

El contenido de agua se determiné por secado térmico (Windham, 1999). Para ello las
carcasas fueron pesadas y colocadas en estufa a 60 2C hasta peso constante. Los resultados

se expresaron como g de agua/100 g de carcasa (%).
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3.2. RETENCION ENERGETICA CORPORAL Y EFICIENCIA ENERGETICA

3.2.1. Retencion energética corporal

Se calcul6 a partir del contenido de proteinas y lipidos de la carcasa determinados
segln se explicara anteriormente. Se emplearon los factores de conversiéon de Canolty
(1976): 18,62 K] /g de proteina y 39,12 K]/g de lipido para transformar en energia (KJ) el
contenido de proteinas y grasas. La retencion energética total de la carcasa (RETC) se
calcul6 en funcién de la ganancia diaria de peso como proteinas y como grasa de cada
animal.

RETC (K]J/dia) = RPD (K]J/dia) + RGD (K]J/dia)

Donde:

Retencidn Proteica Diaria (RPD) = g proteina/dia x 18,62 K] /g proteina

Retencion de Grasa Diara (RGD) = g grasa/dia x 39,12 K] /g grasa

3.2.2. Eficiencia energética

La eficiencia energética (EE) durante el periodo experimental se calculé6 mediante el
cociente entre la ganancia de energia diaria de la carcasa y la ingesta energética (IE) (Bell
y col.,, 1995; Dulloo y col,, 1992; Specter y col.,, 1995). La ingesta energética se calculd
multiplicando la cantidad de alimento consumido por el nimero de K] aportados por
gramo de dieta (Tablal).

RETC (K]J/dia)

IE (KJ/dia)
4. OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE TEJIDOS

Para evaluar los parametros relacionados al metabolismo lipidico a nivel tisular se
utilizé otro lote de animales, los cuales fueron sometidos al mismo tratamiento
experimental, utilizando las 6 dietas descriptas anteriormente y un n=6 animales por
grupo. Al finalizar dicho tratamiento, los animales fueron sacrificados (9.00-11.00 AM)
bajo anestesia (1mg acepromacina + 100 mg ketamina/kg peso). Se extrajeron muestras
de sangre por puncién cardiaca y las mismas se centrifugaron a 42C. Las alicuotas de suero
obtenidas fueron congeladas a -202C hasta el momento de su valoracién. Higado, tejido
adiposo epididimal (TAE) y musculo gastrocnemio fueron extraidos en forma completa,
pesados, y muestras de cada uno fueron congeladas con una pinza enfriada en nieve
carbdnica, morterizadas y conservadas en ultrafreezer (-80 2C) hasta su procesamiento.

Para las cuantificaciones en musculo esquelético se seleccion6 el musculo

gastrocnemio, ya que, por su constitucién en tipos de fibras, es representativo del tejido
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muscular total, el cual posee una elevada capacidad oxidativa y de utilizacién de glucosa y
AG, como asi también representa aproximadamente el 45 % del peso corporal. Con
respecto al tejido adiposo, a pesar de que en roedores representa sélo un 7-10% de su
peso corporal y que recibe menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que es el
principal tejido responsable de la remoci6n de las lipoproteinas ricas en TG presentes en
circulacién en condiciones post-prandiales. Debido a esto, se utiliz6 el TAE como

representante para el estudio del metabolismo lipidico.

5. PERFIL LIPiDICO Y GLUCOSA EN SUERO

5.1. TRIGLICERIDOS

La concentracion de TG en suero se determiné mediante un método enzimatico,
empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). El método se
fundamenta en la hidrolisis enzimatica de los TG en glicerol y AG libres, por medio de una
combinacidén especial de lipasas. El glicerol, es fosforilado a glicerol-fosfato en presencia
de glicerol kinasa y ATP, luego este derivado fosforilado es oxidado con produccién de
peroxido de hidrégeno por accion de la enzima glicerol fosfato oxidasa. El indicador final
de color es una quinoneimina roja formada a partir del peréxido de hidrégeno,
4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la acciéon catalitica de una peroxidasa. La
quinoneimina posee un pico de absorcion a 510 nm. La intensidad de color es
directamente proporcional a la concentraciéon de TG presentes en la muestra. Los

resultados se expresaron en mmol/l

5.2. COLESTEROL

La concentracion de colesterol total en suero se determind mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). El
método se fundamenta en la hidroélisis enzimatica de los ésteres de colesterol por la
enzima colesterol esterasa liberando al medio colesterol y AG. El colesterol producido en
esta reaccion, mas el colesterol libre, es oxidado a colesterol-3-ona por acciéon de una
colesterol oxidasa, con formacién de peréxido de hidrégeno. Este Gltimo, en presencia de
peroxidasa, oxida el cromoégeno 4-Aminofenazona/Fenol a un compuesto de color rojo. La
quinoneimina roja formada posee un pico de absorcién a 505 nm. La intensidad de color
es directamente proporcional a la concentracién de colesterol total presente en la

muestra. Los resultados se expresaron en mmol/I.
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5.3. FOSFOLIiPIDOS

El nivel de FL séricos se evalué mediante la determinacién del contenido de fésforo
presente en un extracto de lipidos séricos. Asi para la obtencion del extracto se emple6 la
técnica propuesta por Folch (1957), la cual permite la extraccién y purificacién de los
lipidos del suero, mediante la homogenizacién de una alicuota de suero con la mezcla de
solventes cloroformo:metanol 2:1 (v/v), en una proporcién 1/20, y posterior lavado del
extracto obtenido por adicién de agua o de una solucién apropiada de sales. De la mezcla
resultante se obtuvo un sistema bifasico. La fase superior que contiene todas las
sustancias no lipidicas y sélo cantidades insignificantes de otros lipidos, fue desechada.
Una alicuota de la fase inferior, que contiene esencialmente el total de los lipidos del suero,
fue transferida a un tubo de vidrio largo (20 ml) con tapa a rosca y secada bajo corriente
de N> (g) para su posterior procesamiento.

La cuantificacion del contenido de fosforo en el extracto lipidico obtenido, se llevé a
cabo mediante el método estandar de reduccién del complejo fosfomolibdato con acido
ascorbico (Chen y col, 1956). El mismo emplea acido percldrico para producir la oxidaciéon
del fésforo organico hasta fosfato inorganico. Los iones fosfatos reaccionan con el
molibdato de amonio en medio acido para producir acido fosfomolibdico, el cual es
reducido a azul de molibdeno, de color intenso por accién del acido ascérbico. La
intensidad del color a 800 nm es proporcional a la concentracion de fésforo de la muestra.

Los resultados se expresaron en mmol/1
5.4. GLUCOSA

La concentracion de glucosa en suero se determindé mediante un método enzimatico
empleando un kit comercial (Sociedad de Bioquimicos, Santa Fe, Argentina). La técnica se
basa en la oxidacién de la glucosa sérica, por la enzima glucosa oxidasa, a acido glucénico y
peroxido de hidrégeno. Este ultimo, en presencia de peroxidasa, oxida al cromégeno
4-Aminofenazona/Fenol a una quinona de color rojo cuya intensidad se mide
espectrofotométricamente a 505 nm y es proporcional a la concentraciéon de glucosa

presente en la muestra. Los resultados se expresaron en mmol/1
6. PERFIL LIPIDICO EN TEJIDOS

En muestras de higado almacenadas a -80°C se determinaron las concentraciones de
TG, FL y colesterol total, mientras que en las muestras de musculo gastrocnemio, se

evaluaron las concentraciones de TG y FL.
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6.1. TRIGLICERIDOS

Para cuantificar los niveles de triglicéridos tisulares (higado y musculo gastrocnemio),
una cantidad determinada del tejido conservado a -80 2C se homogeniz6 con soluciéon
fisiologica fria (4 2C) en una dilucién 1/10.

El contenido de TG se determiné mediante la técnica propuesta por Laurell (1966).
Para tal propésito, los TG se extrajeron utilizando una mezcla éter isopropilico:etanol
(95/5; v/v) y luego fueron saponificados con una solucion de KOH 6N:etanol
(0,5/9,5; v/v). El glicerol liberado fue cuantificado, mediante su oxidacién con peryodato,
generando un mol de acido férmico y dos moles de formaldehido para cada mol de
sustrato. El formaldehido obtenido, reacciona a 100 °C con acido cromotrépico para dar
un compuesto violeta, cuya intensidad de color se mide a 570 nm y es proporcional a la
cantidad de TG presente en la muestra. Los resultados se expresaron como pmol/g tejido

himedo.
6.2. COLESTEROL

Para cuantificar el contenido de colesterol total en higado, una cantidad determinada
del tejido conservado a -80 2C se homogenizé con solucion fisiolégica fria (4 2C) en una
dilucion 1/2. Sobre alicuotas de estos homogenados se realizé la extraccion lipidica
siguiendo la técnica de Folch (1957) indicada para FL séricos. Una porcién del extracto
lipidico obtenida fue transferida a otro tubo de extraccion y secada a 40 °C bajo corriente
de N> (g). Sobre este extracto seco se cuantifico el colesterol total segtin la técnica de Abell
(1952). Este método comprende: 1) tratamiento del extracto lipidico con hidréxido de
potasio para liberar el colesterol de los complejos lipoproteicos y saponificar los ésteres
de colesterol; 2) extraccion del colesterol en un volumen medido de éter de petréleo
después de la diluciéon de la solucién alcohoélica con agua; y 3) medida del colesterol en una
alicuota de la fase etérea por medio de la reaccion de color de Liebermann-Burchard. Este
método quimico se basa en el desarrollo de una coloraciéon verde en presencia de
anhidrido acético y acido sulfdrico concentrado con temperatura, después de 30 min. de
reaccion. La intensidad de la coloracién es medida en el espectrofotometro a 620 nm. La
intensidad de color tiene una relacion lineal con la concentracion de colesterol presente en

el extracto lipidico. Los resultados se expresaron en pmol/g tejido himedo.

6.3. FOSFOLIPIDOS

Para cuantificar los niveles de FL en higado y musculo gastrocnemio, una cantidad

determinada del tejido conservado a -80 2C se homogeniz6 con solucién fisiolégica fria
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(4 2C) en una dilucién 1:2 en todas las muestras de higado y una dilucién 1:10 en las
muestras de musculo gastrocnemio. Sobre alicuotas de estos homogenados se realiz6 la
extraccion lipidica siguiendo la técnica de Folch (1957) anteriormente detallada, y
posteriormente se continué con la cuantificacién del contenido de fésforo presente en el
extracto lipidico obtenido mediante la técnica propuesta por Chen (1956). Los resultados

se expresaron en pmol/g tejido hiimedo.

7. PERFIL DE ACIDOS GRASOS

El perfil de AG tisulares y circulantes, se cuantificO6 mediante cromatografia gaseosa,
empleando un cromatégrafo gas-liquido marca Shimadzu (GC-2014), con detector FID y
columna capilar CP-Sil 88 (100 mx 0,25 mm id x 20 mm de espesor). Los metil ésteres de
los AG séricos fueron identificados por comparacion con los tiempos de retencion relativos
a estandares comerciales.

La identificacion y cuantificaciéon de ésteres metilicos correspondientes a AG presentes
en materias grasas de origen animal por cromatografia gaseosa, requiere de tres etapas:

obtencion del extracto lipidico, derivatizacién de los AG, y corrida cromatografica.
7.1. OBTENCION DEL EXTRACTO LIPIDICO

La extraccién de la materia grasa se realiz6 mediante el método de Bligh and Dyer
(1959). Este método permite una rapida extraccién de lipidos de tejidos o muestras que
contienen una cantidad significativa de agua. El método se basa en la homogenizacién de
la muestra con cloroformo, metanol y agua en proporciones 1:2:0,8 para formar una sola
fase miscible con el agua de la muestra, que extrae, tanto la grasa libre, como estructural.
La separacién de fases se logra con la adiciéon de alicuotas de cloroformo y agua. El
material lipidico se encuentra en la fase organica, mientras que el material no lipidico se
ubica en la fase acuosa. El volumen de suero utilizado fue de 0,8 ml para la extracciéon
lipidica. En aquellos casos donde el volumen de suero no alcanzé a 0,8 ml se ajustd
agregando la cantidad de agua necesaria, ya que el contenido acuoso de la muestra es
critico para conservar la proporcion de cloroformo, metanol y agua, que permite la
formacion del sistema homogéneo.

En el caso de los tejidos, como el higado, tejido adiposo o musculo gastrocnemio, se
determind el contenido de humedad de la muestra para ajustarla posteriormente a 80%.
Asi, se establecié que el tejido adiposo contenia aproximadamente 10% de humedad, el
higado 65-70% y el musculo gastrocnemio 75%. La fase organica que alberga el material

lipidico de la muestra se evaporé bajo corriente de N gas.
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7.2. DERIVATIZACION DE LOS ACIDOS GRASOS

Para la derivatizacién de los AG es importante considerar que, incluso al estado de
vapor, los mismos se encuentran en forma de dimero, unidos por puente de hidrégeno.
Esta estructura corresponde al doble de su peso molecular y se refleja en sus propiedades
fisicas, como el punto de ebullicién. Asi, los AG tienen sus puntos de ebullicién
anormalmente altos, lo cual impide su analisis directo por cromatografia gaseosa. Por esta
razon los AG de los TG y los AG libres presentes en la muestra son convertidos en metil
ésteres con KOH 2N, previa disolucion del extracto lipidico en hexano calidad HPLC (ISO
5509:2000 (E)). Los ésteres metilicos formados tienen un peso molecular algo mayor que
el respectivo AG, pero, al romperse el puente de hidrégeno, bajan su punto de ebullicién a
la mitad, pudiendo ser analizados perfectamente por cromatografia gaseosa, ya que son

volatiles a las temperaturas en que se manejan las fases liquidas para su analisis.
7.3. CORRIDA CROMATOGRAFICA

En referencia a la corrida cromatografica, resulta pertinente definir a la cromatografia
gaseosa como una técnica de particion que permite que todo compuesto quimico que
habitualmente es un gas o susceptible de ser transformado en un gas, pueda ser
identificado y cuantificado por esta metodologia. Asi, la muestra en estado gaseoso se
reparte entre dos fases no miscibles: una gaseosa que corresponde al gas de arrastre o gas
portador que es movil y una fase liquida estacionaria. A medida que va pasando el gas
portador con la muestra formada por “n” componentes, la separacién de cada uno de ellos
se efectiia de acuerdo a su propio coeficiente de reparto entre el gas portador y la fase
liquida. Debe sefialarse que, todos los ésteres metilicos de los AG, de cualquier muestra de
materia grasa, emergen como seflales agudas denominadas picos, por lo tanto la
identificacion se basa en comparar el tiempo que demora (tiempo de retenciéon) en
emerger un pico determinado y compararlo con el tiempo de retencién, en iguales
condiciones, el éster metilico correspondiente al patrén conocido. El tiempo de retenciéon
del éster metilico, de un AG en particular, es caracteristico para ese compuesto que se ha
analizado en una columna con una fase liquida especifica, en condiciones estandarizadas
de temperatura de la columna, temperatura del detector y del inyector, flujo del gas
portador e iguales condiciones de particion de flujo conocido como “splits”. Este tiempo de
retencion total, se compara con el obtenido para el respectivo éster metilico de referencia,
sometido a las mismas condiciones cromatograficas.

A partir del cromatograma obtenido, los resultados fueron expresados como porcentaje

relativo de cada area en funcion al total de areas registradas (area %).
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8. SECRECION HEPATICA IN VIVO DE TRIGLICERIDOS-PRE- 3 LIPOPROTEINAS

Se determind la velocidad de secrecién de TG-pre-B lipoproteinas in vivo (VSTG)
utilizando, para tal fin, la metodologia propuesta por Otway (1967) modificada (Bernal y
col,, 1989). La misma se fundamenta en la inhibicién de la remocién intravascular de las
lipoproteinas de § < 1,006 g/ml por la administracion de Triton WR 1339, de modo que los
TG se acumulan en el tiempo en el sistema vascular en forma proporcional a la velocidad
con la que son secretados por el higado.

Los animales correspondientes a los tratamientos dietarios descriptos anteriormente
fueron ayunados 12 hs y bajo anestesia, se administré via endovenosa una solucién de
Triton WR 1339 al 10 % (v/v) en NaCl 0,9 % (dosis: 600 mg/kg peso). Se tomaron
muestras de sangre para el dosaje de TG al inicio y a los 120 minutos (previo y dos horas
posteriores a la administracion de la droga, respectivamente). El volumen plasmatico se
determind en una experiencia paralela mediante la técnica de diluciéon del Azul de Evans
(Wangy col.,, 1949).

La velocidad de secrecién de triglicéridos fue calculada mediante la siguiente ecuacién:

([TG120]-[TGo]) x Vp
VSTG (nmol/100g/min) = -----=-==-=====-mnmemmmmmemmee

Siendo [TGi20] ¥y [TGo], las concentraciones de TG a tiempo 120 y 0 min de la
administracién del Triton WR 1339 y expresadas en umol/ml; P, el peso en gramos del
animal; Vp, volumen plasmatico en ml; y t, tiempo en minutos.

En trabajos previos (Bernal y col, 1989) ha sido demostrado que, en ratas, la dosis
elegida es la que provee la maxima inhibicién de la clarificacién de los TG de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-TG) y que bajo esas condiciones el acumulo de
TG en el plasma es lineal hasta los 150 min, razén por la que sélo se cuantificaron los
niveles de TG a los tiempos 0 y 120 min. Estas condiciones fueron corroboradas para

asegurar que fueran las adecuadas en ratones.

9. CAPACIDAD DE REMOCION PLASMATICA DE TRIGLICERIDOS PRE-f
LIPOPROTEINAS
La capacidad de remocién plasmatica de VLDL-TG fue evaluada mediante la actividad

Lipoproteina Lipasa (LPL) en los principales tejidos encargados de la captacion de TG: TAE

y musculo gastrocnemio.
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9.1. ACTIVIDAD LIPOPROTEINA LIPASA EN TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

La actividad enzimatica LPL del TAE, fue cuantificada en polvo aceténico por el método
fluorimétrico descripto por Del Prado (1994). La extracciéon del polvo aceténico fue
realizada seglin el método de Hamosh (1970), excepto que no fue adicionada albimina
sérica bovina al tejido. E1 TAE fue homogeneizado en buffer Tris-HCl 0,2 M pH 8,2 en
proporciéon 1:10. Posteriormente, se sometié a ciclos de agitaciones y centrifugaciones
sucesivas, a baja velocidad y a 42C, primero en acetona fria y posteriormente éter etilico
frio para obtener, por precipitacion, el polvo aceténico que contiene a la enzima.
Finalmente, el extracto obtenido fue secado en corriente de nitrégeno y almacenado a
-80°C hasta la cuantificacién de la actividad. El método fluorimétrico para la
determinacion de la actividad de la enzima LPL descripto por Del Prado utiliza di-butiril
fluoresceina como sustrato de la enzima, el cual fue sintetizado segtin fuera descripto por
Kramer y col. (1963). Para esto, 10 g de fluoresceina se mezclaron con 10 ml de piridina y
30 ml de anhidrido butirico, almacenada a temperatura ambiente por 24 horas antes de la
adicién de 300 ml de etanol absoluto y finalmente, la mezcla se guardé en freezer a -202C
por 18 horas. La di-butiril fluoresceina fue recristalizada en 95% de etanol varias veces
hasta remover las trazas de fluoresceina libre. La pureza del producto final se evalud
realizando un espectro de emisiéon, comprobando que no exista pico de excitaciéon de
fluoresceina a 490 nm.

La cuantificacion de la actividad LPL se realizé6 midiendo el aumento de fluorescencia
(Aexcitacion= 490 nm; Aemisicn= 530 nm) producto de la liberacién de fluoresceina como
consecuencia de la hidrdlisis enzimatica de la di-butiril fluoresceina. La reaccion se realiza
a 372C en buffer fosfato 0,1 M pH 8 en presecia de 5% de 2-etoxietanol y 10 mM de
di-butiril fluoresceina y se inicia con la adicion del polvo aceténico previamente
resuspendido en 1 ml de Buffer NH4Cl 25 mM pH 8,1 con 1 Ul/ml de Heparina. Es
importante considerar que los niveles de proteinas en la mezcla de reaccién no deben
superar los 15 mg, los cuales fueron cuantificados en el polvo aceténico resuspendido por
la técnica de Lowry (1951). Paralelamente, el mismo ensayo fue llevado a cabo en
presencia de 1M NaCl para inhibir la actividad enzimatica inespecifica. La actividad LPL
fue calculada como la diferencia entre los valores hallados en ausencia y presencia de NaCl
1M y fue expresada como nmol de fluoresceina liberada por minuto por gramo de tejido
(nmol/min/g) o como nmol de fluoresceina liberada por minuto por tejido entero

(nmol/min/tejido).
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9.2. ACTIVIDAD LIPOPROTEINA LIPASA EN MUSCULO GASTROCNEMIO

La actividad LPL en musculo gastrocnemio se determiné empleando la misma técnica
descripta en el {tem anterior. El tejido fue previamente homogenizado en una solucién
buffer NH4Cl/NH4+OH - Heparina (50 mM, pH 8,6, conteniendo 4 Ul/ml de heparina). La
actividad medida fue expresada como nmol de fluoresceina liberada por minuto por

gramo de tejido (nmol/min/g).

10. ACTIVIDAD DE ENZIMAS LIPOGENICAS EN HIGADO Y TEJIDO ADIPOSO

EPIDIDIMAL

Las enzimas relacionadas con la actividad lipogénica en higado y TAE se encuentran en
la fraccion citosdlica celular. Para la determinacion de la actividad de estas enzimas se
homogenizaron fracciones de higado (0,5 g) y TAE (0,25 g) frescos en buffer pH 7,6 (KCI
150 mM, MgCl; 1 mM, N-acetil-cisteina 10 mM y ditiotreitol 0,5 mM) en proporciéon 1:10
para higado y 1:2,5 para TAE. Luego, se centrifugé el homogenado a 60.000 g a 4°C
durante 90 minutos y se separé el sobrenadante el cual se almacené a -80°C hasta la
posterior determinacion de la actividad de las enzimas (Herzberg y col., 1980). Por otro
lado, una alicuota del sobrenadante se utiliz6 para la determinacién de la concentracién de

proteinas a través de la técnica de Lowry (1951).

10.1. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA GLUCOSA-6 FOSFATO DESHIDROGENASA

La actividad de la enzima Glucosa-6 Fosfato Deshidrogenasa (G6PDH, E.C. 1.1.1.49) se
determind espectrofotométricamente a 340 nm través de la formaciéon de NADPH durante
5 minutos a 372C, en buffer glicil-glicina 0,1 M pH 8,0 conteniendo glucosa 1,2 mM, NADP
0,4 mM y MgS0412 mM. La actividad de G6PDH fue expresada como nmol de NADPH
producidos por minuto por miligramo de proteina (nmol/min/mg proteina) (Kuby y col.,

1966).

10.2. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA MALICA

La actividad de la enzima Malica (EM, E.C. 1.1.1.40) se determiné
espectrofotométricamente a 340 nm, a través de la formacién de NADPH durante 4
minutos a 372C, en buffer trietanolamina 0,4 M pH 7,4 en presencia de NADP 0,2 mM,
MnCl; 4 mM y 0,5 mM de L-malato. La actividad de EM fue expresada como nmol de
NADPH producidos por minuto por miligramo de proteina (nmol/min/mg proteina) (Hsu

y col., 1969).
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10.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACIDO GRASO SINTASA

La enzima Acido Graso Sintasa (FAS, E.C. 2.3.1.85) se determiné
espectrofotométricamente a 340 nm, mediante la diferencia en la oxidacion de NADPH en
presencia de malonil-CoA y la oxidacién de NADPH en ausencia de malonil-CoA. Para esta
determinacioén, la enzima fue incubada previamente a 372C en buffer KH,PO, 1 M pH
6,5 en presencia de EDTA 2,5 mM, cisteina 10 mM, albimina sérica bovina 0,3 mg/ml],
acetil-CoA 0,06 mM y NADPH 0,15 mM. La reaccién se inici6é con la adiciéon de 20 pl de
malonil-CoA 7mM. La actividad de FAS fue expresada como nmol de NADPH consumidos
por minuto por miligramo de proteina (nmol/min/mg proteina) (Lynen, 1969; Nepokroeff

y col., 1975).
10.4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACETIL-COA CARBOXILASA

Para la determinacién de la actividad de la enzima Acetil-CoA Carboxilasa (ACC, E.C.
6.4.1.2) se realizd otro homogenado a partir de tejido congelado (-802C) de higado y TAE,
en buffer fosfato pH 7 (KH2PO4+ 9 mM, K;HPO4 85 mM, ditiotreitol 1 mM y KHCO3z 70 mM)
en relacion 1:3. El mismo se centrifugé a 60.000 g a 42C durante 90 minutos y una alicuota
del sobrenadante (200 pl) se activé en igual cantidad de buffer de activacién (citrato de
potasio 20 mM, Tris-HCl 100 mM, albiimina sérica bovina 1,5 mg/ml, MgCl, 20 mM y
glutation reducido pH 7,5 20 mM) durante 15 minutos a 372C. Finalmente a 275 pl de
homogenado activado se le agregaron 625 pl de medio de reaccion (Tris-HCl 20 mM, MgCl,
10 mM, EDTA 11 mM, albimina sérica bovina 0,75 mg/ml, KHCOz 52 mM,
fosfoenolpiruvato 1,4 mM, ATP 4 mM, lactato deshidrogenasa 5,6 U/ml, piruvato kinasa
5,6 U/ml y NADH 0,5 mM) y la reaccién se inicié con la adiciéon de 50 pl de Acetil-CoA
2,5mM. La actividad de la enzima se determiné siguiendo el decaimiento de la
absorbancia a 340 nm por oxidacién del NADH durante 3 minutos y se expresé como nmol
de NADH oxidados por minutos por miligramo de proteina (nmol/min/mg proteina)
(Zimmermann y col., 2003). La concentracién de proteinas se estim6 en el sobrenadante

utilizando la técnica de Lowry (1951).

11. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CARNITINA-PALMITOIL TRANSFERASA I EN HIGADO

Y MUSCULO GASTROCNEMIO

El proceso de -oxidacién de los AG se realiza en la matriz mitocondrial de las células,
siendo una de las enzimas clave en este proceso la carnitina-palmitoil transferasa I
(CPT-I), que es la enzima encargada de transportar los AG, que se encuentran en el citosol,

hacia el interior de las mitocondrias. Para la determinacion de la actividad de la enzima
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CPT-I se realiz6 un homogenado a partir de tejido congelado (-802C), higado y musculo
gastrocnemio en relacion 1:5, en soluciéon de homogenado (sacarosa 0,25 M, EDTA 1 mM,
fenil-metil-sulfonil fluoruro 0,2 mM, antipain 1 mg/l, aprotinin 1 mg/l, leupeptin 2 mg/l y
pepstatin 0,7 mg/1). El homogenado se centrifugdé a 300 g, durante 10 minutos a 4°C y
luego el sobrenadante se centrifugé nuevamente a 12.000 g durante 5 minutos a 42C para
obtener, en el nuevo sobrenadante, un aislado de mitocondrias que se utilizé6 como fuente
de enzima. La determinacion de la actividad de la enzima mide la cantidad de coenzima A
liberada a partir de palmitoil-CoA en presencia de 5,5’-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
(DTNB). Para esto se incubaron las mitocondrias durante 5 minutos a 302C en un medio
conteniendo 800 pl de buffer Tris-HCl pH 8 (Tris-HCl 116 mM, EDTA 2,5 mM, DTNB 0,11
mM, Triton X-100 0,2%), 75 pl de solucién de homogenado, palmitoil-CoA 0,05 mM y
L(-) carnitina 0,11 mM. La reaccién se largé con 25 pl de muestra y la actividad se
determind siguiendo la liberacién del CoA (a través de la formaciéon de CoA-SH) a 412 nm
durante 3 minutos. Este resultado valora la actividad de un conjunto de enzimas que, al
igual que la CPT-I, liberan CoA, por lo que se determind paralelamente la actividad en
ausencia de L(-) carnitina para cuantificar la actividad de todas estas enzimas excepto la
CPT-I. Para expresar el resultado final se estimé la diferencia entre la actividad en
presencia de L(-) carnitina y la actividad en ausencia de L(-) carnitina y la actividad de la
CPT-I se expresé como nmol de CoA liberados por minuto por miligramo de proteina
(nmol/min/mg proteina) (Bieber y col., 1972). La concentracién de proteinas se analiz6 en

el sobrenadante utilizando la técnica de Lowry (1951).

12. EXTRACCION Y ANALISIS DEL ARN Y CUANTIFICACION POR PCR EN TIEMPO

REAL

El ARN total fue aislado a partir de 100 mg de higado utilizando Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras de ARN
fueron tratadas luego con kit DNA-free (Applied Biosystems, Foster City, California, USA)
para remover cualquier contaminaciéon con ADN gendémico. El rendimiento y calidad del
ARN fue evaluado por medidas de absorbancia a 260, 280 y 310 nm. y por electroforesis
en gel de agarosa 1,3 %. De cada muestra, 1,5 pg de ARN total fue sometido a transcripciéon
reversa para sintetizar la primera cadena de ADN complementaria (ADNc) usando un kit
de sintesis de DNA iScriptTM (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Se analizaron los niveles de ARN de las enzimas vinculadas a la lipogénesis: ACC, FAS,
ME y de la principal enzima vinculada a la B-oxidacién: CPT-1. También se evalu6 el nivel

de expresion de los factores de transcripcién de las enzimas lipogénicas: SREBP-1a y
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SREBP-1c (del inglés: Sterol Regulatory Element-Binding Proteins) y de las enzimas de la
B-oxidacion: PPARa (del inglés: Peroxisome Proliferator Activated Receptors). Los niveles
de ARN fueron cuantificados usando PCR en tiempo real con un equipo de detecciéon de
Real Time PCR iCycler™ - MyiQ™ (BioRad). Los niveles de [-actina fueron medidos de la
misma manera y utilizados como gen de referencia. Se tomaron 0,1 pl de cada ADNc que
fueron agregados a la mezcla de reacciéon SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems)
con los pares de oligonucleétidos correspondientes (300 nM para SREBP-1a y PPARq;
600 nM para FAS, ACC y ME, y 900 nM para CPT-I y SREBP-1c). Los oligonucleétidos
especificos fueron disefiados utilizando informacién en Genbank, sintetizados
comercialmente (Tib Molbiol, Berlin, Germany) y las secuencias fueron:

ACC: 5"-GGA CCA CTG CAT GGA ATG TTA A-3’(sentido); 5'-TGA GTG ACT GCC GAA ACA
TCT C-3’(antisentido).

FAS: 5-AGC CCC TCA AGT GCA CAG TG-3’(sentido); 5-TGC CAA TGT GTT TTC CCT GA-
3’ (antisentido).

ME:5'-TGT GCA AGA TGC ATA CAA AGA AAA -3'(sentido). 5'-CAT CTG GGA GGA GAC
AAATTCTTC -3' (antisentido).

SREBP-1a: 5-GGC TGT GGA ACA GGC ACT G-3’(sentido); 5-AGC TGG AGC ATG TCT TCG
ATG-3’( antisentido).

SREBP-1c: 5"-GCG GAC GCA GTC TGG G-3’(sentido); 5-ATG AGC TGG AGC ATG TCT TCA
AA-3’ (antisentido).

CPT-I: 5"-GCA GAG GAC GGG CAT TGT A-3’(sentido); 5-TGT AGC CTG GTG GGT TTG G-
3’ (antisentido).

PPARa: 5-ATT CTG GCC CAC CAA CTT CGG -3” (sentido); 5-TGG AAG CCT GAT GCT
TTA TCC CCA -3” (antisentido).

Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron: 2 minutos iniciales a 509C,
desnaturalizaciéon a 952C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de desnaturalizacién a
952C durante 15 segundos combinados con anillado y extensién a 602C por 1 minuto. En
todas las muestras, los niveles de ARN mensajero fueron normalizados segun los valores
obtenidos para (-actina y los resultados expresados usando el método de 2-2Act (Livak y

col,, 2001).
13. PARAMETROS RELACIONADOS AL ESTRES OXIDATIVO HEPATICO

13.1. DETERMINACION DEL GRADO DE LIPOPEROXIDACION

El dafio peroxidativo a nivel hepatico fue evaluado a través del grado de

lipoperoxidacion (LPO), analizado mediante las sustancias reactivas al Aacido
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tiobarbittrico. Para tal fin, los higados fueron rapidamente removidos y lavados con
solucién salina enfriada a 4 2C y conservados a -80 2C. La determinacién se realiz6 en
homogenados hepaticos preparados en una proporcién 1:9 con KCL 1,15% de acuerdo al
método de Ohkawa y col (1979). El método consiste en la reaccién de acido tiobarbituirico
con un producto secundario de la peroxidaciéon lipidica, identificado como
malondialdehido (MDA), formado durante la incubacién de homogenados tisulares bajo
condiciones aerdbicas, para producir, en medio acético y en caliente, un cromégeno rojo
con un pico de absorcién espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se expresaron en

nmol MDA/g tejido humedo.
13.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA

Para la determinacién de la actividad de la enzima catalasa se obtuvieron homogenados
hepaticos en una relaciéon 1:9 con buffer fosfato 50 mM, pH 7,0, los cuales fueron luego
centrifugados a 4 2C y 10000 g durante 12 minutos. La actividad de la enzima se cuantific
en el sobrenadante obtenido luego de la centrifugacion.

La determinacion de la actividad catalasa se fundamenta en la cantidad de H:0:
degradada por la enzima, medida en buffer fosfato 50 mM, pH 7,0, con Triton X-100 al 1%.
La disminucién en el contenido de H20: fue medida espectrofotométricamente a 240 nm
durante 30 segundos. La actividad enzimatica fue expresada pmol/min/mg proteina (Aebi,
1984; Cohen y col, 1970). La concentraciéon de proteinas en el sobrenadante obtenido
luego de la centrifugacién de los homogenados fue determinada por el método de Lowry

(1951).
13.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUTATION REDUCIDO

La determinacion de glutatién reducido (GSH) se llevé a cabo siguiendo la metodologia
propuesta por Ellman (1979) y se realiz6 en homogenados hepaticos obtenidos en una
proporcién 1:4 con acido tricloroacético al 5% en HCI 0,01 M. Para obtener los tioles no
proteicos, por precipitacion de las proteinas, el homogenado se centrifugd a 42C a 500 g
durante 5 minutos. Luego, una alicuota del sobrenadante se neutralizé con NaOH 1 M y la
reaccion de color se llevé a cabo con 50 pl de sobrenadante neutralizado y 2 ml de DTNB
(5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico) 0,1 mM en buffer Tris-HCl 0,1 M pH 8. La absorbancia se
evalu6 espectrofotométricamente a 412 nm y se cuantifico el contenido de GSH frente a la
absorbancia presentada por un testigo de concentraciéon conocida. Los resultados se

expresaron como pmol/g de tejido humedo.
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14. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + SEM y el nimero de muestras fue
indicado en cada caso, siendo siempre igual o mayor a 5.

Los datos utilizados para comparar los efectos de las diferentes dietas fueron
analizados mediante un 2x3 ANOVA, utilizando el tipo de aceite base (aceite de maiz,
aceite de canola, aceite de oliva) y la sustitucién parcial con AGt (sin AGt y con AGt) como
variables independientes. Las comparaciones post-hoc fueron realizadas utilizando el test
de Tukey.

En todos los casos, valores de p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS

1. PARAMETROS NUTRICIONALES

Las dietas suministradas a los distintos lotes experimentales fueron aceptadas sin

manifestar rechazo o resistencia a la ingesta de las mismas en ningin grupo dietario, lo

cual puede ser comprobado a través del consumo diario de alimento mostrado en la Tabla

3.

Tabla 3: Parametros nutricionales

0 ot M Mt C Ct Al\?é?/ A

Consumo de alimento (g/dia)

3,8+0,2 3,7+0,2 3,7+0,4 3,2+0,1 3,8+0,1 3,4+0,1 -
Ingesta energética (KJ/dia)

62,5+4,2 61,5+2,6 61,4+4,7 53,5#19 62,3%#18 55,9+2,2 -
Absorcidn aparente de grasa dietaria (%)

97,1+0,6 98,8+0,1 97,7+0,4 97,6%0,2 96,81+0,6 97,9+0,1 -
Composicién corporal (%)
Agua 60,8+0,32  62,1+0,62 61,5+0,6@ 61,4+0,82 57,8+0,4> 62,440,720  G,t,Gxt
Proteina 20,8+0,32bc  22,7+0,7¢ 20,5+0,22 22,0+0,3>c 19,5+0,192 22,4+0,6bc t
Grasa 12,4+0,82  11,3+0,82 13,6+0,52> 12,7+#1,22 17,3+0,56  11,3#1,02  G,tGxt
Retencion energética diaria (K] /dia)
RPD 1,4+0,1 1,9+0,2 1,5+0,1 1,4+0,1 1,4+0,1 1,8+0,2 t
RGD 2,4+0,12 1,9+0,22  2,5%0,22 1,9+0,32 3,6+0,1b 1,8+0,12 G,t,Gxt
RETC 3,8+0,12 3,8+0,22  4,0+0,22 3,3+0,22 4,9+0,1b 3,6+0,12 G,t,Gxt
Eficiencia energética (%)

7,2+0,12 6,2+0,32 7,240,332 6,5+0,42 10,7+£0,2>  6,8+0,22 G,t,Gxt

Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. G= p<0,05 para el efecto de la grasa
dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adicién de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la interaccion
de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

El consumo diario de alimento no mostr6 ninguna diferencia significativa tanto, por el

tipo de grasa dietaria, como por la sustitucion parcial con AGt. Asimismo, no se observaron

cambios significativos en la absorcién aparente de grasas dietarias. En virtud que las
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dietas fueron isocaldricas, la ingesta energética tampoco ha mostrado diferencias
estadisticas.

Todos los animales pertenecientes a los distintos grupos dietarios mostraron un
aumento del peso corporal desde el inicio hasta el final del periodo experimental (Figura
9). La comparacién individual en el incremento de peso entre los dias 0 y 30 mostr6 un
efecto tanto por el origen de grasa dietaria (p<0,001), como por la sustituciéon parcial con
AGt (p<0,001) (Figura 10). Respecto al origen de grasa dietaria, en ausencia de AGt, los
animales alimentados con dieta C presentaron una mayor ganancia de peso que los
animales alimentados con dietas O y M. Los AGt no tuvieron efecto sobre la ganancia de

peso total, segin el analisis no paramétrico.

Figura 9: Evolucion de la ganancia de peso durante el tratamiento
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Valores correspondientes a la ganancia de peso de los ratones respecto al inicio del tratamiento,
con un n=6 por grupo. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

Los efectos observados a nivel de composicién corporal y de RETC mostraron, en
general, efectos estadisticamente significativos en la interaccion de las variables evaluadas
(Tabla 3), que estuvieron asociados a cambios en la grasa corporal. Asi, el porcentaje de
grasa de la carcasa mostré un incremento en el grupo C, lo que condujo a una mayor RGD
en este mismo grupo. La sustitucién parcial con AGt redujo estos parametros en Ct vs C. De
manera semejante, la EE también resulto significativamente mas elevada en el grupo C, la
cual fue reducida por el consumo de AGt en este grupo. Esta acumulaciéon de grasa

observada en el grupo C, estuvo relacionada a una reduccién significativa del porcentaje
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de agua en las carcasas de los animales pertenecientes a este grupo. Respecto al
porcentaje proteico de la carcasa, el 2x3 ANOVA indica un efecto por la sustitucién parcial
con AGt a las dietas experimentales; no obstante, la comparacién no paramétrica arroja
diferencias significativas s6lo en el grupo C vs. Ct. De manera similar, la RPD también

muestra efecto significativo en los animales que consumieron AGt.

Figura 10: Ganancia de peso total: A (Dia 30-Dia 1)
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

2. PESOS DE TEJIDOS

Debido a la importancia del higado, tejido adiposo y musculo esquelético en la
regulacién metabdlica, y dado que dichos tejidos pueden ser modificados de acuerdo a la
grasa dietaria consumida, se presentan los pesos del higado, del TAE como caracteristico
del tejido adiposo blanco, y del musculo gastrocnemio como representativo del musculo
esquelético total (Tabla 4).

El peso relativo del higado mostr6 diferencias estadisticas para la grasa dietaria, sin
embargo la comparaciéon no paramétrica no presentd alteraciones significativas. En
presencia de AGt, el peso del higado fue mayor en los animales alimentados con aceite de
oliva respecto a los alimentados con aceite de maiz. Tanto el peso del TAE, como el del
musculo gastrocnemio, no fueron alterados ni por los distintos tipos de aceite, ni por la

sustitucion parcial con AGt.
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Tabla 4: Pesos relativos de tejidos (g/100g)

0 ot M Mt C Ct Aﬁé?, A
Higado
5,47+0,192>  5,74+0,212  5,23+0,142> 4,93+0,23b 5,590,182 5,63+0,162> G
Tejido adiposo epididimal
1,70+0,14 1,47+0,12 1,76+0,17 1,41+0,14 1,38+0,15 1,43+0,10 -
Musculo gastrocnemio
0,70£0,02 0,61+0,03 0,67+0,02 0,64+0,03 0,65+0,05 0,70£0,02 -

Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. G= p<0,05 para el efecto de la grasa
dietaria. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva,
Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

3. CONCENTRACIONES DE TRIGLICERIDOS, FOSFOLIPIDOS, COLESTEROL Y

GLUCOSA EN SUERO

En la Tabla 5 se presentan los niveles de TG, colesterol, FL y glucosa en suero; dichos
parametros fueron determinados con un ayuno previo de 8 horas. Las concentraciones de
TG séricos presentaron un efecto significativo por el origen de grasa dietaria (p<0,001),
siendo dichos valores en los animales alimentados con la dieta C mas elevados que los
alimentados con dietas M y O. La sustitucién parcial con AGt no alter6 los niveles

circulantes de TG comparado con sus respectivos controles.

Tabla 5: Concentraciones circulantes de lipidos y glucosa (mmol/1)

2x3

0 ot M Mt C Ct ANOVA
Triglicéridos

0,57+0,022>  0,59+0,02> 0,53+0,022>  0,46%0,032 0,76+0,03¢ 0,81+0,04¢ G
Colesterol

2,55+0,31 2,83+0,21 3,09+0,18 2,51+0,31 3,45%0,34 2,59+0,12 -
Fosfolipidos

2,34%0,262>  2,53+0,28>  2,94+(0,222 1,97+0,15>  2,25+0,182>  2,32+(0,182 Gxt

Glucosa
5,400,242  4,68+0,492  3,08+0,38b¢  2,60+0,27bc  3,99+0,54ac  2,26+0,14b G,t

Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. G= p<0,05 para el efecto de la grasa
dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la sustituciéon parcial con AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. 0= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.
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Los niveles de colesterol y FL no mostraron alteraciones ni por el tipo de grasa dietaria
ni por la sustituciéon parcial con AGt. No obstante, la interacciéon de las dos variables
analizadas para los niveles de FL mostré diferencia estadistica (p=0,023), la cual fue
reflejada en las comparaciones individuales de los grupos experimentales, donde el grupo
Mt mostré menores niveles de FL respecto a M.

Por otro lado, la concentracién de glucosa en suero fue dependiente tanto, del origen de
grasa dietaria (p<0,001), como de la presencia de AGt en las dietas (p=0,002). Los
animales alimentados con aceite de oliva mostraron valores mas elevados de glucosa y la
sustitucion parcial con AGt disminuyd los niveles, alcanzando diferencia estadisticamente

significativa solo en el grupo Ct respecto a su control.
4.. CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS, FOSFOLIPIDOS Y COLESTEROL EN HIGADO

El andlisis de variancia mostré significancia estadistica para la interaccién de las dos
variables analizadas en los niveles de TG en higado (p=0,007), reflejando un marcado
incremento en el contenido de TG producido por la sustituciéon parcial con AGt en los
animales alimentados con dietas aceite de oliva y de canola, pero no en los alimentados
con aceite de maiz (Figura 11). El consumo de los distintos aceites no mostré alteraciones

en este parametro.

Figura 11: Contenido de triglicéridos en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

El contenido de FL en higado no mostré alteraciones significativas ni por el origen de

grasa dietaria, ni por la sustitucion parcial con AGt (Figura 12).
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Por otro lado el colesterol hepatico alcanzé significancia estadistica en la interaccion de
las 2 variables estudiadas (p=0,007) (Figura 13). La sustitucién parcial con AGt

incrementé significativamente los niveles de colesterol en Ot vs O.

Figura 12: Contenido de fosfolipidos en higado

20

JF I I

0 Ot M Mt C Ct

Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz,
Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

Figura 13: Contenido de colesterol en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

5. CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS Y FOSFOLIPIDOS EN MUSCULO GASTROCNEMIO

El contenido de TG en musculo gastrocnemio mostré significancia estadistica en la
interaccion de las dos variables estudiadas: origen de grasa dietaria y sustitucion parcial

con AGt (p<0,001).
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Si bien, como se observa en la Figura 14, no hay diferencias significativas por el tipo de
grasa dietaria, la sustitucion parcial con AGt redujo significativamente el contenido de TG

so6lo en los animales alimentados con Ot.

Figura 14: Contenido de triglicéridos en misculo gastrocnemio
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

Los niveles de FL musculares también presentaron una interacciéon estadisticamente
significativa entre las dos variables estudiadas (p<0,001). Si bien, no hubo diferencia
estadistica entre los grupos M, O y C, la sustituciéon parcial con AGt disminuy6 la

concentracion de FL en el grupo Ot y, mas atin, en Ct respecto a sus controles (Figura 15).

Figura 15: Contenido de fosfolipidos en miisculo gastrocnemio
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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6. PARAMETROS RELACIONADOS AL ESTADO OXIDATIVO HEPATICO

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para los niveles de LPO y GSH
hepaticos y la actividad catalasa en este mismo tejido. Respecto al grado de LPO, el analisis
2x3 ANOVA mostro6 significancia estadistica para la interacciéon de las variables estudiadas,
pudiendo observarse un incremento estadisticamente significativo en los niveles de MDA
en higado por el consumo de aceite de canola, independientemente de la sustitucién
parcial con AGt. Los demas grupos experimentales no mostraron diferencias en este
parametro, por ninguna de las dos variables.

De manera similar, la actividad catalasa, analizada como una de las defensas
antioxidantes enzimaticas, muestra un efecto por la grasa dietaria, dado por un
incremento significativo tanto en el grupo C, como en el grupo Ct respecto a los demas
grupos.

Por otro lado, los niveles de GSH no mostraron el mismo comportamiento, existiendo
diferencia significativa en la interaccion de las dos variables dietarias estudiadas
(p=0,011). En particular, se observé un incremento estadisticamente significativo en el
grupo Ot respecto a 0. Los demas grupos experimentales no mostraron alteraciones de los

niveles de GSH por el consumo de diferentes aceites, ni por la sustitucién parcial con AGt.

Tabla 6: Parametros relacionados al estrés oxidativo hepatico

0 Ot M Mt C Ct 2x3 ANOVA
Lipoperoxidacion (nmol MDA/g)
69,3+3,92 59,9+2,4~ 62,2+3,52  73,0+3,0>  86,6%3,3b 85,4+3,2b G,Gxt
Catalasa (pmol/min/mg prot)
111,2+#8,52 120,2+2,42>  96,6+8,52  100,0+2,32 137,7+5,7>  139,5+4,0b G

GSH (umol/g tejido)
3,15+0,24= 5,03+0,14> 3,78+0,402> 4,43+0,052> 4,80+0,49> 4,33+0,602b t,Gxt

Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. G= p<0,05 para el efecto de la grasa
dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la sustituciéon parcial con AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

7. PARAMETROS RELACIONADOS AL METABOLISMO LIPiDICO

7.1. VELOCIDAD DE SECRECION HEPATICA DE TRIGLICERIDOS-PRE-f3 LIPOPROTEINAS

La secrecién de TG por el higado a través de las VLDL, representada en la Figura 16,
mostro6 una fuerte interaccion entre las dos variables dietarias: origen de grasa y presencia

de AGt (p<0,001). La sustitucién parcial con AGt increment6 la secrecién de TG en Ot y Ct
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respecto a sus controles, siendo mas acentuado el efecto en el grupo Ot. En los animales

alimentados con aceite de maiz, los AGt no tuvieron efecto alguno.

Figura 16: Velocidad de secrecion de triglicéridos hepaticos
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

7.2. REMOCION DE TRIGLICERIDOS SERICOS: ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

LIPOPROTEINA LIPASA EN TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL Y MUSCULO GASTROCNEMIO

En condiciones post-prandiales, el tejido adiposo es un 6rgano clave y muy activo en la
remociéon de TG, mientras que el musculo esquelético participa activamente en la
clarificacion de los TG circulantes en condiciones de ayuno. Es importante considerar, a su
vez, que el tejido adiposo es un érgano que se expande en forma muy variada dependiendo
de variables nutricionales, por lo cual su expresion a la contribucién en la remocién de TG
debe ser realizada por 6rgano total.

Los resultados de la actividad LPL en TAE, muestran, por gramo de tejido (Figura 17),
que no existen variaciones significativas por el origen de grasa dietaria (p=0,847), ni por la
sustitucion parcial con AGt (p=0,098). No obstante, es muy diferente la interpretacién de
los resultados si analizamos la actividad LPL como medida de la remocién en el animal
completo. La actividad LPL afectada por el peso del TAE (Figura 18), nos muestra que
existe una significancia estadistica (p=0,004) para el tipo de grasa empleada y para la
sustitucion parcial con AGt (p<0,001). Asi, los animales del grupo M presentan mayor
actividad LPL en comparacién a O y C. La sustitucién parcial con AGt increment6 la
actividad LPL en TAE en las dietas Ot y Ct respecto a su control, sin cambios en aquellos

animales alimentados con aceite de maiz.
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Figura 17: Actividad lipoproteina lipasa por gramo de tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz,
Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

Figura 18: Actividad lipoproteina lipasa por tejido adiposo epididimal total
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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Figura 19: Actividad lipoproteina lipasa por gramo de musculo gastrocnemio
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

El andlisis estadistico de la actividad LPL en musculo gastrocnemio, elegido como
representante de la composicion fibrilar media del musculo esquelético, mostré un efecto
por el origen de grasa dietaria (p<0,001) y por la presencia de AGt (p<0,001). Asi, al
comparar los distintos tipos de aceite utilizados en las dietas experimentales, se observd
que para los grupos controles la actividad de la enzima fue 0>M>C, alcanzando diferencia
significativa en O vs. C (Figura 19). Con respecto a la sustitucién parcial con AGt, ésta

redujo significativamente la actividad LPL en los animales alimentados con aceite de maiz.

7.3. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS RELACIONADAS A LA LIPOGENESIS EN HiGADO Y

TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

En la sintesis de novo de AG en higado y TAE estan implicadas diversas enzimas entre
ellas: FAS, EM, G6PDH y ACC. Las mismas son determinantes de los niveles y
disponibilidad de AG para su posterior esterificacion, depdsito, utilizacién o secreciéon
dependiendo del tejido y requerimiento. Dichas enzimas son moduladas, entre otras, por
diferentes componentes presentes en la dieta y, en particular en nuestras experiencias, los
AGt en combinacion con los diferentes aceites comestibles han afectado sus actividades.

El andlisis de varianza, 2x3 ANOVA, arrojé diferencia estadistica para los efectos de la
interaccion entre la grasa dietaria y la sustituciéon parcial con AGt (p=0,001) en la actividad
de la enzima FAS hepatica. Especificamente, los AGt incrementaron la actividad de dicha

enzima sélo en Ot vs O (Figura 20).
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Figura 20: Actividad de la enzima sintasa de acidos grasos en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

La enzima G6PDH hepatica también present6 diferencia significativa para la interaccion
entre la grasa dietaria y la presencia de AGt (p<0,001), donde la sustitucion parcial con

AGt increment¢ la actividad de la enzima s6lo en el grupo Ot respecto a O (Figura 21).

Figura 21: Actividad de la enzima glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

Para el caso de la EM en higado, el 2x3 ANOVA arroj6 diferencias estadisticamente
significativas en la interacciéon del efecto de la grasa dietaria y la presencia de AGt

(p=0,004). Asi, la actividad de dicha enzima fue incrementada en los animales que
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consumieron la dieta C en comparacién al grupo M. Con respecto al consumo de AGt, se

observo un incremento en la actividad en el grupo Ot respecto a O (Figura 22).

Figura 22: Actividad de la enzima malica en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

La actividad hepatica de la enzima ACC presentd diferencia significativa para la
interaccion de las dos variables estudiadas (p<0,001). Si bien, no hubo diferencias
significativas entre O, M y C, la sustitucién parcial con AGt increment¢ la actividad en Oty

Mt, mientras que la disminuyd en el grupo Ct, en comparacién a sus controles (Figura 23).

Figura 23: Actividad de la enzima acetil-CoA carboxilasa en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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En TAE, la actividad de la enzima FAS, mostro diferencias significativas segtn la grasa
dietaria (p=0,001), encontrdndose mayor actividad en los animales que consumieron la

dieta a base de aceite de maiz, independientemente de la presencia de AGt (Figura 24).

Figura 24: Actividad de la sintasa de acidos grasos en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz,
Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

La actividad de la GGPDH en TAE mostr6 significancia estadistica para el tipo de grasa
dietaria (p<0,000) y para la sustitucién parcial con AGt (p=0,035). En relacién al consumo
de los distintos aceites, los grupos O y C mostraron diferencias estadisticamente
significativas por una mayor actividad en el grupo O. La sustitucién parcial con AGt no
alter6 la actividad de esta enzima entre los grupos experimentales (Figura 25).

Por ultimo, el 2x3 ANOVA también arrojé diferencia significativa para la interaccién de
los efectos de la grasa dietaria y la presencia de AGt para la actividad de la EM en TAE
(p<0,001). Asi, mientras que no hubo diferencias significativas entre los grupos M, 0y C, la
sustitucion parcial con AGt produjo un incremento en la actividad de esta enzima en los

grupos Ot y Mt frente a sus respectivos controles, sin cambios en el grupo Ct (Figura 26).
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Figura 25: Actividad de la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

Figura 26: Actividad de la enzima malica en tejido adiposo epididimal
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

7.4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CARNITINA-PALMITOIL TRANSFERASA-I EN HiGADO Y
MUSCULO GASTROCNEMIO
Con respecto a la actividad de la enzima CPT-I, enzima clave de la -oxidacién, los

tratamientos dietarios tuvieron un efecto aditivo de las dos variables estudiadas sobre la

actividad en higado (p<0,001). Asf, la actividad CPT-Ia hepatica fue incrementada en los
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animales alimentados con la dieta C respecto a O y M y la sustitucién parcial con AGt

redujo significativamente la actividad en Ct versus C (Figura 27).

Figura 27: Actividad de la enzima carnitina-palmitoil transferasa-Ia en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

En musculo gastrocnemio, si bien el 2x3 ANOVA también mostré diferencia significativa
para la interaccién de las dos variables estudiadas, la actividad CPT-Ib fue mas alta en el
grupo C con respecto a 0. La sustitucion parcial con AGt increment6 significativamente la

actividad en el grupo Ot frente a su respectivo control (Figura 28).

Figura 28: Actividad de la enzima carnitina-palmitoil transferasa-Ib en misculo
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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7.5. EXPRESION DE LAS ENZIMAS RELACIONADAS A LA LIPOGENESIS EN HiGADO

Para complementar el estudio tendiente a dilucidar los mecanismos implicados en la
regulacién de la lipogénesis a nivel de tejido hepatico, se evaluaron las expresiones de
algunas enzimas clave en este proceso. Al comparar los distintos tipos de grasa dietaria no
se observaron diferencias en la expresién de las enzimas, pero ha podido observarse que
el incremento en la actividad de dichas enzimas como consecuencia del consumo de AGt,
fundamentalmente en los animales alimentados con aceite de oliva, estuvo acompafnado de
un incremento en la expresion, alcanzando diferencias significativas para la expresison de

las enzimas ACC y de FAS (Figura 29).

Figura 29: Niveles de expresion de las enzimas sintasa de acidos grasos (a), acetil -CoA
carboxilasa (b) y enzima malica (c) en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

7.6. EXPRESION DE LA ENZIMA CARNITINA-PALMITOIL TRANSFERASA-IA EN HiIGADO

La cuantificaciéon de los niveles de ARNm de la enzima CPT-Ia en higado no mostré
diferencias significativas por el consumo de los distintos tipos de aceite. Sin embargo,
tanto en presencia de aceite de maiz, como de canola, la adicién de AGt a la dieta redujo los

niveles, alcanzando significancia estadistica en Mt versus M (Figura 30).

Figura 30: Nivel de expresion de la enzima carnitina palmitoil transferasa-Ia en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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7.7. EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION DE GENES LIPOGENICOS Y

OXIDATIVOS

SREBP-1a y SREBP-1c son factores de transcripcién asociados a la expresiéon de genes
lipogénicos. En particular, SREBP-1a media la expresiéon de genes involucrados en la
sintesis de AG, colesterol y TG; mientras que SREBP-1c la transcripciéon de genes de
sintesis de AG, pero no colesterol. En higado, la expresién del SREBP-1a mostré un
incremento en M, respecto a los grupos O y C. La sustitucion parcial con AGt incrementé de
manera muy significativa la expresion del SREBP-1a en Ot vs O y disminuy6 los niveles en
Mt vs M. Por otro lado, la expresion del SREBP-1c no mostré diferencias significativas por
el consumo de las distintas fuentes de grasa, ni por la sustitucién parcial con AGt en

comparacion a sus respectivos controles (Figura 31).

Figura 31: Nivel de expresion de SREBP-1a (a) y SREBP-1c (b) en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.
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Con respecto a los factores de transcripcion asociados a las enzimas involucradas en la
B-oxidacion de AG, se evalud la expresion hepatica del PPAR- a. La expresion de este factor
de transcripciéon mostré un incremento significativo en C frente a los grupos M y O. La
sustitucion parcial con AGt present6 una tendencia a disminuir esta expresién en Mt y Ct,

alcanzando diferencias estadisticamente significativas en el primer caso (Figura 32).

Figura 32: Nivel de expresion de PPAR-a en higado
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Valores expresados como la media + SEM de n=6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3
ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C=
Canola, Ct= Canola+AGt.

8. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS EN SUERO Y TEJIDOS

8.1. RETENCION DE ACIDOS GRASOS TRANS EN TEJIDOS Y SUERO

Todos los isémeros de AGt fueron incorporados y retenidos en higado, TAE y musculo
gastrocnemio, como asi también en suero post-prandial y suero post-inhibicién de la
remocion de las VLDL-TG (Tabla 7). La retencién de cada isémero de AGt en suero y
tejidos fueron estimados usando la relacion entre el porcentaje de isémeros en la muestra
respecto al porcentaje en la dieta. Este parametro normaliza los niveles de AGt en relaciéon
a suingesta.

En TAE se encontraron los valores mas elevados de retencion de AGt, y fue
independiente de la proporcion relativa de AG dietarios de las familias n-3, n-6 y n-9. En
este tejido, el AE y el t10-18:1 mostraron los mayores niveles respecto a los otros
isomeros t-18:1. De forma similar al TAE, en musculo gastrocnemio el AE presenté el
porcentaje de retencién de t-18:1 mas alto, pero en este tejido fue dependiente de la
fuente de grasa dietaria, alcanzando los menores valores en el grupo Ct. Por otro lado, en

higado se encontré un patrén diferente en el contenido de AGt, siendo el AV el isémero de
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AGt monoinsaturado encontrado en mayor cantidad, principalmente en los grupos Mt y Ct.
A diferencia de los tejidos analizados, el patrén de retencion de los isémeros individuales
t-18:1 encontrado en suero fue similar entre los distintos isémeros y mostré dependencia

con la fuente de grasa dietaria, siendo Ot > Ct > Rt.

Tabla 7: Porcentaje de retencion de isémeros de acidos grasos trans en diferentes tejidos de
ratén y en suero post-prandial

Ot Mt Ct
Higado
(t6+t7+t8)-18:1 9,05%1,32 13,92+2,43 17,45+3,79
t9-18:1 20,50+1,44 19,16+1,06 19,58+2,36
t10-18:1 17,01+0,93 14,96+1,60 14,12+3,02
t11-18:1 19,15+3,092 26,230,600 24,16+2,072b
t9,t12-18:2 66,25+9,43 52,71+9,59 45,08+7,35
AGt totales 18,47+1,14 19,44+0,65 19,16+0,88
Tejido adiposo epididimal
(t6+t7+t8)-18:1 34,30+3,04 32,80+5,51 28,52+2,57
t9-18:1 51,52+5,21 40,88+6,49 50,52+6,85
t10-18:1 39,20+1,90 35,86+5,38 40,20+3,98
t11-18:1 20,61+2,57 25,26+4,98 27,34+1,34
t9,t12-18:2 124,57+7,33 104,99+10,23 118,38+23,31
AGt totales 38,83+1,34 35,71+4,98 39,54+3,00
Musculo gastrocnemio
(t6+t7+t8)-18:1 20,30+2,18 17,40+4,22 23,75%2,05
t9-18:1 34,84+2,412b 35,69+1,122 29,06+1,39»
t10-18:1 16,10+1,30 18,80+2,11 17,19+1,10
t11-18:1 10,55+1,08 18,89+3,76 11,63+2,28
t9,t12-18:2 67,75+x10,31 61,00+6,79 66,49+5,63
AGt totales 21,23+0,94 23,78+1,40 19,26+0,86
Suero post-prandial
(t6+t7+t8)-18:1 37,37+10,34 25,76%2,73 16,97+1,84
t9-18:1 42,48+11,42 28,60+4,35 26,04+1,15
t10-18:1 32,05£10,91 19,88+4,53 13,63+1,52
t11-18:1 41,85+14,74 30,77+1,23 25,11+1,24
AGt totales 37,06+11,38 25,21+2,75 19,74+1,17

AGt= acidos grasos trans. Valores expresados como media+SEM de 6 animales por grupo. Analisis
estadistico: One Way ANOVA para comparar los tres grupos experimentales alimentados con dietas
enriquecidas en AGt. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos. (p<0,05). O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

En la Tabla 8 a la Tabla 12, observamos que tanto el origen de grasa dietaria, como la
adicién de AGt, han producido numerosos cambios en el perfil de los AG en el suero post-
prandial, suero post-inhibiciéon de la remociéon de las VLDL-TG, higado, TAE y musculo
gastrocnemio. Dada la diversidad de AG que podemos identificar y cuantificar, se
describen con mayor profundidad aquellos AG que tienen mayor relevancia cuantitativa

y/o metabolica.
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8.2 SUERO POST-PRANDIAL

La composicion de AG presentes en suero de animales en condiciones alimentadas,
reflejan el “pool de AG” correspondiente a los lipidos de la dieta mas aquellos procedentes
de la metabolizacién de lipoproteinas a nivel de diferentes tejidos. Los valores
correspondientes al perfil de AG en suero post-prandial se presentan en la Tabla 8.

Los AG representantes de cada dieta: AO, AL y ALA guardaron una proporcién acorde
con la ingesta de los mismos. Los AGt redujeron los niveles de AL en las dietas con aceite
de maiz y los niveles de ALA en las dietas con aceite de canola.

Con respecto a los niveles de los distintos isémeros de AGt: Z(t6-18:1 + t7-18:1 +
t8-18:1), AE, t10-18:1, AV y t9,t12-18:1; se observé un comportamiento diferencial, segiin
el tipo de aceite consumido, que se conserva entre los diferentes isomeros: menor
cantidad de AGt circulantes conforme se incrementa el grado de insaturacion de los AG
dietarios. Es decir, aquellos animales que consumieron la dieta Ct presentaron menores
niveles de AGt circulantes, que los que recibieron Mt y éstos menores que aquellos que
consumieron la dieta Ot. Ademas de los AGt de origen dietario, se observo la presencia de
AR en circulacién, el cual proviene de la desaturacion del AV a través de la enzima
A9-desaturasa en diferentes tejidos. Es importante denotar que éste isdmero conjugado
mostré un comportamiento opuesto al observado para los AGt, resultando en mayores
niveles en los animales alimentados con la dieta Ct y Mt respecto a los animales que
consumieron la dieta Ot.

Si bien, el andlisis 2x3 ANOVA, mostré un efecto por la grasa dietaria en los niveles de
acido miristico (14:0) y un efecto por la grasa dietaria y por la presencia de AGt en el 4cido
pentadecaenoico (15:0), estos AG no mostraron diferencias relevantes en sus niveles en
las comparaciones individuales. Los niveles de &cido behénico (22:0) fueron mucho
menores en los animales que consumieron dieta M respecto a O y C y la adiciéon de AGt
incrementé significativamente los niveles de este AG circulante respecto a cada dieta sin
AGt. Esta alteraciéon fue muy marcada en las dietas a base de aceite de maiz (p<0,001).
Tanto los demds AGS, como la sumatoria total de AGS, no mostraron efecto por el origen de
grasa dietaria, ni por la presencia de AGt en las dietas.

Los niveles de 4cido palmitoleico (¢9-16:1) mostraron variaciones segun el origen de la
grasa dietaria, sin alteraciones producto del consumo de AGt. Los niveles de este AG
fueron 0>C>M siendo diferentes estadisticamente O versus M. El contenido sérico de acido
cis-vaccénico (c11-18:1) fue en el grupo 0>C=M, mostrando el mismo comportamiento
que la grasa dietaria, mientras que los niveles de c11-20:1 fue en el grupo C=0=M a pesar

que el orden comparativo de los mismos en las grasas dietarias fueron diferentes (C>M=0)
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La adicién de AGt a la dieta s6lo indujo modificaciones en la dieta Ct, disminuyendo los
niveles de c11-20:1 respecto a la dieta C.

Los niveles del ¢6,c¢9,c12¢c-18:3, acido vy-linolénico (GLA) incrementaron
significativamente en los animales alimentados con aceite de maiz comparados con los que
recibieron aceite de oliva o de canola, disminuyendo significativamente con la adicién de
AGt a la dieta. Si bien, el andlisis 2x3 ANOVA muestra un valor de p significativo para
efecto de los AGt (p=0,048) para los niveles de ¢8,c11,c14-20:3, 4&cido dihomo-y-linolénico
(DGLA), las comparaciones individuales no reflejan esta diferencia, no existiendo cambios
en los niveles de este AG entre los grupos experimentales. El AA fue significativamente
mayor en los grupos que consumieron aceite de maiz, comparado a los que consumieron
aceite de canola, pero no mostré diferencia frente a los que recibieron aceite de oliva. La
sustituciéon parcial con AGt no introdujo diferencias en los niveles de este AG. El AG
c11,c14-20:2, un intermediario de la via alternativa de elongaciéon de AL, como era de
esperar, increment6 por la dieta rica en AL, sin observarse alteraciones por la sustitucién
parcial con AGt a la dieta.

Los AG de la familia n-3 derivados del ALA mostraron un comportamiento altamente
asociado a la contribucién de las grasas dietarias. Los animales alimentados con aceite de
canola presentaron niveles detectables de EPA y DHA, no pudiéndose cuantificar EPA en el
suero de los animales que consumieron el resto de las dietas experimentales. La presencia
de AGt no mostré efectos notorios en los niveles de ninguno de los dos AG mencionados.

La sumatoria de SFA no mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales. El contenido de MUFA total en el higado mostr6 una dependencia
significativa s6lo por el tipo de grasa dietaria, siendo mayor en los animales que
consumieron las dietas con aceite de oliva y de canola. La sumatoria total de PUFA fue
mayor en el suero de los animales alimentados con dieta conteniendo aceite de maiz, sin

cambios por la presencia de AGt dietarios en ningin grupo experimental.
8.3 SUERO POST-INHIBICION DE LA REMOCION DE LAS VLDL

Estas muestras fueron obtenidas luego de la inyeccién de Triton WR 1339 a los
animales, el cual inhibe la remocién periférica de las VLDL-TG secretadas por el higado,
por lo que luego de dos horas se obtiene un suero enriquecido en estas lipoproteinas. Por
lo tanto, puede considerarse que la composicién de AG obtenida en dicho suero refleja, en
gran medida, la composiciéon de las VLDL-TG. Hecha esta salvedad, de ahora en mas se
hara referencia a la composiciéon de AG de las VLDL para simplificar la redaccién de los

resultados (Tabla 9).
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Los niveles de AO, AL y ALA en las lipoproteinas secretadas por el higado, presentaron
perfiles relacionados a la ingesta de los mismos y fueron influenciados por la adicién de
AGt. Asi en orden de contenido, el acido oleico fue: C > O > M; y mostraron una
disminucién por la adicién de AGt a la dieta en los animales que fueron alimentados con
aceite de canola. El contenido de AL en las VLDL, que fue mayor en los animales
alimentados con dietas ricas en aceite de maiz, fue reducido por la presencia de AGt, en los
grupos Ot y Mt respecto a sus respectivos controles. Como era de esperar, los niveles de
ALA fueron mucho mayores en los animales que consumieron las dietas a base de aceite de
canola respecto a las otras dietas, sin embargo, la adicién de AGt, en este grupo, redujo
significativamente estos valores sélo en este grupo.

Los niveles de isémeros trans acumulados en circulacién, post-inhibicién de la
clarificacion de los TG circulantes, muestran un patrén diferente a lo que se observa en
cuanto a los niveles de AGt circulantes basales y, como se vera mas adelante, de higado. Al
comparar entre todos los isdmeros de AGt, el que se secreta en mayor cantidad desde el
higado hacia el suero, es el AE, siendo mucho mayor en Mt y Ct respecto a Ot. El AV se
secreta en mayor cantidad en los animales alimentados con dieta Ct en comparacién con
los animales que consumen Mt y Ot. Los niveles de t10-18:1 fueron semejantes en las
VLDL de los animales que consumieron dietas adicionadas de AGt, independientemente de
la grasa dietaria. Por otro lado, a diferencia de lo presentado para suero post-prandial, los
niveles de AR secretados fueron iguales en todos los grupos experimentales,
independientemente del AG predominante en cada una.

Si bien, el 2x3 ANOVA muestra un efecto por la grasa dietaria en el acido palmitico, la
comparacion no paramétrica muestra menores valores de este AG en el grupo C vs O. La
adicién de AGt a la dieta no produjo variaciones en los niveles de acido palmitico secretado
por las VLDL. Por otro lado, el 4cido estedrico, que también contribuye en gran medida a la
sumatoria total de AGS, mostré efecto tanto por la grasa dietaria, como por la adicién de
AGt. Al comparar los niveles de este AG seguin el tipo de grasa consumida, puede
observarse que los niveles fueron C<M=0 y que la presencia de AGt dietario promovié una
disminucién en los niveles en los grupos Ot y Mt al compararlos con sus respectivos
controles.

La comparaciéon no paramétrica de los niveles secretados de acido palmitoleico no
mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes tipos de grasas
dietarias. La adicién de AGt a la dieta increment6 los niveles en los grupos Ot y Mt respecto
a sus controles sin AGt, sin modificaciones en el grupo Ct. El contenido de acido
cis-vaccénico fue mayor en los grupos O y C frente al grupo M. La sustitucién parcial con

AGt a la dieta increment6 ligeramente los niveles de cis-vaccénico en el grupo Ot y, por el
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contrario, disminuyé el porcentaje secretado en los animales alimentados con dieta Ct
respecto a sus controles.

El GLA tuvo niveles significativamente elevados por la dieta rica en AL (siendo M>0>(C)
y la adicion de AGt redujo significativamente el contenido de dicho AG en los tres grupos
experimentales. El c11,c14-20:2 presenté mayores niveles en los animales alimentados
con la dieta M, seguido por los animales alimentados con C. Sin embargo, no fue detectado
en aquellos animales alimentados con O u Ot. El DGLA, si bien el analisis de varianza
sugiere un efecto significativo por el origen de grasa dietaria, no present6 diferencias
estadisticas en las comparaciones no paramétricas de O, M y C; la sustitucién parcial con
AGt no indujo modificaciones al comparar cada grupo con su respectivo control. Los
niveles de AA fueron significativamente reducidos en los animales alimentados con C y Ct
sin observarse alteraciones por la adicién de AGt en ningtin grupo.

Los niveles de EPA y DHA s6lo mostraron diferencia por el origen de grasa dietaria, es
decir que en los grupos que consumieron aceite de canola fueron mas elevados que en los
grupos que consumieron aceite de maiz u oliva, destacando ademas que para el caso del
EPA no pudo ser detectado en estos grupos. La sustitucién parcial con AGt a la dieta no

indujo cambios en los niveles de estos AG.
8.4 HiGADO

El perfil de AG hepaticos (Tabla 10) mostr6 una dependencia significativa de la
composicién de AG dietarios consumidos. No obstante, muchos de ellos provienen de la
sintesis de novo de AG o son productos intermediarios del metabolismo. En los animales
que ingirieron dietas que contenian grasa hidrogenada se observdé una importante
incorporacion de isémeros trans en higado. Los niveles de AE y t10-18:1 no mostraron
diferencias de acuerdo al origen de grasa dietaria consumida. Sin embargo, el AV presentd
niveles menores en el grupo Ot, al compararlos con Mt y Ct. En concordancia con esto, se
observo mayor cantidad de AR en el grupo Ot, denotando una mayor conversion de AV a
AR en estos animales. Por otro lado, en aquellos animales que consumieron las dietas O, M

o Csin AGt, no se detectd la presencia de isémeros a nivel hepatico.
El AO, que en su orden de abundancia dietario es aceite de canola > aceite de oliva >

aceite de maiz, presentd niveles significativamente diferentes en los 3 grupos de grasas
dietarias, siendo los niveles porcentuales hepaticos de dicho AG en el grupo O > C > M. La
adicién de AGt a la dieta produjo una disminucién de AO sélo en el grupo Mt, respecto a su

control. Como se podia esperar el contenido de AL y de ALA guardaron una relaciéon
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directa con los niveles dietarios de los mismos, sin mostrar, a excepcién de los niveles de
AL en el grupo Mt, ninguna variacion por la sustitucién parcial con AGt.

El GLA presenté un elevado porcentaje de incorporacion al higado de los animales que
consumieron M y Mt, no mostrando diferencias estadisticamente significativas por el
consumo de AGt en ningln grupo experimental. Los niveles hepaticos de c11,c14-20:2 y
AA muestran el mismo comportamiento que el AL (M>C>0), no existiendo diferencias por
la sustitucién parcial con AGt a la dieta. El DGLA no presentd diferencias significativas por
el origen de grasa dietaria ni por la sustitucion parcial con AGt a la dieta.

Los AG derivados intermediarios de la biosintesis de LC-PUFA de la serie n-3, como es
légico esperar, mostraron valores inferiores que aquellos procedentes de la serie n-6,
llegando a ser muy dificil 1a deteccion de algunos de ellos y, por lo tanto, s6lo es posible
presentar aquellos que mostraron niveles cuantificables y de importancia bioquimico-
nutricional. Tanto el EPA como el DHA, mostraron niveles considerables s6lo en aquellos
animales alimentados con aceite de canola, sin verse alterados por la sustitucién parcial
con AGt.

La sumatoria de los niveles de AGS no muestra diferencias significativas entre los
grupos experimentales, mientras que la sumatoria total de MUFA en higado mostré
correlacion con la ingesta de AO, siendo 0>C>M, y la misma fue disminuida por la
presencia de isémeros AGt s6lo en el grupo Mt vs. M. Por ultimo, la sumatoria de PUFA fue
dependiente del consumo de las distintas grasas, siendo mayor en los grupos M y C

respecto a O sin alteraciones producto de la sustitucion parcial con AGt a la dieta.
8.4.1. Biosintesis de LC-PUFA n-6 en higado

La biosintesis total de PUFA de la serie n-6, expresada por la relacién porcentual
producto/sustrato (AA/AL) (Figura 33), mostré una dependencia del origen de grasa
dietaria siendo O>M=2(, sin ser alterada por la presencia de AGt dietarios.

Dado que la enzima clave de la biosintesis de AA es la A6-desaturasa, en la Figura 34 se
muestra la relacién porcentual GLA/AL que representa el flujo de AL a través de dicha
enzima. Este parametro fue dependiente de la grasa dietaria siendo mayor en el grupo O
respecto a C, sin presentar diferencias estadisticamente significativas con el grupo M. La
sustitucion parcial con AGt disminuyd significativamente el flujo a través de esta enzima

en los grupos Ot y Ct vs O y C, respectivamente.
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Figura 33: Biosintesis de LC-PUFA n-6 en higado
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido araquidonico/acido linoleico. Valores
expresados como media * SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

Figura 34: Flujo a través de la enzima A6-desaturasa en higado
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Expresada por la relacién producto/sustrato: acido y-linolénico/acido linoleico. Valores expresados
como media + SEM de 6 animales por grupo. Andlisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido del test de
Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt.

Otra enzima importante en la biosintesis de PUFA es la A5-desaturasa, cuyo flujo en la
biosintesis de AA puede ser representado por la relacion AA/ DGLA. Como puede
observarse en la Figura 35, la misma so6lo present6 dependencia del origen de grasa
dietaria, pero no de la sustitucién parcial con AGt. En este sentido el flujo de sustrato a

través de la A5-desaturasa fue (M y Mt) > (O y Ot) > (Cy Ct).
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Figura 35: Flujo a través de la enzima A5-desaturasa en higado
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Expresada por la relacién producto/sustrato: acido araquiddnico/acido di-homo-y-linolénico.
Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

8.4.2. Biosintesis de LC-PUFA n-3 en higado

La biosintesis de LC-PUFA de la serie n-3, expresada por la relacion DHA/ALA,
manifesté una dependencia con el origen de grasa dietaria, siendo mayor en los animales
alimentados con dieta O y menor en los animales alimentados con dieta C y una diferente

respuesta de los isdmeros AGt en funcién de dicho origen de grasa (Figura 36).

Figura 36: Biosintesis de LC-PUFA n-3 en higado
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Expresada por la relacion producto/sustrato: dcido docosahexaenoico/acido a-linoleico. Valores
expresados como media * SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.
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Asi, mientras que en los grupos alimentados con aceite de oliva y de canola, los AGt no
indujeron modificaciones, en los animales alimentados con dieta Mt se vio un incremento
significativo de la biosintesis de LC-PUFA n-3. Debido a los escasos niveles de algunos de
los metabolitos intermediarios, no fue factible estimar los efectos en los flujos parciales de
sustratos a través de las diferentes enzimas participantes en la biosintesis total de DHA. El
AG ¢11,c14,c17-20:3, producto secundario de la elongacion del ALA, no mostro
modificaciones en sus niveles seglin la grasa dietaria, pero la sustitucion parcial con AGt a
la dieta disminuy6 los niveles de este AG en todas los grupos llevandolo a valores no

detectables por el método utilizado.
8.4.3. Biosintesis de novo de acidos grasos en higado

Los niveles de acido palmitoleico y de acido cis-vaccénico, intermediarios claves en la
biosintesis de novo, como procedentes de la dieta, fueron incrementados
significativamente por el consumo de aceite de oliva y en ninguno de los origenes de grasa
dietaria se observé efecto por la adicién de AGt. La relaciéon entre ambos AG (4cido cis-
vaccénico/ acido palmitoleico) (Figura 37), que refleja el flujo a través de la enzima
elongasa en la serie n-7, mostré efecto sélo por el origen de grasa dietaria (2x3 ANOVA, p =

0,010), independientemente de la presencia de AGt en la dieta.

Figura 37: Flujo a través de la enzima elongasa en higado
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Expresada por la relacién producto/sustrato: acido cis-vaccénico/acido palmitoleico. Valores
expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

Los niveles mas altos de acido godoico (c11-20:1) fueron asociados a la ingesta de AO

(grupos O y C) y no fueron influenciados por la adicién de AGt. Por otro lado, el acido
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erucico (c13-22:1) se encontro en elevados niveles en la dieta C respecto a M y O, y s6lo en
este grupo se vieron afectados sus valores por la presencia de AGt dietario, disminuyendo

los niveles significativamente.
8.4.4. Flujo a través de la enzima A9-desaturasa en higado

Las relaciones acido palmitoleico/ acido palmitico (Figura 38 a) y AO/AE (Figura 38
b), reflejan el flujo a través de la enzima A9-desaturasa. Los mayores niveles porcentuales
de dichas relaciones estuvieron asociados al consumo de aceite de oliva. Particularmente,
la relacion acido palmitoleico/ acido palmitico fue mayor en O y M respecto a C y la adicién
dietaria de AGt sélo disminuyé los niveles en la dieta Mt respecto a M. Por otro lado, la
relacion AO/AE fue mayor en O respecto a M y C, y los AGt no afectaron los valores de esta

relacion en ningdn grupo experimental.

Figura 38: Flujo a través de la enzima A9-desaturasa en higado
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido palmitoleico/acido palmitico (a) y acido
oleico/acido estearico (b)Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis
estadistico: 2x3 ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt,
C= Canola, Ct= Canola+AGt.
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8.5 TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

El TAE mostroé los valores de AGt totales mas altos respecto a los demas tejidos. Como
puede observarse en la Tabla 11, no hubo diferencia significativa en el contenido de los
distintos isémeros segun las diferentes dietas, ni en el contenido de AR.

El contenido de MUFA totales y el del principal contribuyente en dicho grupo: el AO, fue
dependiente del origen de grasa dietaria, siendo significativamente mayor en los grupos O
y C respecto al grupo M. La presencia de AGt dietarios no indujo modificaciones en estos
niveles. Los contenidos de AL y ALA mostraron una dependencia con el origen de grasa
dietaria y con la adicién de AGt. Por un lado, como era de esperar, el contenido de AL fue
mucho mayor en los animales que consumieron aceite de maiz. La presencia de AGt
dietario redujo significativamente los niveles en los grupos Ot y Mt, sin presentar cambios
significativos en la dieta con aceite de canola. Los animales que consumieron dietas con
aceite de canola mostraron niveles de ALA significativamente mas elevados que los demas
grupos pero la presencia de AGt redujo el contenido porcentual de ALA en TAE. Los
cambios en los PUFA totales fueron similares a aquellos observados para el AL que es
cuantitativamente el mas importante, sin embargo, la presencia de AGt sélo redujo
significativamente el contenido de PUFA totales en el grupo Mt respecto a M.

Los LC-PUFA de la serie n-6 presentaron niveles significativamente diferentes en
funcién del origen de grasa dietaria y de la presencia de AGt. Especificamente, tanto los
niveles de GLA, como de DGLA, fueron significativamente mayores en los animales que
recibieron aceite de maiz que en los que recibieron aceite de canola o de oliva. Para el caso
del GLA, la presencia de AGt redujo los niveles en las dietas Ot y Mt, respecto a sus
respectivos controles; pero para el DGLA, los AGt sélo tuvieron efecto en la dieta Mt. El
c11,c14-20:2 también se encontro en niveles elevados en la dieta con aceite de maiz, pero
no fue afectado por la presencia de AGt en ningin grupo experimental. El AA present6 un
comportamiento similar al de sus precursores. Si bien, los niveles fueron elevados en la
dieta M, su relacién porcentual fue mucho mas elevada al compararla con los otros AG, y la
presencia de AGt dietario redujo drasticamente estos valores sélo en este grupo.

En todos los grupos dietarios analizados, no se lograron obtener niveles
cuantitativamente detectables de los intermediarios y producto final de los LC-PUFA de la
serie n-3.

En general, los niveles de los AGS 14:0 y 20:0 no fueron modificados por el origen de
grasa dietaria, ni por la presencia de AGt dietarios. El acido palmitico mostré un efecto
solo por el tipo de grasa dietaria, encontrandose en menor cantidad en las dietas con

aceite de canola. Este mismo efecto también puede observarse en el acido palmitoleico.
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Por el contrario, los niveles de acido estearico no fueron alterados por el tipo de aceite
suministrado en la dieta, pero mostraron un tendiente incremento por el consumo de AGt,
alcanzando la significancia estadistica s6lo en el grupo Mt. El contenido de acido cis-
vaccénico, fue dependiente del origen de grasa dietaria, siendo O = C > M, sin observarse

efecto por la adicion de AGt frente a sus respectivos controles.
8.5.1. Biosintesis de LC-PUFA n-6 en tejido adiposo epididimal

La biosintesis total de PUFA de la familia n-6, reflejada por la relacion AA/AL fue
0=M>C, siendo diferente estadisticamente el grupo O vs C. Los valores de significancia
correspondientes 2x3 ANOVA demuestran, ademas de una dependencia por el origen de
grasa dietaria (p=0,008), un efecto por la presencia de AGt (p=0,022). No obstante, so6lo
una tendencia a valores inferiores fueron observados en esta relaciéon en los grupos Mt y

0t, respecto a sus controles (Figura 39).

Figura 39: Biosintesis de LC-PUFA n-6 en tejido adiposo epididimal
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido araquiddnico/ acido linoleico. Valores
expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

El flujo a través de la enzima A6-desaturasa, expresado por la relaciéon GLA/AL fue
afectado unicamente por el tipo de grasa dietaria, alcanzando los valores mas altos en la
dieta O y los mas bajos en la dieta C. Este parametro no fue afectado por la presencia de
AGt en la dieta (Figura 40). La enzima A5-desaturasa, cuyo flujo puede estimarse a partir
de la relacién AA/DGLA fue menor en el grupo C respecto a 0. La sustitucién parcial con

AGt ala dieta no modificé este parametro (Figura 41).
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Figura 40: Flujo a través de la enzima A6-desaturasa en tejido adiposo epididimal
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido vy-linolénico/ acido linoleico. Valores
expresados como media * SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

Figura 41: Flujo a través de la enzima A5-desaturasa en tejido adiposo epididimal
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido araquidonico/ acido di-homo y-linolénico.
Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA,
seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

8.5.2. Biosintesis de LC-PUFA n-3 en tejido adiposo epididimal

Dado que los niveles de LC-PUFA derivados de la familia n-3 (EPA y DHA), estuvieron
por debajo del indice de deteccion, no fue factible estimar el flujo a través de las enzimas

involucradas en la biosintesis de PUFA n-3 en TAE.
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8.5.3. Biosintesis de novo de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Los niveles de acido palmitoleico y de acido cis-vaccénico fueron significativamente
mayores en el TAE de los animales alimentados con aceite de oliva y no se observé efecto
por la sustitucion parcial con AGt en ninguno de los grupos con diferentes grasas dietarias.
La relacién entre ambos AG (acido cis-vaccénico/ acido palmitoleico) (Figura 42), que
refleja el flujo a través de la enzima elongasa en la serie n-7, mostré efecto sélo por el
origen de grasa dietaria, independientemente de la presencia de AGt en la dieta, siendo el
grupo M el que present6 niveles mas bajos respecto a O y C. Los niveles mas altos de acido
godoico (c11-20:1) fueron asociados a la ingesta de la dieta O, siendo incrementados por la

presencia de AGt en este grupo.

Figura 42: Flujo a través de la enzima elongasa en tejido adiposo epididimal
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Expresada por la relacién producto/sustrato: acido cis-vaccénico/acido palmitoleico. Valores
expresados como media * SEM de 6 animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA, seguido
del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct=
Canola+AGt.

8.5.4. Flujo a través de la enzima A9-desaturasa en tejido adiposo epididimal

Larelacién acido palmitoleico/ 4cido palmitico (Figura 41 a) fue ligeramente mayor en
los animales alimentados con aceite de oliva que en aquellos con aceites de maiz o canola y
la suplementaciéon con AGt no afecté dicha relacién. Por otra parte, la relacion AO/AE
(Figura 41 b) fue mayor en los animales alimentados con dieta O y C respecto a M vy, si
bien, se ve un efecto tendiente a disminuir por la presencia de los AGt, la diferencia no

alcanza significancia estadistica.
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Figura 43: Flujo a través de la enzima A9-desaturasa en tejido adiposo epididimal
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Expresada por la relacion producto/sustrato: acido palmitoleico/acido palmitico (a) y acido
oleico/acido estearico (b). Valores expresados como media + SEM de 6 animales por grupo. Analisis
estadistico: 2x3 ANOVA, seguido del test de Tukey. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas
indican diferencia estadisticamente significativa. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt= Maiz+AGt,
C= Canola, Ct= Canola+AGt.

8.6. MUSCULO GASTROCNEMIO

La Tabla 12 muestra el perfil de AG del musculo gastrocnemio. Los AGt fueron
cuantificados en cantidades mayores que en higado. Los animales que consumieron la
dieta Ct presentaron los menores niveles, probablemente a expensas del AE que fue menor
en esta dieta y en ambos casos la diferencia fue estadisticamente significativa respecto al
grupo Mt. El porcentaje de AV fue mayor en animales alimentados con la dieta Mt,
alcanzando significancia estadistica en su comparacién frente al grupo Ot. Por otro lado,
los niveles de AR encontrados en musculo gastrocnemio fueron equivalentes en todos los
grupos experimentales.

De manera similar a lo hallado en los otros tejidos analizados, el musculo gastrocnemio

presentd niveles de AG acorde a los perfiles de AG de la dieta. Asi el contenido de AO fue
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mas elevado en los animales que consumieron O y C, el AL en la dieta M y el ALA en la dieta
C. El consumo de AGt disminuy6 el contenido de estos AG mayoritarios en cada grupo
dietario experimental.

Con respecto a los AG derivados de la elongacién y desaturacion del AL, los niveles de
GLA fueron mas elevados en la dieta M, alcanzando significancia estadistica s6lo frente al
grupo C. Sin embargo, el contenido de DGLA fue equivalente en todos los grupos
experimentales y en ninguin caso el GLA o el DGLA fueron alterados por la presencia de
AGt en la dieta. El AA se encontr6 en alto porcentaje en el grupo O respecto a C y, si bien, el
grupo M presentd niveles similares al O no fue estadisticamente diferente al C. Este AG
tampoco fue modificado por el consumo de AGt. El intermediario de la via alternativa de
elongacion del AL, c11,c14-20:2, fue significativamente mayor en el grupo M respectoa O y
C, y fue significativamente menor en presencia de AGt en Mty Ct.

Los LC-PUFA derivados del ALA estuvieron aumentados en los animales alimentados
con las dietas C y Ct, sin diferencias significativas entre los mismos por el consumo de AGt.
Sin embargo, los niveles de EPA se vieron incrementados en la dieta Ot respecto a O.

La sumatoria de AGS fue similar en todos los grupos, con excepcion del grupo C, el cual
presentd niveles menores en comparacion a los demas grupos dietarios experimentales.
Estos resultados estan relacionados a los niveles encontrados para el acido palmitico que
presenté el mismo comportamiento. No obstante, el contenido de acido estearico no
presentd diferencias significativas en ningiin grupo experimental. Los niveles totales de
MUFA fueron significativamente menores en la dieta Mt respecto a los demas grupos.
Finalmente, la sumatoria total de PUFA fue mayor en los grupos M y Mt, asociado al alto

contenido de AL en estos grupos experimentales.
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Tabla 8: Perfil de Acidos grasos en suero post-prandial

Acidos grasos 0 ot M Mt C Ct 2x3

ANOVA
14:0 0,18+0,01 0,17+0,02 0,26+0,04 0,24+0,02 0,23+0,03 0,19+0,02 G
15:0 0,11+0,012»  0,06+0,032=  0,15+0,03>  0,13+0,01=>  0,15%0,02>  0,12+0,01=2b Gt
16:0 24,97+41,20 25,72+0,32  26,94+1,01  24,54+0,77  23,14+0,79  25,47+0,47 -
17:0 0,23+0,01 0,26+0,02 0,26+0,02 0,20+0,01 0,27+0,03 0,26+0,02 -
18:0 8,66+0,62 9,39+0,72 9,66+0,31 9,29+0,30 9,22+0,77 9,65+0,70 -
20:0 0,23+0,03 0,22+0,03 0,36+0,09 0,23+0,01 0,26+0,02 0,19+0,02 -
22:0 0,09+0,022  0,20+0,03> 0,01+0,01¢  0,40+0,01¢  0,09+0,012 0,14+0,01> G,t,Gxt
c9-16:1 1,15+0,12=  0,84+0,162»  0,69+0,09> 0,76+0,032>  0,76+0,052>  0,85+0,042b G
AO 22,87+0,752 20,16+1,642 12,39+0,66> 13,98+1,02> 23,11+0,542= 19,52+1,162 G,Gxt
c11-18:1 3,05+0,24=2 2,81+0,37a»  1,20+0,04c¢  1,83+0,13¢  2,03+0,15bc  1,98+0,23bc G
2(t6-t8)-18:1  0,00+0,002  0,60+0,13» 0,00+0,002 0,41+0,03bc 0,000,002  0,27+0,02¢ G,t,Gxt
AE 0,00+0,002  0,96+0,20>  0,00+0,002  0,65+0,08bc  0,00+0,002  0,59+0,02¢ t
t10-18:1 0,00+0,002  0,94+0,25>  0,00+0,002  0,58+0,10bc  0,00£0,002  0,40+0,03¢ t
AV 0,00+0,002  1,05+0,29> 0,000,002  0,77%0,02° 0,00+0,002  0,63%0,02°b t
c11-20:1 0,62+0,042>  0,42+0,052c  0,44+0,042c  0,41+0,03¢ 0,73+0,04b  0,49+0,07 2 Gt
AL 18,35+0,252  20,14+0,772 29,84+0,63> 25,46+1,44c 20,32+0,452 20,51+0,40@ G,Gxt
AR 0,00+0,002  0,06+0,02> 0,00+0,002  0,14+0,01¢ 0,00+0,002  0,15%0,02¢ G,tGxt
GLA 0,08+0,022> 0,020,012  0,23+0,04c  0,11+0,01b 0,10+0,01>  0,10+0,01> G,tGxt
ALA 0,15+0,03=  0,18+0,022 0,160,022  0,13+0,02= 1,2740,09®  0,79£0,13¢  G,tGxt
c11,c14-20:2  0,19+0,022 0,26+0,022»  0,28+0,03> 0,27+0,032>  0,24+0,012>  0,23+0,022b G
DGLA 1,71+40,212> 1,71+0,252> 1,10+0,082> 1,72+0,112» 1,68+0,162b  1,89+0,10°P t
AA 8,770,492  8,42+0,182 9,85+0,782 11,24+1,422  4,53+0,48>  4,99+0,48" G
EPA 0,00+0,002  0,00+0,002  0,00+0,002  0,00+0,002 0,61+0,03b  0,50+0,08" G
DHA 2,42+0,132  1,88+0,252  1,81+0,162  2,27+0,34= 5,02+0,53b  6,50+0,49>  G,Gxt
TAGt 0,00+0,002  3,55+0,85b  0,00+0,002  2,42+0,20" 0,00+0,002 2,320,430 t
LAGS 34,57+41,72  34,32#191 37,49+0,79 35,16%1,24  33,15+1,37 36,00+1,11 -
IMUFA 27,42+0,822 24,24+1,932 1598+1,47> 17,00+1,17> 26,52+0,642 22,78+1,352 Gt
YPUFA 32,06+£0,462 32,40+0,462 43,22+1,21c 41,20+2,06bc 36,36+1,002> 35,46+0,922 G
NI 3,75+0,62 3,47+0,13 3,20+0,44 3,16+0,16 2,56+0,48 2,60+0,52

NI=X acidos grasos no identificados. ZAGt= sumatoria de acidos grasos trans. XAGS= sumatoria de
acidos grasos saturados. EMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA=
sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis. AO= acido oleico. AE= acido elaidico. AV= acido
vaccénico. AL= acido linoleico. AR= acido ruménico. GLA= &cido y-linolénico. ALA= acido a-

linolénico.

DGLA=

4cido

dihomo-y-linolénico.

AA= Acido

araquidonico.

EPA= Acido

eicosapentaenoico. DHA= acido docosahexaenoico. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt=
Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt. Valores expresados como media + SEM de 6 animales por
grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA seguido del test de Tukey (G= p<0,05 para el efecto de la
grasa dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adicion de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (p < 0,05).
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Tabla 9: Perfil de dcidos grasos en suero post-inhibicion de la remocidon de lipoproteinas de

muy baja densidad (VLDL)

Acidos grasos 0 ot M Mt C Ct 2x3

ANOVA
14:0 0,30+0,02 2 0,60+0,03 b 0,42+0,04 = 0,66+0,05b 0,66+0,02 b 0,44+0,04 = G,t,Gxt
15:0 0,12+0,01ab 0,060,032 0,22+0,05¢b 0,00+0,002 0,30+0,05¢ 0,00+0,002 t,Gxt
16:0 24,53+0,522  23,43+0,332>  22,79+0,82abc  20,91+0,17¢  21,95+0,15bc  22,56+0,54abc G
17:0 0,28+0,01 0,18+0,04 0,27+0,04 0,22+0,02 0,25+0,01 0,19+0,03 t
18:0 8,40+0,16 2 5,050,104 8,67+0,272 6,42+0,15¢ 7,24+0,170 6,83+0,09bc  G,t,Gxt
20:0 0,00+0,002 0,09+0,052b  0,14+0,04 abc 0,00+0,002 0,28+0,07 0,20+0,02be G,Gxt
c9-16:1 2,42+0,01- 5,31+0,57 ¢ 2,460,122 4,02+0,37" 2,74+0,082 2,83+0,01b  G,t,Gxt
AO 24,41+40,392  24,08+0,762  15,52+0,45¢  16,78+1,41¢ 29,12+0,83b> 22,64+0,462  G,t,Gxt
c11-18:1 2,17+0,04 2 2,520,010 0,97+0,09¢ 1,19+0,04 ¢ 1,92+0,13= 1,58+0,034 G,Gxt
>(t6-t8)-18:1 0,00+0,00 2 0,25+0,01®b 0,00+0,00 2 0,37+0,06 b 0,00+0,004 0,28+0,02" t
AE 0,00+0,002 0,84+0,01¢ 0,00+0,002 0,96+0,01¢ 0,00+0,002 0,97+0,03¢ G,t,Gxt
t10-18:1 0,00+0,002 0,43+0,06° 0,00+0,002 0,52+0,07® 0,00+0,002 0,55+0,03® t
AV 0,00+0,002 0,36+0,05¢b 0,00+0,002 0,40+0,01" 0,00+0,002 0,58+0,01¢ G,t,Gxt
c11-20:1 0,530,052 0,46+0,022b 0,36+0,072 0,32+0,0672 0,62+0,02°b 0,48+0,052b G
c13-22:1 0,00+0,00 0,08+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 0,06+0,04 0,05+0,03 -
AL 18,00+0,262  14,58+0,01¢4  31,12+1,13¢  25,44+0,26> 19,29+0,442 18,85+1,072  G,tGxt
AR 0,00+0,002 0,40+0,02°b 0,00+0,002 0,45+0,01¢ 0,00+0,002 0,44+0,04°b t
t9,t12-18:2 0,00+0,00 0,08+0,05 0,00+0,00 0,11+0,06 0,00+0,00 0,03+0,02 t
GLA 0,71+0,002  0,41+0,02 cd 1,10+0,05® 0,71+0,052 0,530,064 0,32+0,01¢ Gt
ALA 0,20+0,042>  0,39+0,03" 0,23+0,052b 0,16+0,04 = 1,54+0,054 0,97+0,07 ¢ G,t,Gxt
c11,c14-20:2 0,00+0,00 2 0,00+0,00 2 0,21+0,03 0 0,16+0,0920  0,09+0,03 2b 0,00+0,00 2 G
DGLA 0,68+0,072b 0,94+0,01b 0,54+0,052 0,42+0,062 0,62+0,082b 0,71+0,142b G
AA 11,44+0,332  9,06+0,04=>  10,02+0,91=  10,53%#1,222  5,51+0,61¢ 6,06+0,57 be G
EPA 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,40+0,05¢b 0,36+0,01¢ G
DHA 3,160,002 3,11+0,21> 2,39+0,342 2,06+0,082  4,63+0,56b¢ 5,34+0,40¢ G
TAGt 0,00+0,002 1,94+0,05¢b 0,00+0,002 2,36+0,09¢ 0,00+0,002 2,41+0,02¢ G,t,Gxt
LAGS 33,63+0,362  29,45+0,43bc  32,51+0,682  28,21+0,35¢  30,54+0,05> 30,23+0,46>  G,t,Gxt
IMUFA 29,52+0,473>  32,45+1,35b¢  19,30+0,414  22,31+1,884  34,45+0,82¢ 27,57+0,512 G,Gxt
YPUFA 34,20+0,11=  28,49+0,20¢  45,61+£0,52¢  39,47+0,76> 32,60+0,902 32,610,012  G,t,Gxt
NI 2,65+0,00 3,80+0,16 2,48+0,10 4,30+0,41 2,30+0,08 4,25+0,23

NI=X acidos grasos no identificados. 2AGt= sumatoria de acidos grasos trans. XAGS= sumatoria de
acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis. YXPUFA=
sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis. AO= acido oleico. AE= acido elaidico. AV= acido
vaccénico. AL= acido linoleico. AR= acido ruménico. GLA= &cido y-linolénico. ALA= acido a-

linolénico.

DGLA=

4cido

dihomo-y-linolénico.

AA=

icido

araquidonico.

EPA= Acido

eicosapentaenoico. DHA= acido docosahexaenoico. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt=
Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt. Valores expresados como media + SEM de 6 animales por
grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA seguido del test de Tukey (G= p<0,05 para el efecto de la
grasa dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adicion de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (p < 0,05).
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Tabla 10: Perfil de acidos grasos en higado

Acidos grasos 0 ot M Mt C Ct 2x3

ANOVA
14:0 0,29+0,02 0,33+0,01 0,29+0,05 0,25+0,01 0,30+0,03 0,24+0,02 -
15:0 0,10+0,012  0,12+0,01=b 0,08+0,01= 0,15+0,01»  0,12+0,012»  0,16+0,01b Gt
16:0 23,49+0,68  22,44+0,18  23,20+1,08  22,14+0,33  22,78+0,72  21,48+0,36 t
17:0 0,15+0,022  0,23+0,01bed  (,17+0,022>  0,29+0,014  0,20+0,022bc  (0,26+0,01d Gt
18:0 5,35+0,342  5,94+0,13zb 7,55+0,45¢ 9,06+0,29¢  7,02+0,38b¢  7,30+0,31bc Gt
20:0 0,24+0,04 0,24+0,03 0,28+0,02 0,35+0,02 0,33+0,05 0,26+0,01 -
22:0 0,06+0,012»  0,11+0,01b 0,16+0,01c¢ 0,09+0,01b 0,20+0,02¢ 0,03+0,012  G,t,Gxt
c9-16:1 2,17+0,07=  1,86+0,112>  1,47+0,23bc  1,00+0,07¢  1,35+0,24bc 1,07+0,10¢ Gt
AO 37,99+2,382  32,99+0,473> 22,19+1,75¢ 15,51+£0,99¢ 31,30+2,19> 27,08+1,24bc Gt
c11-18:1 4,59+0,322 3,89+0,252 2,130,310 1,65+0,12b 2,43+0,27> 1,95+0,10v Gt
>(t6-t8)-18:1 0,00+0,002  0,14+0,01® 0,00+0,002  0,22+0,02»>  0,00+0,002 0,28+0,04b  G,t,Gxt
AE 0,00+0,002  0,46+0,02° 0,00+0,002  0,43+0,02>  0,00+0,002 0,44+0,03"b t
t10-18:1 0,00+0,002  0,50+0,02° 0,00+0,002  0,44+0,03> 0,000,002 0,41+0,06° t
AV 0,00+0,00=  0,48+0,05" 0,00+0,002 0,66+0,01c  0,00+0,002 0,61+0,03¢  G,tGxt
c11-20:1 1,250,122 1,03+0,022»  0,76+0,09>c  0,59+0,03¢  1,07+0,122b  (0,83+0,02bc Gt
c13-22:1 0,11+0,022>  0,13+0,01>c  0,08+0,012d  0,09+0,012bd  0,18+0,01c 0,05+0,014  G,t,Gxt
AL 9,55+0,662 11,48+0,282> 19,96+1,02d 23,31+0,50¢ 14,77+1,20c 14,22+0,18b¢ G,t,Gxt
t9,t12-18:1 0,00+0,00=  0,18+0,02b 0,00+0,002  0,14+0,02>c  0,00+0,002 0,12+0,01¢  G,tGxt
AR 0,00+0,002  0,31+0,01® 0,00+0,002 0,22+0,01¢  0,00+0,002 0,24+0,03¢  G,tGxt
GLA 0,11+0,01a 0,11+0,01= 0,24+0,02b 0,230,010 0,15+0,01= 0,10+0,01= G
ALA 0,12+0,01= 0,09+0,012 0,18+0,022 0,10+0,01= 1,06+0,09> 1,00+0,05b G
c11,c14-20:2 0,16+0,01= 0,22+0,022 0,38+0,04b 0,41+0,01b 0,19+0,01= 0,21+0,01a Gt
DGLA 1,07+0,10 1,13+0,05 1,44+0,24 1,25+0,04 1,20+0,09 1,37+0,06 -
c11,c14,c17-20:3 0,03+0,012»  0,00+0,002 0,030,012  0,00+0,002 0,05+0,02b 0,00+0,002 t
AA 7,41+0,702 7,96+0,192  11,62+0,58> 13,40+0,17> 6,37+0,592 6,230,422 G
EPA 0,12+0,01= 0,00+0,002 0,00+0,002 0,00+0,002 0,89+0,07> 0,83+0,03b Gt
DHA 2,03+0,21=  2,67+0,072 2,38+0,062  3,19+0,05=  7,48+0,55b  9,00+0,44" Gt
TAGt 0,00+0,002  1,77+0,11¢ 0,00+0,002  1,86+0,06>  0,00+0,002 1,84+0,08"b t
LAGS 30,08+0,99  29,42+022 31,64+1,29  32,33+0,04 31,59+0,82  29,74+0,62 G
IMUFA 45,82+2,692 39,90+0,752> 27,00+2,17¢ 18,81+0,569 34,34+1,70>c 30,98+1,46¢ Gt
YPUFA 20,872,100 23,67+0,502 38,28+2,52bc 41,89+0,69¢ 32,17+2,20> 32,97+1,00°b G
NI 3,21+0,31 3,73+0,08 3,07+0,20 3,31+0,11 1,91+0,16 2,92+0,12

NI=X acidos grasos no identificados. ZAGt= sumatoria de acidos grasos trans. XAGS= sumatoria de
acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA=
sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis. AO= acido oleico. AE= acido elaidico. AV= acido
vaccénico. AL= acido linoleico. AR= acido ruménico. GLA= &cido y-linolénico. ALA= acido a-

linolénico.

DGLA=

4cido

dihomo-y-linolénico.

AA=

4cido

araquidonico.

EPA= Acido

eicosapentaenoico. DHA= acido docosahexaenoico. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt=
Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt. Valores expresados como media + SEM de 6 animales por
grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA seguido del test de Tukey (G= p<0,05 para el efecto de la
grasa dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adicion de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (p < 0,05).
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Tabla 11: Perfil de acidos grasos en tejido adiposo epididimal

Acidos grasos 0 ot M Mt C Ct 2x3

ANOVA
14:0 1,11+0,07 0,95+0,04 1,01+0,08 1,00+0,02 1,21+0,20 0,94+0,03 -
15:0 0,19+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,20+0,01 0,19+0,01 0,20+0,01 -
16:0 18,85+0,532  17,90+0,34= 17,92+0,532 18,34+0,252 14,99+0,41> 15,45+0,26b G
17:0 0,18+0,02 0,19+0,01 0,17+0,01 0,21+0,02 0,20+0,02 0,22+0,01 t
18:0 1,63+0,102 1,88+0,062b 1,59+0,022 2,12+0,13>  1,87+0,12a>  2,29+0,14b Gt
20:0 1,63+0,102»  1,88+0,062>  1,59+0,022>  2,12+0,132 1,87+0,122>  2,29+0,14" G
€9-14:1 0,09+0,012 0,060,012 0,10+0,022  0,00+0,00> 0,06+0,012>  0,06+0,01= t,Gxt
c9-16:1 5,96+0,3572 5,79+0,382  4,76+0,122»  4,87+0,382b  3,59+0,30b  3,81+0,23" G
AO 4496+1,642= 43,64+0,872 31,39+0,68> 31,68+0,55> 47,48+1,492 44,30+0,372 G
c11-18:1 3,50+0,302>  3,75+0,11= 1,62+0,06¢  2,23+0,11de  2,60+0,07¢<d  3,06+0,07 be Gt
2(t6-t8)-18:1  0,00+0,002  0,55%0,04> 0,000,002  0,52+0,09b> 0,000,002  0,45+0,03" t
AE 0,000,002  1,17#0,09> 0,000,002  0,93+0,15b 0,000,002  1,14+0,12" t
t10-18:1 0,000,002  1,15%0,04> 0,000,002 1,05+0,16® 0,000,002 1,18+0,09" t
AV 0,000,002  0,52+0,05> 0,000,002  0,64+0,13b> 0,000,002 0,69+0,03" t
c11-20:1 3,50+0,302 3,75+0,11bc  1,62+0,062d  2,23+0,114  2,60+0,07>c  3,06+0,07¢ G
AL 19,36+1,142  16,34+0,284 37,18+0,38c 30,44+0,64> 21,19+0,862 18,36+0,342d  G,t,Gxt
AR 0,000,002  0,66+0,03> 0,000,002 0,57+0,04® 0,000,002 0,63+0,04" t
t9,t12-18:2 0,000,002  0,34+0,02> 0,000,002  0,29+0,03> 0,000,002 0,32+0,05" t
GLA 0,09+0,012»  0,06+0,004 0,14+0,01¢  0,10+0,01> 0,07+0,012¢ 0,07+0,012d  G,t,Gxt
ALA 1,03+0,122 0,62+0,0572 0,98+0,142  0,79+0,052  3,57+0,17b 2,30+0,21¢  G,t,Gxt
c11,c14-20:2 0,09+0,012 0,08+0,01= 0,19+0,01¢  0,14+0,01bc 0,13+0,022»  0,11+0,012b Gt
DGLA 0,10+0,01ab 0,04+0,012 0,21+0,02¢ 0,11+0,01» 0,09+0,012»  0,06+0,012b Gt
AA 0,18+0,01= 0,11+0,022  0,38+0,07> 0,150,012 0,11+0,01=  0,08+0,022  G,t,Gxt
TAGt 0,000,002  4,42+0,18> 0,000,002  4,12+0,65> 0,00+0,002  4,54+0,36" t
LAGS 22,03+0,502 21,23+0,35%> 20,98+0,572b 21,97+0,242 18,59+0,64c 19,26+0,34bc G
IMUFA 54,91+2,112 54,05+0,692 38,53+0,74b 39,40+0,99> 54,61+1,452 52,20+0,302 G
YPUFA 21,0942,192  17,26+0,352 39,07+0,53¢ 31,76+0,72¢ 25,10+0,83> 20,96+0,172b Gt
NI 1,51+0,07 2,39+0,15 1,18+0,05 2,21+0,09 1,33+0,05 2,42+0,08

NI=X acidos grasos no identificados. ZAGt= sumatoria de acidos grasos trans. XAGS= sumatoria de
acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA=
sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis. AO= acido oleico. AE= acido elaidico. AV= acido
vaccénico. AL= acido linoleico. AR= acido ruménico. GLA= &cido y-linolénico. ALA= acido a-
linolénico. DGLA= acido dihomo-y-linolénico. AA= acido araquidénico. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M=
Maiz, Mt= Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt. Valores expresados como media + SEM de 6
animales por grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA seguido del test de Tukey (G= p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adicién de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables). Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p < 0,05).
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Tabla 12: Perfil de acidos grasos en musculo gastrocnemio

Acidos grasos 0 ot M Mt C Ct 2x3

ANOVA
14:0 1,15+0,062»  1,17+0,112»  1,37+0,04> 0,89+0,052 1,03+0,162>  1,42+0,16" Gxt
15:0 0,12+0,01» 0,11+0,01= 0,16+0,01> 0,14+0,01» 0,15+0,01> 0,15+0,022b Gt
16:0 20,75+0,142c  21,79+0,42¢ 20,22+0,252 20,43+0,402 18,10+0,10> 21,18+0,372 G,t,Gxt
17:0 0,13+0,01 0,13+0,01 0,16+0,02 0,16+0,01 0,13+0,01 0,14+0,01 G
18:0 4,44+0,16 5,14+0,36 4,96+0,49 5,65+0,38 4,82+0,40 5,09+0,35 t
c9-16:1 8,20+0,312b  9,64+0,552 6,69+0,47>  6,37+0,36>  6,06+0,63>  8,58+1,202 Gt
AO 28,43+0,50>  23,26+0,92¢ 21,61+0,90¢d 18,63+1,15¢ 30,92+1,18> 24,46+0,69d Gt
c11-18:1 568+0,162  5,21+0,192d  3,44+0,00>  3,51+0,11> 4,76+0,05¢d  4,43+0,10¢ Gt
>(t6-t8)-18:1 0,00+0,002 0,32+0,03b 0,00+0,00=  0,28+0,07> 0,000,000  0,31+0,06" t
AE 0,00+0,002  0,79+0,05bc  0,00+0,002  0,81+0,03>  0,00+0,002 0,66+0,02¢  G,t,Gxt
t10-18:1 0,00+0,00a  0,47+0,04>  0,00+0,000  0,55+0,06> 0,00+£0,002  0,41+0,08"P t
AV 0,00+0,002 0,27+0,03b 0,00+0,002 0,48+0,09¢  0,00+0,002  0,29+0,04bc t
c11-20:1 0,51+0,01a 0,39+0,03b 0,50+0,022  0,37+£0,03>  0,64+0,00>  0,45+0,012> Gt
AL 12,17+0,022  10,66+0,422 22,57+1,31> 17,76+1,06c 13,21+0,3720 10,47+0,332 Gt
t9,t12-18:1 0,00+0,002  0,18+0,03>  0,00+0,002  0,17+0,02> 0,00£0,00@  0,18+0,01® t
AR 0,00+0,002  0,46+0,03>  0,00+0,000  0,45+0,04> 0,000,002  0,45+0,03® t
GLA 0,09+0,012>  0,09+0,01=>  0,12+0,01>  0,10+0,012>  0,08+0,012 0,08+0,01= G
ALA 0,26+0,012 0,23+0,022 0,34+0,03=  0,30+0,03=  1,43+0,11b 1,03+0,06c  G,tGxt
c11,c14-20:2  0,14+0,01=>  0,16+0,01b 0,32+0,02¢ 0,28+0,01¢  0,15+0,01b 0,08+0,012  G,t,Gxt
DGLA 0,63+0,042>  0,82+0,08b 0,49+0,03=  0,68+0,062>  0,54+0,052 0,57+0,032 Gt
AA 6,17+0,172>  6,29+0,462>  6,07+0,642>c  7,66+0,65>  3,98+0,47c  4,49+0,34c G
EPA 0,02+0,012 0,08+0,01b 0,02+0,01=2  0,02+0,01=  0,18+0,02c 0,20+0,01¢  G,t,Gxt
DHA 6,76+0,192>  7,46+0,532b 6,130,692  7,98+0,622b  9,92+1,44>  10,07+1,12b G
TAGt 0,00£0,002  2,04+0,09>c  0,00+0,002  2,28+0,13>  0,00+0,002 1,85+0,08¢  G,tGxt
LAGS 26,60+0,362 28,34+0,612 26,87+0,802 27,270,742 24,24+0,14> 27,97+0,172 G,tGxt
IMUFA 42,81+0,962 38,51+1,422 32,24+1,392> 28,88+1,01c 42,38+1,862 37,92+1,612b Gt
YPUFA 26,23+0,342 25,78+1,302 36,05+0,04b 34,78+0,26> 29,48+1,51= 27,00+1,602 G
NI 3,31+0,19 3,99+0,36 3,71+0,41 5,16+0,22 3,61+0,26 3,75+0,19

NI=X acidos grasos no identificados. ZAGt= sumatoria de acidos grasos trans. XAGS= sumatoria de
acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA=
sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis. AO= acido oleico. AE= acido elaidico. AV= acido
vaccénico. AL= acido linoleico. AR= acido ruménico. GLA= &cido y-linolénico. ALA= acido a-
dihomo-y-linolénico.
eicosapentaenoico. DHA= acido docosahexaenoico. O= Oliva, Ot= Oliva+AGt, M= Maiz, Mt=
Maiz+AGt, C= Canola, Ct= Canola+AGt. Valores expresados como media + SEM de 6 animales por
grupo. Analisis estadistico: 2x3 ANOVA seguido del test de Tukey (G= p<0,05 para el efecto de la
grasa dietaria; t= p<0,05 para el efecto de la adiciéon de AGt; Gxt= p<0,05 para el efecto de la
interaccion de las dos variables). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
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entre los grupos (p < 0,05).
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DISCUSION

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo evaluar el efecto diferencial de la
ingesta de AGt el cual sustituyé parcialmente distintas grasas conteniendo proporciones
variables de AGI de las familias n-9, n-6 y n-3 sobre aspectos nutricionales y del
metabolismo de lipidos en animales de experimentacién. Para evaluar parametros
nutricionales se realizaron estudios de ganancia de peso, eficiencia energética de las
dietas, composiciéon corporal y retencién energética corporal. En referencia al
metabolismo lipidico, se focaliz6 en la incorporacién de AG en diferentes tejidos,
especificamente retenciéon de AGt, perfiles de lipidos tisulares y plasmaticos, mecanismos
de regulacion y movilizaciéon de TG en tejidos y, ademas, se evaluaron actividades de
enzimas reguladoras de la sintesis y oxidacion de AG, como asi también, la expresion de

dichas enzimas y los factores de transcripcién que regulan su expresion.
1. MODELO EXPERIMENTAL

Este trabajo de tesis se desarrolld6 en un modelo experimental animal empleando
ratones CF1 macho, los cuales han mostrado ser sensibles a alteraciones producidas por la
ingesta de isdmeros de AG, fundamentalmente a nivel del metabolismo lipidico hepatico. Si
bien esta susceptibilidad a los isémeros de AG ha sido demostrada principalmente frente
al consumo de CLA (Kim y col,, 2002; Terpstra, 2001), esta tesis fue planificada como la
continuacién de un trabajo de investigacion iniciado en nuestro grupo, donde se evaluaron
los efectos de un aceite rico en una mezcla equimolecular de CLA (AR + t10,c12-18:2), y un
aceite rico en AR sobre dietas conteniendo aceites con diferente perfil de AGI (Scalerandi y
col,, 2014; Scalerandi y col.,, 2013). En este sentido, este trabajo nos permiti6é continuar con
el estudio de los efectos diferenciales de los isdmeros trans de AG en dietas conteniendo
distintos tipos de aceites. La elecciéon de animales macho se sustenta en la necesidad de
reducir el nimero de variables introducidas en el disefio experimental, dado que es
ampliamente conocido que las hormonas sexuales tienen diferentes efectos sobre el
metabolismo lipidico. El tratamiento dietario se realizé en animales en crecimiento, para
evaluar los potenciales cambios nutricionales que podrian afectar el desarrollo de los
mismos, como asimismo, para investigar el efecto sobre las potenciales alteraciones
lipidicas en una etapa con elevada tasa de recambio metabdlico en la cual los isémeros son
altamente incorporados y metabolizados en los tejidos y podrian, ademads, generar
profundas alteraciones que condicionan el desarrollo de enfermedades crénicas no

transmisibles. Con respecto a la fuente de grasa dietaria utilizada para la elaboracién de
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las dietas se eligieron aceites que contienen diferentes proporciones de AGI de las familias
n-3, n-6 y n-9 que se encuentran disponibles para el consumo humano: aceite de oliva, rico
en AO; aceite de maiz, rico en AL y aceite de canola, rico en ALA. Los mismos se emplearon
a niveles de grasa recomendados por el Comité ad hoc del “American Institute of Nutrition”
para roedores en crecimiento, AIN-93G (Reeves y col., 1993). Ademas, como fuente de AGt
se eligié6 una grasa vegetal parcialmente hidrogenada, utilizada en la elaboracion de
alimentos para consumo humano. Dicha grasa contiene principalmente AE, AV y t10-18:1
y cantidades menores de otros AGt. Numerosos trabajos evaluaron los -efectos
diferenciales de grasas enriquecidas con alguno de estos isémeros trans (Du y col, 2010;
Faulconnier y col., 2006; Field y col,, 2009; Lovejoy y col., 2002; Meijer y col,, 2001; Roy y
col,, 2007; Shao y col., 2014; Wang y col.,, 2008), sin embargo, consumidos en cantidades
equivalentes, tal como se presentan en la grasa vegetal parcialmente hidrogenada, pueden
tener efectos diferentes dependiendo de la relaciéon entre los isdémeros presentes
(Tyburczy y col., 2009). El contenido de AGt elegido fue compatible con niveles alcanzables
por poblaciones que consumen dietas ricas en AGt. Para esto, parte del aceite
experimental fue reemplazado por la grasa vegetal parcialmente hidrogenada, por lo que
el efecto de las dietas conteniendo AGt serd considerado como consecuencia de la
sustitucion parcial con AGt.

Al menos a nuestro conocimiento, no existen trabajos que hayan aportado al estudio de
la interaccion de AGt con aceites ricos en diferentes proporciones de AGI n-3, n-6 y n-9. En
relacion a esto, dado que la mayoria de los estudios evaluaron efectos de AG individuales,
en particular o determinados tipos de aceites y, que en la dieta habitual de un individuo, se
produce la interaccion de diferentes factores, entre ellos diferentes grasas dietarias con
contenidos variables de AGI, en este estudio se procur6, en cierto grado, reproducir

condiciones que acontecen a nivel de consumo poblacional.
2. EVALUACION DE PARAMETROS NUTRICIONALES

A partir de los resultados obtenidos, que no muestran diferencias en la ingesta de
alimentos, y por lo tanto, en la energia consumida, ni en la absorcién aparente de grasa
dietaria, podemos inferir que los animales de los diferentes grupos aceptaron, todas las
dietas experimentales suministradas de igual manera. Sin embargo, los distintos tipos de
aceites utilizados mostraron un efecto diferencial sobre los parametros nutricionales
estudiados. Asi, los ratones alimentados con la dieta C mostraron una mayor ganancia de
peso corporal, la cual estuvo asociada a un aumento en la eficiencia y retencién energética
total, a expensas de una elevada retenciéon de grasa corporal al compararlos con los

animales que recibieron la dieta O y M. Este comportamiento estuvo acompafiado de un
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incremento en el porcentaje de grasa de la carcasa. Si bien este resultado puede resultar
inesperado, corrobora informacién publicada previamente en un trabajo llevado a cabo en
nuestro laboratorio (Scalerandi y col, 2014). Un andlisis integral realizado por Lorente-
Cebrian y col. (2013), agrupa numerosas publicaciones que demuestran que los PUFA de la
familia n-3 reducen la adiposidad y el peso corporal en humanos, tanto en adultos
saludables como en adultos con sobrepeso, pero la mayoria de estos efectos son atribuidos
a dietas conteniendo cantidades significativas de los derivados de cadena larga de la
familia n-3, EPA y DHA. Sin embargo, si bien existen trabajos que demuestran que aceites
ricos en ALA tienden a disminuir el peso corporal y los depositos de grasa en ratones
hembra de la cepa C57BL/6] (Ikemoto y col., 1996), otros reportan que, al comparar frente
al consumo de AL, el ALA no modifica los depésitos de grasa en ratones macho
BALB/cAnN Cr1 (Javadi y col, 2004). En concordancia con nuestros resultados, Soares da
Costa y col. (2012), en ratas Wistar alimentadas con aceite de canola, observaron un
incremento de la masa corporal alrededor del dia 35 del tratamiento dietario. Asimismo,
en un trabajo realizado en ratones, el aceite de canola increment6 el tamafio de los
depositos grasos, frente a dietas conteniendo aceite de pescado, rico en DHA+EPA (Sealls y
col,, 2008).

Con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, no se observaron cambios en la
ganancia de peso corporal en los animales alimentados con las dietas Ot, Mt y Ct, respecto
a sus controles y, si bien, el grupo Ct mostré una tendencia a disminuir la ganancia total
respecto al grupo C, ésta no alcanz6 a ser significativa. Asimismo, la retencién energética
de grasa tendi6 a disminuir en los grupos que consumieron AGt, sin embargo, s6lo alcanzé
significancia estadistica frente al grupo C, el cual present6 inicialmente un aumento en
este parametro. Esto podria parcialmente relacionarse con la cantidad de AR presente en
los tejidos de estos animales y, mas aun, a una conjuncién de efectos entre estos dos
isomeros. En concordancia con estos resultados, ha sido demostrado que, cuando el AV es
adicionado a dietas conteniendo AR, en ratas obesas se observa una reduccién de los
depdsitos grasos, que no es advertida en el grupo que sélo habia consumido AR (Jacome-
Sosa y col, 2010). En relaciéon a esto, ha sido ampliamente demostrado que los CLA
reducen la adiposidad, y, si bien, este efecto ha sido atribuido principalmente al isémero
t10,c12-18:2 en ratones (Clement y col, 2002; Park y col.,, 1999), algunos trabajos han
encontrado un efecto antiadipogénico del AR, el cual no seria tan acentuado para este
isbmero como para el t10,c12-18:2 (Akahoshi y col.,, 2003). Estos cambios en la retencién
energética de grasas y, por lo tanto, en la eficiencia energética, estuvieron acompanados
del mismo efecto en la composicidn corporal, sin embargo, a pesar de estas

modificaciones, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso de
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los tejidos por el consumo de los diferentes tipos de aceites ni por la sustitucién parcial

con AGt a las dietas.
3. RETENCION DE ISOMEROS EN TEJIDOS Y SUERO

Los efectos demostrados para los isémeros de AG, dependen en gran medida de su
incorporacién y retencion en cada tejido. Asi, es importante mencionar que los niveles de
AGt en un tejido particular podrian estar relacionados a diferentes variables, incluyendo:
1) tipo y nivel de isémero dietario, 2) captacién, metabolizacién y liberacién desde el
tejido, 3) interferencia con diferentes AG dietarios, y 4) otros factores inherentes al disefio
experimental, como especie, sexo, edad, estado fisioldgico. Es por esto, que la evaluaciéon
de la retencion de los distintos isémeros trans aportados por la grasa vegetal parcialmente
hidrogenada, adquiere relevancia para poder relacionar los efectos hallados en los
distintos parametros con la presencia de AGt dentro del tejido. Todos los isémeros t-18:1
suministrados con la dieta fueron incorporados y retenidos en higado, musculo
gastrocnemio, TAE y suero. Sin embargo, el porcentaje de retenciéon fue altamente
dependiente del tejido y tipo de isémero por lo que estas diferencias seran discutidas

cuando se considere el metabolismo de cada tejido.

4. CONTENIDO DE LiPIDOS EN SUERO

El perfil de AG, determinado en el suero de los animales en condiciones alimentadas,
refleja la contribucién de los AG provenientes de los lipidos dietarios y los resultantes de
la metabolizacién de lipoproteinas a nivel de diferentes tejidos. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo indican que el perfil de AG circulantes refleja mas el patrén de
consumo de dichos AG que aquellos derivados de la metabolizacién tisular. Esto podria
relacionarse, con el comportamiento observado en los lipidos circulantes, donde los
niveles de TG séricos mostraron, sorprendentemente, niveles mas elevados en los
animales alimentados con aceite de canola. En principio, estos resultados no parecieran
estar en concordancia con el efecto hipolipidémico asociado a los AG de la familia n-3. No
obstante, es importante destacar que este reconocido efecto ha sido atribuido
fundamentalmente al consumo de sus derivados LC-PUFA: EPA y DHA (Connor y col,
1997; Ruiz-Gutierrez y col,, 1999; Sealls y col., 2008; Takeuchi y col., 2001) y no a sus
precursores. En relacién al efecto diferencial de los AG de la familia n-3 sobre los TG
plasmaticos, Sealls y col. (2008) observaron que ratones macho alimentados con aceite de
canola presentaron niveles de TG séricos mas elevados que aquellos alimentados con una
dieta conteniendo aceite de pescado. En este trabajo, los autores argumentan que, si bien,

a partir del ALA presente en el aceite de canola se producen EPA y DHA, estos LC-PUFA
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sintetizados “de novo” no tendrian el mismo efecto sobre los lipidos séricos y hepaticos
que aquellos provenientes de la dieta. De manera semejante, Takeuchi y col. (2001)
demostraron que una dieta al 20% de aceite de sardina redujo la concentracion TG séricos
en ratas macho Wistar, respecto a una dieta con aceite de linaza (rico en ALA),
reafirmando el concepto planteado anteriormente. No obstante, en este mismo trabajo los
autores muestran que el consumo de aceite de linaza resulté en menores niveles de TG
circulantes que en los animales que consumieron la dieta conteniendo aceite de oliva. Asi,
si bien estos resultados se contraponen a los obtenidos en la presente tesis para los
animales alimentados con las dietas C versus O es importante mencionar que, ademas del
diferente contenido de grasa dietaria, el aceite de linaza posee una proporcién de
AO/AL/ALA muy diferente al de canola (1,00/0,92/3,30 vs 1,00/0,3/0,17), lo que permite
esperar una conversiéon a EPA y DHA mas acentuada en los animales alimentados con
aceite de linaza, alcanzando asi efectos mas beneficiosos que con el aceite de canola.

Con respecto a la sustitucion parcial con AGt a las dietas experimentales, no se
encontraron alteraciones en los niveles de TG, ni de colesterol total circulantes. En
relaciéon a estos parametros, existen numerosos estudios, tanto en humanos como en
animales de experimentacion, que evaluaron el efecto de dietas conteniendo AGt sobre el
perfil de lipidos circulantes. Entre ellos, en estudios previos de nuestro grupo de
investigacién, hallamos que ratas alimentadas con altos niveles de grasa dietaria
isomerizada rica en AGt, presentaron elevados niveles de TG circulantes (Bernal y col,
2006; Colandre y col.,, 2003). Estas diferencias encontradas, adn entre resultados en
nuestro grupo, pueden ser atribuidas a la diferente composicién de las grasas ricas en AGt.
Especificamente, la grasa isomerizada antes empleada, contenia mayor proporcién de AE,
en comparaciéon a la grasa vegetal parcialmente hidrogenada utilizada en estas
experiencias, la cual posee cantidades equivalentes de tres isdmeros t-18:1. No obstante,
otras variables pueden estar presentes, dado que un estudio comparativo entre los efectos
de una grasa vegetal parcialmente hidrogenada y dietas ricas en AE o AV en hamster, no
mostraron alteraciones en el perfil de TG circulantes respecto a la dieta control (Tyburczy
y col., 2009).

Existen trabajos que muestran que, en comparacion con dietas ricas en AG], las grasas
saturadas inducen alteraciones en los niveles de colesterol sérico (Keys, 1965). En este
sentido, ha sido demostrado que el AL y el AO disminuyen el colesterol cuando se utilizan
para reemplazar AGS de la dieta (Hegsted y col, 1993; Hegsted y col., 1965). De manera
similar, el efecto hipocolesterolémico demostrado para el aceite de canola se observa
cuando se lo compara respecto al consumo de grasa de cerdo con alto contenido de AGS y

colesterol (Sealls y col, 2008). Si bien, no todas las grasas insaturadas ni las saturadas
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poseen el mismo efecto, los tres aceites experimentales empleados en el presente trabajo
no ejercieron ninguin efecto diferencial sobre los niveles de colesterol circulantes. A
diferencia de esto, otros investigadores encontraron que el aceite de oliva indujo un
incremento en los niveles de colesterol sérico en comparaciéon con una dieta a base de
aceite de maiz (Ruiz-Gutierrez y col, 1999). Este estudio, present6 otras variables
respecto a nuestro trabajo, como un alto contenido de grasa y de colesterol, por lo que es
apropiado destacar que las dietas no son totalmente comparables.

En forma semejante a los diferentes AGI, los AGt no mostraron efectos sobre la
colesterolemia. Falta de efectos también han sido demostrados por otros investigadores
en animales de experimentacion (Colandre y col., 2003; Meijer y col.,, 2001; Nicolosi y col,,
1998), y contrastan con numerosas evidencias en humanos (de Roos y col,, 2001; Judd y
col,, 1994; Lichtenstein y col.,, 1999; Mensink y col., 1990). Es muy importante resaltar que
los efectos hallados en ratas y en ratones no son directamente comparables a los
demostrados en humanos u otros modelos experimentales. Especificamente, el ratén no
constituye un modelo animal éptimo para el estudio del metabolismo del colesterol, razén
por la cual nuestras investigaciones no se focalizaron en estudios sobre este parametro.
No obstante, dada la estrecha relaciéon entre el consumo de AGt y el riesgo de padecer
enfermedad cardiovascular en humanos, fue relevante para esta tesis incluir al menos, la
evaluacién de este parametro en el presente modelo experimental. Si bien, no es nuestro
objetivo la discusion del efecto del consumo excesivo de AGt sobre el contenido de
colesterol sérico en humanos y su potencial impacto sobre el riesgo de las enfermedades
cardiovasculares, este tema constituye el principal sustento de las distintas acciones que
llevaron a reducir el consumo de AGt y a otros tipos de intervenciones a nivel de salud
publica. En este sentido, es importante destacar que estudios llevados a cabo con dietas
con alto contenido de AGt no sélo incrementan el colesterol total y LDL, sino que
disminuyen el HDL (de Roos y col,, 2001; Judd y col, 1994; Lichtenstein y col., 1999;
Mensink y col,, 1990) y aumentan los niveles de Lipoproteina-a (Judd y col.,, 1994; Nestel y
col,, 1992).

Al menos a nuestro conocimiento, es escasa la bibliografia que aporte informacién
sobre las alteraciones producidas por los AGt en el contenido de FL totales circulantes y,
los moderados efectos hallados en nuestras experiencias, no estuvieron asociados a los
cambios en los demas lipidos séricos. De esta forma, no observamos alteraciones en los
niveles de FL totales séricos por el tipo de grasa dietaria, mientras que la sustitucién
parcial con AGt, disminuyé este parametro sélo en los animales alimentados con aceite de
maiz. Si bien, no centralizamos nuestro objetivo en la regulacién de los FL, los resultados

hallados podrian relacionarse con la posible localizaciéon diferencial de los distintos
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isomeros de AGt en las distintas especies de FL, las cuales podrian estar moduladas por el
tipo de AG dietario que interacciona con los isémeros. En este sentido, ha sido demostrado
que los AGt se incorporan en los FL circulantes (Seppanen-Laakso y col, 1996) vy,
especificamente, el AE se incorpora mas eficientemente en la posicién sn-2 de los FL

respecto al AV cuando se los suministra juntos en la dieta (Meijer y col., 2001).

5. METABOLISMO Y REGULACION DE LiPIDOS EN HIGADO

5.1 RETENCION DE ISOMEROS EN HiGADO

El patrén de retencion de los AGt individuales en higado fue diferente a los demas
tejidos analizados, siendo el AV el principal isémero t-18:1 retenido. Ademas, los niveles
de dicho isémero fueron reducidos, en paralelo a un incremento de AR, por el consumo de
aceite de oliva. Estos menores niveles de AV, no estuvieron asociados a una mayor
secrecion en las VLDL, sino que parecieran estar relacionados a una mayor bioconversion
a AR. En este sentido, es importante mencionar que la velocidad de bioconversién
depende de numerosos factores como especie (Corl y col, 2001; Santora y col., 2000;
Turpeinen y col, 2002), tejido (Lund y col.,, 2006), condiciones experimentales (Gruffat y
col,, 2005; Pollard y col., 1980), componentes dietarios (Ntambi, 1992), al tipo de grasa
dietaria (Ntambi, 1999), entre otros. Debido a esto, la elevada bioconversién de AV a AR en
los ratones alimentados con la dieta Ot respecto a Mt y Ct, podria estar asociada a los bajos
niveles de PUFA dietarios en este grupo. En relaciéon a esto, es ampliamente conocido que
la enzima A9-desaturasa hepatica es inhibida por altos niveles dietarios de PUFA (Jeffcoat
y col.,, 1978; Ntambi, 1992), especificamente por AA (Ntambi, 1992), el cual es mas elevado
en los ratones alimentados con aceite de maiz. Con respecto al porcentaje de AR en higado,
los bajos niveles hallados en comparacién al musculo gastrocnemio y al TAE podrian estar
asociados a una baja bioconversiéon de AV a AR (Gruffat y col., 2005), y en adicién, a una
alta proporcién de AR en las particulas de VLDL secretadas por el higado. A pesar de las
diferencias en el contenido de AR hepatico, el AR secretado por las particulas de VLDL no
mostré dependencia por el tipo de grasa dietaria. Ademas, dado que tampoco se
encontraron diferencias en los niveles de éste isdmero en los tejidos periféricos, es posible
suponer que, tanto la captacién extrahepatica, como la velocidad de oxidacién de AR se
encuentran incrementadas por la dieta con aceite de oliva. Esto a su vez, podria estar
contribuyendo a los bajos niveles circulantes de AR en los animales alimentados con la

dieta Ot.
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5.2 CONTENIDO DE LIiPIDOS HEPATICOS. ACTIVIDAD Y EXPRESION DE ENZIMAS

LIPOGENICAS Y DE LA B-OXIDACION

Si bien numerosos trabajos han encontrado que la ingesta de diferentes tipos de aceites
induce alteraciones en los lipidos hepaticos, en estas experiencias los niveles hepaticos de
TG, colesterol y FL no fueron modificados por el consumo de los aceites con diferente
proporcion de AGI. Algunos autores, en estudios llevados a cabo en roedores, han asociado
el consumo de aceite de oliva con un incremento de los TG hepaticos tanto a bajos niveles
(Perona y col., 2000; Ruiz-Gutierrez y col,, 1999; Ruiz-Gutierrez y col., 2001), como a altos
niveles de grasa (Takeuchi y col, 2001). No obstante, este efecto pudo no haber sido
asociado al perfil de AG, sino a otros componentes presentes en el aceite de oliva (Ruiz-
Gutierrez y col., 1999; Ruiz-Gutierrez y col., 2001). Ferramosca y col. (2008) encontraron
que ratones alimentados con aceite de maiz presentaron alteraciones temporales, en los
niveles de TG, FL y colesterol hepaticos, que fueron diferentes a las halladas en animales
alimentados con aceite de oliva. En este sentido, dichos autores mostraron que los niveles
de TG hepaticos de animales alimentados con aceite de maiz incrementaron a las dos
semanas de alimentacién y posteriormente disminuyeron hasta la semana 8 alcanzando
los niveles obtenidos al inicio de la experiencia; mientras que los animales que
consumieron aceite de oliva mostraron un sostenido incremento de los TG hepaticos hasta
las 8 semanas de experimentacion. Los autores proponen un mecanismo posible para
estos efectos diferenciales entre el aceite de maiz y oliva. Con respecto al primer caso, el
efecto pudo haber estado asociado a una disminucién en la actividad del transportador
mitocondrial de citrato, el cual es el encargado de movilizar citrato desde la matriz
mitocondrial al exterior de la organela para ser utilizado como sustrato en la sintesis de
novo de AG, y a una disminuci6n de la actividad de las enzimas lipogénicas FAS y ACC, lo
que lleva a estabilizar progresivamente los niveles de TG hepaticos. En cambio, el aceite de
oliva no modific6 la actividad de las enzimas lipogénicas, ni del transportador
mitocondrial de citrato, por lo que la sintesis de novo de AG no seria la causa de la
acumulacién de TG en el higado de estos animales. Con respecto al consumo de aceites
ricos en ALA, el trabajo llevado a cabo por Takeuchi y col. (2001), utilizando altos niveles
de grasa y aceites con una composiciéon similar a los utilizados en el presente trabajo
-aceite de oliva, girasol (rico en AL) y lino (rico en ALA)- hallaron niveles similares de TG
en higado entre los aceites de girasol y lino, lo cual concuerda con nuestros resultados. Sin
embargo, los autores hallaron que el consumo de aceite de oliva indujo un incremento en
este parametro y asocian este efecto diferencial de los aceites con las alteraciones

observadas en la actividad de las enzimas lipogénicas. Otros trabajos utilizando aceite de

Lic. Juliana Sain - FBCB - UNL 121



Discusion

canola como fuente de grasa, muestran que los niveles de TG hepaticos serian similares a
los observados para una dieta rica en AGS, pero mayores a los hallados en aquellos
animales alimentados con aceite de pescado (Sealls y col., 2008). Estas diferencias también
estarian acompafiadas por alteraciones producidas en la expresion de enzimas y factores
de transcripcién asociados a la lipogénesis. Al menos a nuestro conocimiento, no existen
trabajos que estudien el efecto de los tres aceites utilizados en este trabajo de tesis sobre
la composicién de lipidos hepaticos. Y, si bien, esta ultima comparacién no puede
relacionarse directamente con los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos
inferir que la ausencia de cambios en los niveles de TG hepaticos podria ser debida a que
no existieron alteraciones ni en la expresién, ni en la actividad de las enzimas lipogénicas
en los animales alimentados con las dietas O, M y C.

En forma ciertamente semejante a nuestro estudio, el trabajo de Ferramosca y col.
(2008) muestra que los niveles de colesterol hepatico no presentaron diferencias entre las
dietas ricas en aceite de maiz y oliva, mientras que a elevados niveles de grasa (20%, p/p)
animales alimentados con aceite de oliva presentaron mayores niveles de colesterol en
higado que aquellos alimentados con aceite de girasol (rico en AL) o de lino (rico en ALA)
(Takeuchi y col,, 2001). Otros estudios (Perona y col., 2000; Ruiz-Gutierrez y col., 1999;
Ruiz-Gutierrez y col, 2001) mostraron resultados muy diferentes en funcién del grupo
control con el cual se lo compardé. Respecto a los niveles de FL totales, al igual que nuestros
hallazgos, Takeuchi y col. (2001) no encontraron cambios significativos entre animales
alimentados con dietas ricas en AO, AL y ALA, mientras que Ferramosca y col. (2008),
encontraron mayores niveles de FL en animales con dietas ricas en aceite de oliva vs aceite
de maiz.

Numerosos trabajos han asociado a los AGt con un incremento en el contenido lipidico
en higado a expensas de un aumento en los niveles de TG, mas que a un aumento del
colesterol (Bernal y col., 2006; Colandre y col., 2003; de Roos y col,, 2001; Meijer y col,,
2001). En el presente estudio, la sustitucién parcial con AGt a las dietas experimentales
presentd alteraciones en el perfil de lipidos hepaticos que fueron dependientes del tipo de
grasa dietaria. Especificamente, los animales alimentados con las dietas Ot presentaron
una acumulacién de lipidos hepaticos que estuvo asociada a un aumento en los niveles de
TG y colesterol respecto al grupo control; mientras que los alimentados con la dieta Ct
presentaron sélo un incremento en los TG hepaticos. Este efecto de los AGt no fue
observado en los animales que consumieron la dieta conteniendo aceite de maiz, donde no
se observé ninguna modificacion en el contenido lipidico del higado. En contraposicién a
esto, numerosos trabajos han utilizado el aceite de maiz como fuente de grasa para la

elaboracion de las dietas control observando incrementos en los niveles de TG hepaticos al
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agregar AGt (Bernal y col., 2006; Colandre y col., 2003; Dorfman y col, 2009; Giudetti y
col,, 2003). Esta discrepancia observada en comparacién a nuestros resultados, puede ser
explicada por variaciones en el disefio experimental, como diferentes niveles de grasa
dietaria (7, 10, 12, 20%), alto contenido y tipo de AGt en las dietas, entre otras variables. El
efecto diferencial inducido por los AGt en los animales alimentados con aceites de oliva y
canola en relaciéon a los lipidos hepaticos, podemos asociarlo a un desbalance entre la
lipogénesis y la B-oxidacién. En este sentido, en el grupo Mt las modificaciones inducidas
por la presencia de AGt dietarios sobre la actividad y expresién de las enzimas tanto
lipogénicas, como de la B-oxidaciéon de AG y sus respectivos factores de transcripciéon no
llevan a cambios en el perfil lipidico de estos animales. Algunos autores han demostrado
que los AGt inducen una disminucién en la actividad CPT-Ia, enzima clave en la regulaciéon
de la oxidaciéon mitocondrial de los AG (Giudetti y col, 2003). En el presente trabajo de
tesis, este efecto negativo de los AGt sobre la actividad CPT-Ia se observa sélo en los
animales que consumieron la dieta Ct, lo que podria relacionarse con la acumulacién de TG
hepaticos observada. En adicién a esto, y basandonos en los resultados obtenidos, podria
inferirse que el efecto de los AGt sobre la enzima CPT-la en higado se da a nivel
transcripcional. Ha sido demostrado que los AGI de la familia n-3 pueden modificar la
activacion de los PPARs, factores de transcripcion asociados a la regulacion de la expresiéon
de las enzimas relacionadas a la -oxidacion de AG. Un trabajo llevado a cabo por Pawar y
col. (2003) demuestra que, si bien el ALA tiene un efecto mas débil que sus derivados de
cadena larga, puede activar estos factores de transcripcion. En el presente trabajo, la
expresion del PPAR-a, que si bien por la elevada dispersion en sus valores no fue
estadisticamente significativa, mostré un incremento en el higado de los animales del
grupo C; lo que podria relacionarse al aumento en la expresion y actividad de la enzima
CPT-Ia en este grupo. La sustitucion parcial con AGt a la dieta con aceite de canola produjo
una disminucioén en la expresion del PPAR-q, y en la expresion y actividad de la CPT-Ia, lo
que podria explicar, al menos en parte, la acumulacién de TG en los animales del grupo Ct
en comparacion al grupo C.

Por otro lado, los animales alimentados con la dieta Ot mostraron un marcado
incremento de los TG y colesterol hepatico, pero los mecanismos involucrados en dichas
alteraciones parecieran ser muy diferentes al efecto encontrado en el aceite de canola.
Esto se fundamenta en que los animales del grupo Ot no mostraron alteraciones en la
expresion, ni en la actividad de la CPT-Ia a nivel hepatico, lo que indicaria una -oxidaciéon
mitocondrial normal. No obstante, este grupo presenté un marcado aumento de la
actividad de las enzimas lipogénicas FAS, ACC, G6PDH y EM, paralelo a cambios en la

expresion de las enzimas. Ademas, estas alteraciones indicarian que el incremento en la
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actividad de las enzimas es regulado a nivel transcripcional. En adiciéon, se determinaron
los niveles de SREBP-1a y SREBP-1c, los cuales son factores de transcripcién involucrados
en el control de la lipogénesis (Horton y col,, 1999), observandose que el SREBP-1a, pero
no el SREBP-1c, fue incrementado significativamente por la suplementacién con AGt en la
dieta con aceite de oliva (Sain y col., 2013). La razon de este efecto diferencial de los AGt
en las diferentes dietas es desconocida. Sin embargo, en higado de roedores, el SREBP-1a
se expresa a niveles mucho menores que el SREBP-1c (Shimomura y col.,, 1997) por lo que
se podria pensar que SREBP-1c es predominante en el control de la sintesis de AG. En
adicién a esto, ha sido indicado que SREBP-1c es un activador mucho mas débil que
SREBP-1a (Shimano y col, 1996), v ha sido observado que el incremento de los TG
hepaticos en ratones que sobreexpresan SREBP-1a es mucho mayor que en ratones que
sobreexpresan SREBP-1c (Horton y col, 2002). Teniendo en cuenta estos trabajos, se
podria proponer que el incremento de la expresion de SREBP-la inducido por la
suplementacién con AGt a una dieta a base de aceite de oliva, llevaria a una incrementada
actividad de las enzimas lipogénicas, y esto explicaria, al menos en parte, la acumulaciéon
de TG inducida en higado en este grupo (Sain y col., 2013).

El incremento de la expresion del SREBP-1a podria ser el causante no sélo de la mayor
lipogénesis hepatica observada en Ot, sino que también podria explicar el aumento de los
niveles de colesterol en dicho grupo respecto a O, ya que esta proteina, ademas de estar
involucrada en la expresion de genes involucrados en la sintesis de AG, también participa
en la transcripcién de genes relacionados a la sintesis de colesterol (Horton y col., 1999).
Ha sido demostrado que ratones que sobreexpresan el SREBP-la presentaron una
marcada lipogénesis hepdatica con elevados niveles, tanto de TG, como de colesterol
(Shimano y col., 1996). Es importante destacar que estudios de sobreexpresiéon indican
que el SREBP-2 es el principal factor de transcripciéon involucrado en la activaciéon de
genes que participan en la sintesis de colesterol (Horton y col,, 2002). No obstante, dado
que los niveles de ARNm de esta proteina no fueron cuantificados en el presente trabajo,

no podemos inferir sobre su relacién con el efecto de los AGt sobre el colesterol hepatico.
5.3 BIOSINTESIS DE LC-PUFA EN HiGADO. INDICES DE LAS ENZIMAS DESATURASAS

El contenido hepatico de AO, AL y ALA, y de sus derivados LC-PUFA, guardé una
relacion directa con los niveles dietarios de las respectivas familias de AGI. El flujo a través
de la enzima A9-desaturasa, o indice A9-desaturasa, estimado a través de las relaciones
producto/sustrato: ¢9-16:1/16:0 y ¢9-18:1/18:0, fue modificada en funcién del tipo de
grasa dietaria y de la presencia de AGt. Si bien las mismas también se relacionan con la

incorporacion de los AG dietarios, claramente observamos que animales alimentados con
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aceite de oliva, tanto en presencia, como en ausencia de AGt, mostraron un mayor flujo a
través de dicha enzima, indicando una mayor actividad A9-desaturasa. Estos resultados
estan relacionados a la mayor capacidad de sintesis de novo de AG observada a través de
las actividades de enzimas lipogénicas y concuerdan también con otros autores quienes
reportaron una exacerbada biosintesis de novo por el consumo de aceite de oliva
(Ferramosca y col., 2008; Hurtado de Catalfo y col., 2013; Ntambi, 1999). Sin embargo, en
nuestros resultados sélo la presencia de AGt dietarios en los animales alimentados con
aceite de oliva resulté en una acumulacion de TG en el higado. Asi, el mayor contenido de
TG hepaticos en el grupo Ot puede relacionarse, no sélo a una mayor expresién y actividad
de las enzimas lipogénicas evaluadas, sino también a una mayor biosintesis de novo de AG
reflejada por un mayor flujo de sustratos a través de la A9-desaturasa hepatica. Ademas,
este incrementado indice A9-desaturasa, como ha sido discutido previamente, seria el
responsable de la mayor bioconversién de AV a AR en el higado de los animales
alimentados con aceite de oliva.

Como fuera demostrado por otros investigadores (Hurtado de Catalfo y col., 2013),
cuando distintas fuentes de AG son proporcionados a animales de experimentacién, un
comportamiento diferente ha sido observado en las relaciones que reflejan la biosintesis
de LC-PUFA. Como era de esperar, en nuestras experiencias, el aceite de oliva presenté un
mayor flujo a través de las vias de biosintesis de LC-PUFA de las familias n-3 y n-6, lo cual
estuvo reflejado por las relaciones AA/AL y DHA/ALA. Sin embargo, estos cambios no
estuvieron relacionados con los flujos parciales a través de la A6- y A5-desaturasas. Si
bien, Hurtado de Catalfo y col. (2013) observaron una mayor biosintesis de LC-PUFA n-3 y
n-6 en animales alimentados con aceite de oliva, ellos lo relacionan a una mayor actividad
de las enzimas involucradas en esta via, inducida por altos niveles de AO.

Con respecto a los AG de la familia n-6, el agregado de AGt a las dietas no modificé el
contenido total hepatico de AA, independientemente de la fuente de grasa dietaria. Ha sido
demostrado que los AGt inhiben la A6-desaturasa tanto in vivo como in vitro (Kinsella y
col,, 1981; Larque y col.,, 2003; Larque y col., 2000; Mahfouz y col., 1984; Sugano y col.,
1989). Si bien, nuestros resultados podrian indicar que existe una disminucién del flujo a
través de la A6-desaturasa en presencia de aceite de oliva y canola por el consumo de AGt,
esto no resulta en un menor contenido de AA. Ademas, en el presente estudio, la via
alternativa de elongacion del AL que involucra la biosintesis del acido eicosadienoico,
c11,c14-20:2 (Horrobin, 1981; 1993; Huang y col., 2011; Park y col., 2009), no se encontré
disminuida por la adicién de AGt. Si bien el aporte de esta via alternativa es menor a la via

de principal de la biosintesis de AA, podria ser un mecanismo compensatorio frente a
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alteraciones en la biosintesis de LC-PUFA de la familia n-6 que contribuya al contenido
total de AA, tanto en ausencia, como en presencia de AGt dietarios. Si bien a partir de
resultados de otros investigadores, pero no los nuestros, podria considerarse que los AGt
inhiben la actividad de la enzima A6-desaturasa, los resultados obtenidos en el presente
trabajo sugieren que los AGt no reducen la biosintesis de LC-PUFA de la familia n-3. En
este sentido, la biosintesis de LC-PUFA de la familia n-3 se encuentra incrementada en
presencia de altos niveles de AG n-6. Esto podria ser explicado por la teoria de Gibson
(Figura 5), la cual presenta un esquema de la via biosintética de LC-PUFA donde se
observa, no sélo que ambas familias, n-3 y n-6, comparten el mismo sistema enzimatico, si
no que las enzimas participan en distintos puntos de la ruta metabdlica; y que, ademas, el
balance AL/ALA es determinante en la biosintesis de LC-PUFA (Gibson y col., 2011). Las
diferencias en la actividad y/o en el flujo a través de la A6-desaturasa, y en consecuencia
en la biosintesis de LC-PUFA n-6 y n-3, puede deberse a que en la mayoria de los trabajos
que reportan inhibicién de la enzima por parte de los AGt utilizan grasas enriquecidas en
AE, o bien, dietas adicionadas en este AGt purificado, por lo que no se evaluia el efecto de

una grasa vegetal parcialmente hidrogenada con cantidades similares de distintos t-18:1.
5.4 VELOCIDAD DE SECRECION DE TRIGLICERIDOS HEPATICOS

Tal como se discutiera anteriormente, los niveles de TG hepaticos no fueron alterados
por el consumo de aceites con diferentes proporciones de AGI, mientras que el agregado
de AGt increment6 este parametro en los grupos Ot y Ct en comparacion a sus respectivos
controles y en comparacién con Mt. Los cambios en los niveles de TG hepéaticos son
regulados por diversos mecanismos, entre ellos es importante destacar la sintesis de TG, el
ensamble y formacién de lipoproteinas VLDL y la secreciéon de las mismas al sistema
circulatorio. En referencia a la capacidad de secrecién de VLDL, numerosos trabajos han
evaluado este parametro tanto in vivo, como in vitro, mostrando una relacién con el pool
de TG hepaticos y/o con la sintesis de apolipoproteinas. En el presente trabajo
observamos una correlacién entre los mayores niveles de TG hepaticos presentes en los
grupos Ot y Ct con una mayor velocidad de secreciéon de TG, lo cual sugiere que, segin
nuestro disefio experimental, los AGt regulando la acumulacién hepatica de TG
promoverian la secrecién de TG en las particulas de VLDL. Esta mayor secrecién de TG
puede estar asociada a una mayor sintesis de apolipoproteina-B. En este sentido, bajo
otras condiciones, Arrol y col. (2000) hallaron una correlacién positiva entre la
acumulacién intracelular de TG en cultivo de células HepG2 con la secrecién de
apolipoproteina-B al medio, lo que podria sugerir que ambos factores podrian ser

determinantes de la estimulacién de la secrecién de VLDL. Mitmesser y col. (2005),
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encontraron que el AE increment6 la secrecién de apolipoproteina-B en células HepG2
respecto al AO y, de manera similar, los CLA tendrian el mismo efecto en comparacién al
AL. Esto podria indicar que los AG con isomeria trans a través de un incremento en la
sintesis y secrecion de apolipoproteina-B, incrementarian la secreciéon de VLDL cuando se
los compara con su contraparte cis. No obstante, los autores no descartan la posibilidad
que el incremento en la sintesis de TG inducida por los CLA y el AE sea el mecanismo por
el cual se aumente la secrecion de apolipoproteina-B. De manera contrastante, Dashti y col.
(2002; 1980), demostraron que el AE increment6 la secrecion de apolipoproteina-B en
comparacion al acido palmitico, pero no frente al AO. Sin embargo, estos autores
demostraron que los distintos AG tuvieron efectos sobre la composiciéon mas que sobre la
cantidad de lipoproteinas secretadas por los hepatocitos.

A pesar de este incremento de los TG hepaticos en los grupos Ot y Ct con una
concomitante estimulaciéon de la secreciéon de VLDL, los niveles de TG séricos no
acompafiaron este comportamiento. Es ampliamente conocido que en condiciones
ayunadas, los niveles circulantes de TG dependen de un equilibrio entre la secreciéon
hepatica y la remocion a través de los tejidos periféricos por lo que esta discrepancia en el
contenido de TG séricos entre los distintos grupos experimentales, podria deberse a una

remocion diferencial a través de las enzimas lipoproteina lipasas extrahepaticas.

5.5. PARAMETROS RELACIONADOS AL ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSAS

ANTIOXIDANTES HEPATICAS

Los parametros relacionados al estado oxidativo y las defensas antioxidantes hepaticas
no mostraron alteraciones que indiquen desarrollo de estrés oxidativo en los ratones
sometidos a los diferentes tratamientos dietarios. Sin embargo, independientemente de la
presencia de AGt, el aceite de canola incrementé el grado de LPO respecto a los animales
alimentados con aceite de oliva y maiz. Ha sido previamente demostrado que los PUFA,
tanto de las familias n-6, como n-3, inducen estrés oxidativo cuando son incorporados a la
matriz celular (Maziere y col., 1999). En concordancia con nuestros resultados, Hurtado de
Catalfo y col. (2013) observaron un incremento en los niveles de LPO en el higado de ratas
alimentadas con dietas conteniendo aceites de soja y uva, con alto contenido de PUFA. Sin
embargo, en nuestros resultados no hallamos alteraciones en el grado de LPO en los
animales alimentados con aceite de maiz. Gonzalez y col. (1992) demostraron que el DHA
es muy susceptible a la oxidacidn, incluso en presencia de antioxidantes. En este sentido,
los animales pertenecientes a los grupos C y Ct presentaron porcentajes significativamente

mas elevados de DHA en higado que los alimentados con aceites de maiz y oliva, por lo que
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el elevado grado de LPO podria deberse a la oxidacién de este PUFA, independientemente
de la presencia de AGt.

La actividad de la enzima catalasa fue determinada como uno de los mecanismos
enzimaticos que participa en la defensa contra la injuria oxidativa. De forma semejante a lo
observado para el grado de LPO, la actividad catalasa increment6 significativamente en los
animales alimentados con aceite de canola, probablemente como un mecanismo para
compensar el elevado grado de LPO. Este efecto se dio de manera independiente a la
presencia de AGt en las dietas. En concordancia, Hurtado de Catalfo y col. (Hurtado de
Catalfo y col.,, 2013) observaron que aquellos animales alimentados con aceite de soja y
uva también presentaron elevada actividad tanto de la enzima catalasa, como de la
superoxido dismutasa.

Por otro lado, dado que los MUFA, al igual que los AGS, no son sustratos preferenciales
para la generacién de especies reactivas al oxigeno (Hurtado de Catalfo y col,, 2013), es
razonable suponer que la presencia de AGt no genere alteraciones en los parametros
relacionados al estrés oxidativo. En adicién, la suplementacién con AGt no indujo
alteraciones en los niveles de LPO, ni en la actividad catalasa en ningin grupo
experimental. No obstante, se observo un incremento significativo en los niveles de GSH en
el grupo Ot respecto a su control. Ha sido demostrado que en pacientes con enfermedad de
higado graso no alcohdlico puede generarse un estrés oxidativo crénico producto del
ambiente pro-oxidante inducido por la esteatosis (Videla y col, 2004). Los autores
observaron una disminucién de las defensas antioxidantes (GSH y superéxido dismutasa)
y un marcado incremento del grado de LPO hepatica. En este sentido, en el presente
trabajo de tesis, las alteraciones observadas en el higado de los animales alimentados con
Ot no son tan acentuadas y esto podria deberse a que si bien existen mayores niveles de
TG, estos no alcanzarian a desarrollar esteatosis. Asi, los niveles de GSH estarian
protegiendo al higado de la generacién de un ambiente pro-oxidante, evitando el
incremento en la LPO. En adicién a este efecto observado, los animales alimentados con la
dieta Ot, presentaron mayores niveles de AR. Diversos autores han demostrado que los
CLA dietarios inducen estabilidad oxidativa (Kim y col.,, 2005; Palacios y col, 2003)
incrementando la sintesis de GSH y evitando el desarrollo de LPO (Arab y col.,, 2006), por
lo que la bioconversion a AR observada en los higados de los animales pertenecientes al
grupo Ot, también podria estar participando en la prevencién del estrés oxidativo

hepatico.
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6. REGULACION Y METABOLISMO DE LIPIDOS EN TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

6.1. RETENCION DE ISOMEROS EN EL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Como se mencionara anteriormente, los isémeros trans también fueron incorporados
en el TAE mostrando una mayor capacidad de retencién en comparacién con el higado y el
musculo gastrocnemio. Estos resultados estan en concordancia con otros estudios, tanto
en humanos (Baylin y col, 2002) como en modelos experimentales animales (Hodson y
col,, 2008), que proponen a los niveles de AGt en tejido adiposo como un marcador de
ingesta cronica de AGt. Independientemente de la proporciéon de AGI presentes en los
aceites consumidos, el patrén de retenciéon de AGt monoinsaturados fue AE > ¢t10-18:1 >
AV, y esto podria ser explicado, en parte, por las diferentes velocidades de metabolizacién
relativa de cada uno de ellos. En este sentido, los niveles reducidos de AV podrian estar
asociados a la alta bioconversién de este AGt a AR, la cual ha sido reportada tanto en
humanos (Turpeinen y col, 2002), como en diferentes modelos de animales de
experimentacién (Gruffat y col,, 2005; Santora y col., 2000). Por otro lado, los bajos niveles
encontrados del isémero t10-18:1 en comparacion al AE podrian relacionarse con una
mayor velocidad de oxidacién y/o metabolizacién de este isémero. Si bien, no existen
trabajos que comparen las velocidades de oxidacién de los distintos isémeros t-18:1, ha
sido demostrado que la capacidad de oxidacién del isémero conjugado t10,c12-18:2 es
mucho mayor que para los demas isémeros CLA (Martin y col.,, 2000), lo que, por analogia
en la posicion de la insaturaciéon con isomeria trans, podria llevarnos a suponer que el
t10-18:1 es extensamente mas oxidado. En adicién a esto, Lock y col. (2007) evaluando el
perfil de AG en la leche producida por vacas lecheras alimentadas con dietas ricas en
t10-18:1, hallaron bajos porcentajes del isémero en la leche. Los autores proponen que
este efecto seria consecuencia de una alta tasa de oxidacién del t10-18:1 mas que de una
baja absorcién a nivel intestinal. Por otro lado, es importante mencionar que, en TAE los
niveles de t-18:1, ¢9,t12-18:2 y AR no fueron alterados en presencia de diferentes
proporciones relativas de AG, n-3, n-6 y n-9. Ademas, los niveles de AR fueron mas
elevados en TAE que en el resto de los tejidos analizados. Esto esta en concordancia con
los resultados hallados por Alasnier y col. (2002) y podria estar asociado al hecho que los
CLA son incorporados principalmente en las moléculas de TG y el 99% del tejido adiposo

estd compuesto por este lipido neutro (Hirsch y col., 1960).
6.2. REGULACION DE LA ADIPOSIDAD

El tejido adiposo ha sido definido como el principal 6rgano de reserva para proveer

energia en situaciones de déficit y actualmente es conocido el rol fundamental en la
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bioregulacién de distintos procesos metaboélicos. En periodos de elevada ingesta de
alimentos frente a una escasa demanda energética, el exceso de energia es depositado en
este tejido como TG neutros (Sethi y col., 2007). En humanos, y la mayoria de las especies
animales, el tejido adiposo esta compuesto en un 99% por TG y contribuciones menores
de colesterol (0,3%) y FL (menos de 0,1%) (Hirschy col,, 1960). Asi, estudiar los depoésitos
de lipidos en el tejido adiposo, nos limita, casi exclusivamente a la regulacién del
contenido de TG, teniendo en cuenta diferentes mecanismos, tales como: captaciéon de TG
desde las lipoproteinas circulantes, sintesis de AG en el tejido, hidrdlisis de los TG y
liberaciéon de AG libres, entre otros. Al menos a nuestro conocimiento, existe escasa
referencia bibliografica referida al efecto de diferentes aceites dietarios y AGt sobre la
acumulacién de TG en el tejido adiposo. Algunos trabajos han demostrado que los AGt
alteran la adiposidad modificando la captacién de TG por parte del tejido adiposo en
humanos (Matthan y col., 2001; Smit y col.,, 2010). Este efecto de la ingesta de AGt sobre la
adiposidad, podria a su vez modificar la regulacién del metabolismo intermedio lipidico y
glucidico a través de la liberacién de mediadores biol6gicos como adipoquinas. Asimismo,
los AGt incrementan la liberacién desde el tejido adiposo de interleuquina-6 y proteina C
reactiva a la circulaciéon induciendo procesos inflamatorios (Mozaffarian y col.,, 2004).
Ademas, algunos autores han encontrado en animales de experimentacién que el consumo
de AGt altera la expresién de PPAR-y, resistina y LPL (Saravanan y col., 2005), compuestos
que tienen un rol importante no sélo en el metabolismo de lipidos, sino también en el de la
glucosa (Vanden Heuvel, 2004). Por lo tanto, existen varios mecanismos posibles por los
cuales los AGt podrian exacerbar factores de riesgo lipidicos y no-lipidicos alterando la
incidencia de enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crénicas no
transmisibles (Mozaffarian y col, 2006). De manera contrastante, otros autores
demostraron que los AGt pueden disminuir los depdsitos de grasa (Atal y col, 1994;
Faulconnier y col, 2006). Las causas de estos efectos controversiales podrian estar
asociadas al tipo de isémero trans utilizado en las dietas, incluyendo los isémeros CLA y a
la especie estudiada. En relaciéon a los isomeros CLA, es ampliamente conocido que el
t10,c12-18:2 reduce la acrecion de grasa corporal, fundamentalmente en el tejido adiposo
(Jaudszus y col., 2010; Poirier y col., 2005; Warren y col., 2003). Este efecto sobre el tejido
adiposo puede tener una importante repercusion en la reduccién de la adiposidad, pero
dependiendo de la especie, puede estar asociado a profundas alteraciones metabdlicas. Asi
en ratones ha sido descripto que el £10,c12-18:2 es el responsable del conocido sindrome
lipodistréfico que involucra la disminucién de los depésitos de grasa y la acumulacién de
lipidos en el higado. En relacion a los AGt, algunos autores han establecido que el t10-18:1

podria utilizar un mecanismo comun al indicado para el t10,c12-18:2 sobre la adiposidad
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(Atal y col,, 1994; Faulconnier y col,, 2006). En acuerdo con esto, Panigrahi y col. (1993)
reportaron que una mezcla de ¢-18:1 redujo in vitro la acumulacién de grasa en adipocitos
3T3-L1. Por otro lado, existen reportes bibliograficos controversiales acerca del efecto del
AR sobre la adiposidad. Algunos trabajos han demostrado una leve disminucién en este
parametro (de Roos y col, 2001; Scalerandi y col, 2014), mientras que otros no han
encontrado efecto alguno. No obstante, los mecanismos implicados en la regulaciéon de la
adiposidad por el AR no son claros (Lopes y col, 2008). En funciéon de lo antes
mencionado, es probable que, en nuestras experiencias, la ausencia de alteraciones en este
parametro entre los distintos grupos experimentales se deba a un efecto conjunto entre la
mezcla de t-18:1 dietarios y la presencia de AR, producto de la bioconversién a partir del

AV.

6.3. ACTIVIDAD DE LA LIPOPROTEINA LIPASA EN TEJIDO ADIPOSO Y EFECTO SOBRE LA

REMOCION DE TRIGLICERIDOS CIRCULANTES.

El tejido adiposo es un 6rgano clave y muy activo en la remociéon de TG, y ademas, tiene
la capacidad de modificar su tamafio dependiendo de variables nutricionales, por lo que es
interesante considerar la contribucién de la enzima LPL en la remocién de TG por tejido
entero. Asi, si bien no observamos cambios en la actividad LPL del TAE expresada por
gramo de tejido, los pequefios cambios en el peso del tejido adiposo, contribuyeron a
cambios significativos de la capacidad total de remocién de TG por la LPL. Esta forma de
expresion condujo a que en ausencia de AGt, los animales alimentados con la dieta M, en
comparacion con los animales pertenecientes a los grupos O y C, presenten mayor
capacidad de remociéon de TG por el tejido adiposo. Otros estudios han encontrado
cambios inducidos por AGI tanto en la actividad, como en la expresién de la LPL en TAE.
Asi, Michaud y col. (2001) en macréfagos ]J774 incubados con distintos AG encontraron
que la masa y la actividad de la enzima LPL fueron mayores en aquellas células incubadas
con AL y AA que con AO o EPA. Cryer y col. (1978) han demostrado que la actividad LPL en
TAE fue incrementada significativamente en cerdos alimentados con dietas ricas en aceite
de maiz en comparacién con dietas ricas en grasa vacuna, atribuyendo tal efecto al mayor
porcentaje de AGI presentes en el aceite de maiz. En el mismo sentido, Murphy y col
(1993) en ratas Wistar alimentadas con diferentes dietas a bajos niveles de grasa han
demostrado que, a mayores niveles de PUFA en la dieta, mayor actividad de la enzima LPL.
Estos resultados concuerdan con lo presentado en este trabajo, donde las dietas M que son
las que presentan mayor grado de insaturacién, poseen mayor capacidad de remocién que
las dietas O y C, pese a que esta ultima tiene un elevado contenido de ALA. Esta respuesta

diferencial entre M y C en la actividad LPL podria explicar, al menos en parte, los mayores
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niveles de TG circulantes en el grupo C. No obstante esto, en contraposiciéon a lo
anteriormente mencionado, otros autores (Baba y col., 1999; Baba y col., 2000; Hulsmann
y col, 1979) reportaron mayores niveles de LPL en el tejido adiposo de animales
alimentados con aceite de canola en comparacién con diferentes aceites ricos en AG n-9 y
n-6.

En relaciéon a la sustitucién parcial con AGt, la misma llevéd a un incremento en la
actividad LPL, sin embargo esto fue dependiente de la grasa dietaria. En este sentido, los
animales alimentados con las dietas Ot y Ct mostraron una mayor capacidad de remocién
de TG por parte del tejido adiposo. Las causas de este efecto diferencial entre los distintos
aceites nos resultan desconocidas. En contraposiciéon a nuestros resultados, Saravanan y
col. (2005) observaron a dos niveles de ingesta de AGt, que los niveles de mRNA de la
enzima LPL se encuentran disminuidos, sin embargo, esto no concuerda con la alta tasa de
lipdlisis observada en estas ratas. Por otro lado, otros autores no han encontrado
alteraciones en la actividad LPL de tejido adiposo de ratas alimentadas con una grasa
vegetal parcialmente hidrogenada, similar a la utilizada en el presente trabajo de tesis
(Pereira-Assumpcao y col,, 2004; Silva y col., 2006). Si bien muy pocos trabajos evaluaron
el efecto de los AGt sobre la actividad LPL en tejido adiposo, la mayor actividad LPL
observada en los grupos Ot y Ct nos permitirian explicar, al menos en parte, la ausencia de

elevados niveles de TG circulantes, a pesar de la mayor secrecion hepatica.
6.4. BI0SINTESIS DE LC-PUFA Y LIPOGENESIS EN TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Otro punto importante que puede asociarse a la adiposidad es la biosintesis de novo de
AG en el TAE. En relacion a esto, en el presente trabajo no hallamos modificaciones en las
actividades de las enzimas lipogénicas, FAS, G6PDH y EM en ausencia de AGt entre los
diferentes aceites dietarios. En concordancia con esto, Rodriguez y col. (2001)
demostraron que el tipo de grasa dietaria no afectaria la actividad de las enzimas
lipogénicas en el TAE de ratas alimentadas con diferentes fuentes de grasa, entre ellas
aceite de oliva y girasol. Por otro lado, y en el mismo sentido, Silva y col. (2006) no
encontraron diferencias en la lipogénesis del TAE en ratas jévenes alimentadas con aceite
de canola y de soja evaluada a través de la captacién in vivo de 3H;0. Otro estudio
comparativo demostré que la capacidad lipogénica del TAE en ratas fue reducida por la
ingesta de aceite de pescado, pero no de soja, comparado con el grupo control que
consumi6 alimento balanceado (Gaiva y col, 2001), demostrando el conocido efecto
hipolipemiante diferencial atribuido a los LC-PUFA n-3. En comparaciéon con sus
respectivos grupos controles, la sustitucién parcial con AGt increment6 la actividad de la

G6PDH en Ot y la de la enzima malica en Ot y Mt. Silva y col. (2006) demostraron que
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dietas ricas en grasa vegetal parcialmente hidrogenada indujeron un incremento en la
velocidad de lipogénesis de novo en comparacién a ratas alimentadas con aceite de canola
o de soja. En el presente trabajo de tesis no encontramos diferencias en la actividad de la
enzima FAS, principal responsable de la lipogénesis, y las modificaciones en los niveles de
G6PDH y de EM no se vieron reflejadas en una mayor biosintesis de AG en dicho tejido.
Estas 2 ultimas enzimas son importantes en la provision de NADPH para la sintesis de
novo, por lo cual, es probable que otros reguladores podrian estar compensando esta
mayor tendencia lipogénica. En este sentido, los niveles de AG lipogénicos: AL y AA, se
encuentran significativamente reducidos tanto en Ot, como en Mt respecto a sus
respectivos controles, justificando dicha hipoétesis.

Las vias de biosintesis de MUFA tienen continuidad metabdlica por la accién de las
enzimas desaturasas (SCD, por su acrénimo en inglés: stearoyl-CoA desaturase), o
A9-desaturasa, que se presentan bajo dos isoformas en el tejido adiposo. La actividad de
dichas enzimas puede ser estimada a través del flujo de sustratos: el flujo a través de la
SCD-1 esta reflejado por la relacién ¢9-16:1/16:0 y el flujo a través de la SCD-2 por la
relacion ¢9-18:1/18:0. En este sentido, en ausencia de AGt ambos indices estuvieron
afectados por el tipo de grasa dietaria, especificamente la relaciéon ¢9-16:1/16:0 fue
ligeramente mayor en los animales alimentados con aceite de oliva, siendo significativo
frente al grupo C, y en la relacion ¢9-18:1/18:0 se alcanzé significancia frente al grupo M.
Esto podria estar relacionado con una inhibicion ejercida por el AL y el ALA en las dietas M
y C, los cuales poseen un efecto represor de la actividad y expresiéon de la enzima SCD en
diversos tejidos, entre ellos el tejido adiposo (Jump y col,, 1994; Ntambi, 1999; Park y col,,
2000). Estos efectos no condujeron a una acumulacién diferencial de grasa. Por otro lado,
en presencia de AGt dietarios no se observaron alteraciones en el indice A9-desaturasa
con ninguna fuente de grasa dietaria, lo cual estad en acuerdo con los niveles semejantes de
grasa epididimal frente a sus respectivos controles.

Finalmente, no se pudieron detectar LC-PUFA, por lo que no fue posible calcular los
flujos parciales a través de las enzimas involucradas en las vias biosintéticas de los
mismos. Es importante destacar que el control del almacenamiento de los PUFA en el
tejido adiposo depende tanto de la sintesis de lipidos, como de la movilizacién (Raclot,
2003). Es conocido que existe una selectividad para la captacién y liberacién de los PUFA
de las familias n-6 y n-3 (Raclot y col,, 1994), por lo que los bajos niveles de AL en Ot y Mt,
AA en Mt, asi como ALA en Ct respecto a sus controles, podria estar asociado con una

movilizacion diferencial de PUFA inducida por los AGt.
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7. METABOLISMO DE LIPIDOS EN MUSCULO GASTROCNEMIO

7.1. RETENCION DE ISOMEROS EN MUSCULO GASTROCNEMIO

De manera similar a lo discutido en el TAE, la retencién de AE en musculo gastrocnemio
fue significativamente mas alta que para el resto de los isémeros t-18:1, lo que podria
explicarse por mecanismos similares que los mencionados anteriormente. Sin embargo,
los niveles totales alcanzados son menores que en el tejido adiposo, y muestran
dependencia por el tipo de grasa dietaria. Al menos a nuestro conocimiento, no existe
bibliografia que reporte la influencia de los diferentes tipos de AGI sobre la retencién y/o
incorporacién de isomeros de AGt, lo que no hace posible contrastar nuestros resultados.
Por otro lado, las diferentes proporciones de AGI no modificaron la conversion de AV a AR
en el musculo gastrocnemio. Esto puede ser respaldado, al menos en parte, por los
porcentajes similares de AR hallados para los diferentes tratamientos dietarios. En
concordancia con Alasnier y col. (2002), el mudsculo retuvo mayores niveles de AR
respecto al higado, y esto podria estar asociado a que el higado secreta una considerable

masa de AR a través de las VLDL.

7.2. CONTENIDO DE LIPIDOS EN MUSCULO GASTROCNEMIO. RELACION CON LOS

NIVELES DE GLUCOSA CIRCULANTE

Numerosos trabajos han relacionado la composiciéon de AG de las membranas de las
células musculares con el metabolismo de la glucosa. Si bien el objetivo del presente
trabajo de tesis no se focaliza en el estudio de los cambios producidos en la sensibilidad a
la insulina, producida por el consumo de las diferentes dietas, no podemos dejar de
mencionar los cambios en el contenido lipidico del musculo esquelético debido a la
estrecha relacion entre este parametro y el metabolismo de la glucosa. En este sentido, el
musculo es el principal sitio de utilizacién de la glucosa, siendo este proceso mediado por
insulina. La unién de la insulina a los receptores ubicados en la membrana plasmatica de la
célula del musculo desencadena una serie de respuestas que inducen el transporte de
glucosa al interior de la célula donde serda metabolizada o almacenada como glucégeno
(Corcoran y col.,, 2007). Cualquier disfunciéon en esta via puede promover el desarrollo de
insulino-resistencia y, por lo tanto, una utilizaciéon deficiente de la glucosa. En relacién a
esto, existen factores que pueden producir alteraciones en esta ruta, entre los que
podemos mencionar el tipo de grasa dietaria, que ha mostrado tener efectos sobre la
respuesta a la insulina en ratas alimentadas con dietas ricas en grasa (Storlien y col,

1986). Asi, ha sido demostrado que existe una relacién directa entre la ingesta de PUFA
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(Borkman y col,, 1993; Matravadia y col.,, 2014; Storlien y col,, 1987), y MUFA (Soriguer y
col, 2004) y la sensibilidad a la insulina; mientras que los AGS promueven un efecto
opuesto, induciendo una disminucién en la utilizacién de la glucosa (Marshall y col.,, 2002).
Una explicacion posible para este efecto es la capacidad de los distintos AG dietarios de
incorporarse a los FL. de membrana, modificar la composiciéon de AG y, por lo tanto la
fluidez de membranas, llevando potencialmente a alteraciones en la respuesta a la insulina
(Storlien y col., 1998).

En relacién a los niveles de glucosa circulante, observamos que los animales
alimentados con aceite de maiz y canola presentaron menores niveles de este parametro
respecto al consumo de aceite de oliva. Estos resultados podrian estar asociados al
incremento en la captacién de glucosa inducida por los PUFA (Matravadia y col., 2014). En
este sentido, la sumatoria total de PUFA fue mas elevada en los animales alimentados con
dietas conteniendo aceite de maiz y, asimismo, el contenido total de DHA y EPA fue mayor
en los animales alimentados con aceite de canola. Si bien, existe muy poca informacién
disponible en la bibliografia en la cual se estudie el efecto de distintas grasas dietarias
sobre la composicion de lipidos del mudsculo esquelético, teniendo en cuenta que los FL
totales no fueron modificados y en concordancia con lo observado en los niveles de
glucosa circulante, podemos proponer que existiria una mayor incorporaciéon de PUFA en
los FL. de membrana en los animales alimentados con aceite de maiz y de canola, lo que
estimularia la incorporacién de glucosa circulante.

Con respecto a la sustituciéon parcial con AGt, la misma condujo a un menor contenido
de FL en el musculo gastrocnemio. Estos cambios no estuvieron acompafiados por
modificaciones en el perfil de AG. En la bibliografia, existe muy poca informacién sobre el
efecto de las grasas trans en el contenido de lipidos en el musculo esquelético y la
potencial relacién con la resistencia a la insulina. No obstante, existen numerosos trabajos
que evaldan el efecto de los AGt sobre las vias de oxidacién de la glucosa, existiendo
controversias entre los distintos autores. Alstrup y col. (1999) demostraron que los AGt
potencian la secrecion de insulina estimulada por glucosa en células beta de ratones, mas
que sus correspondientes AG con isomeria cis, induciendo una mayor utilizacién periférica
de glucosa. En contraposicion, otros autores demuestran que los AGt no tendrian efecto
sobre los niveles de glucosa circulantes y la sensibilidad a la insulina (Louheranta y col.,
1999; Lovejoy y col., 2002), como tampoco sobre las vias de metabolizaciéon de la misma
tanto en higado como en musculo esquelético (Bernal y col, 2006). De manera
contrastante, Cromer y col. (1995), han demostrado que los AGt inhibirian la oxidacién de
glucosa, reduciendo su utilizacién por los tejidos periféricos, en animales de

experimentacién. Asi, esta diferente respuesta en los niveles y capacidad de
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metabolizacién de la glucosa hallada por los distintos autores podria estar asociada, entre
otros factores, a los niveles de grasa y a la composicion de los AGt de la dieta. Con respecto
a nuestros resultados, la suplementacion con AGt indujo una disminucién de los niveles de
glucosa circulantes respecto a sus controles. En contraposicién con el estudio mencionado
anteriormente (Bernal y col., 2006), en el cual se emplearon dietas ricas en grasas con alto
contenido de AE, la grasa hidrogenada utilizada en esta tesis present6 niveles similares de
AE y AV, los cuales se incorporaron en los tejidos y en el caso del AV mostr6 una elevada
conversion a AR. En relacién a esto, es conocido que tanto el AR, como diferentes mezclas
de isomeros CLA, presentan efectos significativos en la regulacion de la glucemia. Asi, en
un trabajo recientemente publicado por nuestro grupo de investigacion demostramos que
los CLA incrementan la utilizacién de la glucosa en musculo esquelético aislado de ratas
(Farina y col., 2014). Por lo tanto, podemos inferir que existiria una interaccién entre los
AGt circulantes y tisulares, y del AR, producto de la bioconversién en los tejidos, que lleva
a incrementar la captaciéon y metabolizacion de la glucosa. Sin embargo, para clarificar y
comprender el efecto de los AGt, y su interaccion con las diferentes grasas dietarias sobre
los mecanismos involucrados en la utilizaciéon de glucosa se deben evaluar metabolitos y
enzimas implicados en este proceso.

Junto con los cambios inducidos por la dieta en la composicion de los AG de membrana,
el tipo de grasa consumida puede determinar la composicion de AG del pool de TG de la
célula muscular. En humanos, alteraciones en el contenido de TG en el musculo esquelético
también se han relacionado con el desarrollo de insulino- resistencia (Manco y col., 2000;
Pan y col, 1997). Con respecto a nuestros resultados, el contenido de TG en musculo no
fue alterado por el consumo de distintos aceites. Ha sido demostrado que dietas ricas en
grasa pueden inducir una acumulacién de TG en musculo en humanos (Kiens y col., 1987),
sin embargo no es bien claro el mecanismo que pueden ejercer dietas conteniendo distinta
proporcion de AGI. La sustitucién parcial con AGt indujo efectos dependientes de la grasa
dietaria, disminuyendo los niveles de TG s6lo en los animales alimentados con aceite de
oliva. Si bien no disponemos de una base bibliografica muy amplia para contrastar estos
resultados, es posible establecer una relacion entre los efectos sobre los TG circulantes con
alteraciones en la acumulacién de TG en el musculo (Storlien y col,, 1991), dado que los TG
circulantes poseen dos destinos metabolicos: el almacenamiento en el tejido adiposo, o la
oxidacién en el musculo esquelético (Ferraro y col.,, 1993; Greenwood, 1985; Voshol y col.,
2001). Por lo que es facil suponer que una alterada actividad de la LPL muscular o
modificaciones en la $-oxidacién sean los mecanismos responsables de la diferencia en el

contenido de TG musculares.
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7.3. REMOCION DE TRIGLICERIDOS CIRCULANTES. ACTIVIDAD LIPOPROTEINA LIPASA

Ademas del tejido adiposo, el misculo gastrocnemio es otro tejido con una importante
contribucién a la remocién de los TG circulantes, debido a la actividad LPL (Goldberg,
1996; Olivecrona y col., 1993). En ausencia de AGt el grupo C presenté menores niveles de
actividad, alcanzando significancia estadistica respecto a O. Si bien, se ha demostrado que
elevados niveles de expresion y mayor actividad LPL pueden llevar a una acumulacién de
TG en el musculo (Voshol y col, 2001), estos cambios no estuvieron acompafiados por
alteraciones en este pardmetro. En los animales alimentados con aceite de canola, esta
menor remocién por parte del musculo gastrocnemio en adicién a la menor actividad de la
enzima en el TAE serian, al menos en parte, los mecanismos involucrados en el incremento
de los niveles de TG circulantes. Por otro lado, en los animales alimentados con aceite de
oliva y con aceite de maiz las diferencias halladas en los valores de actividad de la enzima
LPL no llevarian a cambios significativos en el perfil de TG circulantes.

Con respecto a la sustitucion parcial con AGt, la menor actividad LPL observada en los
animales del grupo Mt en comparacién a su control no indujo cambios en el contenido de
TG en este tejido. El consumo de AGt acompafiado de aceite de oliva o canola no promovié
cambios en este parametro, por lo que la clarificacion de los TG circulantes estaria

regulada, al menos en parte, por la LPL del TAE.

7.4. OXIDACION DE ACIDOS GRASOS EN MUSCULO GASTROCNEMIO. ACTIVIDAD DE LA

CARNITINA PALMITOIL TRANSFERASA I

Los tejidos extrahepaticos, como musculo esquelético y cardiaco tienen una elevada
actividad CPT-Ib mitocondrial, la cual tiene una funcién analoga a la CPT-Ia hepatica, que
es la de intercambiar coenzima A por carnitina para facilitar la transferencia de grupos
acilos al interior de la mitocondria para la f-oxidaciéon (Power y col., 1997). En nuestra
experiencia encontramos que, en ausencia de AGt, los animales alimentados con aceite de
canola presentaron mayor actividad de la enzima CPT-Ib respecto a los animales
alimentados con aceite de oliva. Power y col. (1997), encontraron en ratas alimentadas
con dietas ricas en grasa y diferentes aceites comestibles, que aquellos que consumieron
aceite de pescado, el cual posee mayores niveles de LC-PUFA, mostraron mayores niveles
de actividad CPT-Ib. Esta mayor actividad CPT-I podria relacionarse con un incremento en
el mRNA de la enzima en presencia de LC-PUFA dietarios, lo cual ha sido demostrado
previamente en cultivos de hepatocitos (Chatelain y col, 1996). Este incremento en la
transcripcién estaria relacionado a una activacion del PPARa ejercida por los LC-PUFA

(Clarke, 2001). El agregado de AGt s6lo modificé la actividad de la enzima en los animales
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alimentados con aceite de oliva, siendo Ot<O, lo cual se refleja en los niveles de TG en
musculo, los cuales mostraron una disminucién en el grupo Ot respecto a su control. Bruce
y col. (2007) han demostrado que la sobreexpresién de CPT-I disminuye la esterificacién
de AG en los TG en mitocondrias aisladas de musculo de rata, lo cual esta en concordancia

con nuestros resultados hallados en los animales alimentados con aceite de oliva.
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CONCLUSIONES

Los distintos ¢t-18:1 aportados con la dieta fueron incorporados en higado, musculo
gastrocnemio, tejido adiposo epididimal y suero, y el nivel de retencién dependid
fundamentalmente del tejido analizado, como asi también del isémero considerado y de la
interaccion con los AG insaturados de las familias n-3, n-6 y n-9. Los efectos de los AGty su
interaccion con las diferentes proporciones relativas de AGI, hallados a nivel de
metabolismo lipidico, fueron asociados a la mezcla de ¢t-18:1 y al contenido de AR presente
en el tejido, mas que a un isémero en particular.

El consumo de aceite de canola increment6 el contenido de grasa en carcasa
conduciendo a una mayor retenciéon de energia y mayor eficiencia energética. Estos
parametros fueron reducidos en los animales que consumieron la dieta Ct. Asi, el impacto
nutricional de los AGt pudo relacionarse con el contenido tisular de AR, y posiblemente de
AV, los cuales son conocidos por su potencial efecto en la reduccién de la adiposidad.

En la Figura 44 se propone un mapa metabdlico con los principales efectos hallados de
los AGt en las dietas conteniendo diferentes proporciones relativas de AGI de las distintas
familias sobre el metabolismo y regulacion de TG. En relacién a esto, los efectos de la
sustitucion parcial con AGt, fueron diferentes en funcién del tipo de grasa dietaria
consumida. En este sentido, los animales alimentados con las dietas Ot y Ct presentaron
una mayor acumulacién de TG hepaticos respecto a sus controles, lo cual se asocié a
diferentes desbalances entre la lipogénesis y la 3-oxidacion. Especificamente, en el grupo
Ct el incremento de TG hepaticos pudo relacionarse a una menor -oxidacién hepatica,
reflejada por una disminucién en la expresion del PPAR-a y en la expresién y actividad de
la CPT-la; mientras que, la elevada acrecién de lipidos hepaticos en los animales
alimentados con Ot, se relacion6 con una mayor expresion del SREBP-1a, lo que condujo a
una incrementada expresion y actividad de enzimas lipogénicas. De manera diferente, en
los animales alimentados con aceite de maiz, los AGt no indujeron acumulacién de TG, ni
alteraciones en la lipogénesis y 3-oxidacion hepatica. La mayor lipogénesis inducida por
los AGt en los animales alimentados con aceite de oliva pudo estar exacerbada por un
ambiente proclive a mayor sintesis de lipidos. Asi, el flujo a través de la enzima
A9-desaturasa hepatica fue mayor en los animales alimentados con aceite de oliva,
independientemente de la presencia de AGt dietarios. Esto podria relacionarse con los
menores niveles de PUFA en este aceite y podria sugerir que existiria una exacerbada
sintesis de novo de AG. Ademas, el mayor contenido de AR hallado en los animales

alimentados con Ot pudo estar asociado a una mayor bioconversién a partir de AV,
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producto de un mayor flujo a través de la enzima A9-desaturasa. En relaciéon al contenido
hepatico total de LC-PUFA de las familias n-3 y n-6, si bien se observaron alteraciones en
los flujos parciales de las diferentes enzimas involucradas en esta via, tanto los niveles de
EPA y DHA, como de AA en higado, dependieron principalmente de las relaciones de AGI
de las diferentes familias, mas que de la presencia de AGt.

Los elevados niveles de TG en higado de animales alimentados con Ot y Ct se
correlacionaron con una mayor secrecién hepatica de VLDL-TG. Estos datos sugieren que
los AGt, regulando la acumulacién hepatica de TG, promoverian la secreciéon de TG en las
particulas de VLDL. No obstante, este efecto no se reflej6 en un incremento en los niveles
de TG circulantes, lo que pudo asociarse a la mayor remocién de TG a través de la enzima
LPL del TAE.

A pesar de la mayor captacion de TG por el tejido adiposo y de los efectos observados
en las actividades de las enzimas lipogénicas, la ausencia de acumulacién de tejido adiposo
pudo estar asociada al efecto antiadipogénico, mencionado anteriormente, mediado por el
AVyel AR.

En ausencia de AGt, el grupo C presenté menores niveles de actividad LPL muscular, lo
cual pudo haber conducido a mayores niveles de TG circulantes en este grupo. El
contenido de TG en musculo gastrocnemio fue reducido por los AGt en los animales
alimentados con aceite de oliva, y esta alteracién se asocié a una incrementada
[B-oxidacion, reflejada por la elevada actividad de la enzima CPT-Ib.

Finalmente, de lo antes expuesto se pueden extraer los siguientes puntos importantes:

v" Ingestas bajas de AGt caracterizadas por una elevada proporcién de
AV no indujeron a los efectos deletéreos observados previamente por
nuestro grupo y otros autores con dietas ricas en acido elaidico.

v' Las modificaciones en el perfil de AG tisulares dependié mas del
tipo de AGI dietario que de la presencia de AGt.

v Los AGt individuales se incorporaron en forma diferente en
distintos tejidos, y la retencion de los mismos fue influenciada por la relacion
de AGI de las familias n-3, n-6 y n-9.

v' Labioconversién hepatica de AV a AR dependi6 de la proporcion de
AGI de la grasa dietaria, siendo mayor en los animales alimentados con
aceite de oliva.

v' El efecto de los AGt sobre el metabolismo lipidico dependi6 de la
proporcion de AGI de la grasa dietaria, presentando mayores alteraciones en
los animales alimentados con aceite de oliva y de canola, denotando

principalmente una mayor acumulacién de TG hepaticos.
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Figura 44: Mapa metabélico propuesto de los efectos de los acidos grasos trans
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Este esquema plantea un mapa metabdlico con los principales efectos hallados de los acidos grasos
trans en dietas conteniendo diferentes relaciones de acidos grasos insaturados. Los simbolos
verdes indican el efecto de Ot vs O, los simbolos anaranjados indican el efecto de Mt vs M y los
simbolos celestes de Ct vs C.

En conclusidn, a partir de lo anteriormente mencionado, y del objetivo planteado
inicialmente en la presente tesis, se desprende que el efecto de ingesta de bajos
niveles de AGt, caracterizados por una elevada proporciéon de AV, depende de las

relaciones de AGI de las familias n-3, n-6 y n-9.
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	20,30±2,18
	\⠀琀㘀⬀琀㜀⬀琀㠀尩-18:1 
	29,06±1,39b
	35,69±1,12a
	34,84±2,41ab
	t9-18:1
	17,19±1,10
	18,80±2,11
	16,10±1,30
	t10-18:1
	11,63±2,28
	18,89±3,76
	10,55±1,08
	t11-18:1
	66,49±5,63
	61,00±6,79
	67,75±10,31
	t9,t12-18:2
	19,26±0,86
	23,78±1,40
	21,23±0,94
	AGt totales
	Suero post-prandial
	16,97±1,84
	25,76±2,73
	37,37±10,34
	\⠀琀㘀⬀琀㜀⬀琀㠀尩-18:1 
	26,04±1,15
	28,60±4,35
	42,48±11,42
	t9-18:1
	13,63±1,52
	19,88±4,53
	32,05±10,91
	t10-18:1
	25,11±1,24
	30,77±1,23
	41,85±14,74
	t11-18:1
	19,74±1,17
	25,21±2,75
	37,06±11,38
	AGt totales
	2x3
	Ct
	C
	Mt
	M
	Ot
	O
	Ácidos grasos
	ANOVA
	G
	0,19±0,02
	0,23±0,03
	0,24±0,02
	0,26±0,04
	0,17±0,02
	0,18±0,01
	14:0
	G,t
	0,12±0,01ab
	0,15±0,02b
	0,13±0,01ab
	0,15±0,03b
	0,06±0,03a
	0,11±0,01ab
	15:0
	-
	25,47±0,47
	23,14±0,79
	24,54±0,77
	26,94±1,01
	25,72±0,32
	24,97±1,20
	16:0
	-
	0,26±0,02
	0,27±0,03
	0,20±0,01
	0,26±0,02
	0,26±0,02
	0,23±0,01
	17:0
	-
	9,65±0,70
	9,22±0,77
	9,29±0,30
	9,66±0,31
	9,39±0,72
	8,66±0,62
	18:0
	-
	0,19±0,02
	0,26±0,02
	0,23±0,01
	0,36±0,09
	0,22±0,03
	0,23±0,03
	20:0
	G,t,Gxt
	0,14±0,01ab
	0,09±0,01 a
	0,40±0,01 c
	0,01±0,01d
	0,20±0,03b
	0,09±0,02 a
	22:0
	G
	0,85±0,04 ab
	0,76±0,05 ab
	0,76±0,03 ab
	0,69±0,09 b
	0,84±0,16ab
	1,15±0,12 a
	c9-16:1
	G,Gxt
	19,52±1,16a
	23,11±0,54a
	13,98±1,02b
	12,39±0,66b
	20,16±1,64a
	22,87±0,75a
	AO
	G
	1,98±0,23 bc
	2,03±0,15 bc
	1,83±0,13 c
	1,20±0,04 c
	2,81±0,37 ab
	3,05±0,24 a
	c11-18:1
	Σ\⠀琀㘀ⴀ琀㠀尩-18:1
	G,t,Gxt
	0,27±0,02 c
	0,00±0,00 a
	0,41±0,03 bc
	0,00±0,00 a
	0,60±0,13 b
	0,00±0,00 a
	t
	0,59±0,02 c
	0,00±0,00 a
	0,65±0,08 bc
	0,00±0,00 a
	0,96±0,20 b
	0,00±0,00 a
	AE
	t
	0,40±0,03 c
	0,00±0,00 a
	0,58±0,10 bc
	0,00±0,00 a
	0,94±0,25 b
	0,00±0,00 a
	t10-18:1
	t
	0,63±0,02 b
	0,00±0,00 a
	0,77±0,02 b
	0,00±0,00 a
	1,05±0,29 b
	0,00±0,00 a
	AV
	G,t
	0,49±0,07 ac
	0,73±0,04 b
	0,41±0,03 c
	0,44±0,04 ac
	0,42±0,05 ac
	0,62±0,04ab
	c11-20:1
	G,Gxt
	20,51±0,40a
	20,32±0,45 a
	25,46±1,44 c
	29,84±0,63b
	20,14±0,77a
	18,35±0,25a
	AL
	G,t,Gxt
	0,15±0,02 c
	0,00±0,00 a
	0,14±0,01 c
	0,00±0,00 a
	0,06±0,02 b
	0,00±0,00 a
	AR
	G,t,Gxt
	0,10±0,01 b
	0,10±0,01 b
	0,11±0,01b
	0,23±0,04c
	0,02±0,01a
	0,08±0,02ab
	GLA
	G,t,Gxt
	0,79±0,13 c
	1,27±0,09 b
	0,13±0,02 a
	0,16±0,02 a
	0,18±0,02 a
	0,15±0,03 a
	ALA
	G
	0,23±0,02 ab
	0,24±0,01 ab
	0,27±0,03 ab
	0,28±0,03 b
	0,26±0,02 ab
	0,19±0,02 a
	c11,c14-20:2
	t
	1,89±0,10 b
	1,68±0,16 ab
	1,72±0,11 ab
	1,10±0,08 ab
	1,71±0,25 ab
	1,71±0,21 ab
	DGLA
	G
	4,99±0,48 b
	4,53±0,48 b
	11,24±1,42 a
	9,85±0,78 a
	8,42±0,18 a
	8,77±0,49 a
	AA
	G
	0,50±0,08 b
	0,61±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	EPA
	G,Gxt
	6,50±0,49 b
	5,02±0,53 b
	2,27±0,34 a
	1,81±0,16 a
	1,88±0,25 a
	2,42±0,13 a
	DHA
	t
	2,32±0,43 b
	0,00±0,00 a
	2,42±0,20 b
	0,00±0,00 a
	3,55±0,85 b
	0,00±0,00 a
	ΣAGt
	-
	36,00±1,11
	33,15±1,37
	35,16±1,24
	37,49±0,79
	34,32±1,91
	34,57±1,72
	ΣAGS
	G,t
	22,78±1,35a
	26,52±0,64 a
	17,00±1,17b
	15,98±1,47b
	24,24±1,93a
	27,42±0,82a
	ΣMUFA
	G
	35,46±0,92a
	36,36±1,00ab
	41,20±2,06bc
	43,22±1,21c
	32,40±0,46 a
	32,06±0,46a
	ΣPUFA
	2,60±0,52
	2,56±0,48
	3,16±0,16
	3,20±0,44
	3,47±0,13
	3,75±0,62
	NI
	2x3
	Ct
	C
	Mt
	M
	Ot
	O
	Ácidos grasos
	ANOVA
	G,t,Gxt
	0,44±0,04 a
	0,66±0,02 b
	0,66±0,05b
	0,42±0,04 a
	0,60±0,03 b
	0,30±0,02 a
	14:0
	t,Gxt
	0,00±0,00 a
	0,30±0,05 b
	0,00±0,00 a
	0,22±0,05 b
	0,06±0,03 a
	0,12±0,01ab
	15:0
	G
	22,56±0,54abc
	21,95±0,15bc
	20,91±0,17c
	22,79±0,82abc
	23,43±0,33ab
	24,53±0,52 a
	16:0
	t
	0,19±0,03
	0,25±0,01
	0,22±0,02
	0,27±0,04
	0,18±0,04
	0,28±0,01
	17:0
	G,t,Gxt
	6,83±0,09 bc
	7,24±0,17 b
	6,42±0,15 c
	8,67±0,27 a
	5,05±0,10 d
	8,40±0,16 a
	18:0
	G,Gxt
	0,20±0,02 bc
	0,28±0,07 c
	0,00±0,00 a
	0,14±0,04 abc
	0,09±0,05 ab
	0,00±0,00 a
	20:0
	G,t,Gxt
	2,83±0,01 ab
	2,74±0,08 a
	4,02±0,37 b
	2,46±0,12 a
	5,31±0,57 c
	2,42±0,01 a
	c9-16:1
	G,t,Gxt
	22,64±0,46 a
	29,12±0,83 b
	16,78±1,41c
	15,52±0,45 c
	24,08±0,76 a
	24,41±0,39 a
	AO
	G,Gxt
	1,58±0,03 d
	1,92±0,13 a
	1,19±0,04 c
	0,97±0,09 c
	2,52±0,01 b
	2,17±0,04 a
	c11-18:1
	t
	0,28±0,02 b
	0,00±0,00 a
	0,37±0,06 b
	0,00±0,00 a
	0,25±0,01 b
	0,00±0,00 a
	Σ\⠀琀㘀ⴀ琀㠀尩-18:1
	G,t,Gxt
	0,97±0,03 c
	0,00±0,00 a
	0,96±0,01 c
	0,00±0,00 a
	0,84±0,01 b
	0,00±0,00 a
	AE
	t
	0,55±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,52±0,07 b
	0,00±0,00 a
	0,43±0,06 b
	0,00±0,00 a
	t10-18:1
	G,t,Gxt
	0,58±0,01 c
	0,00±0,00 a
	0,40±0,01 b
	0,00±0,00 a
	0,36±0,05 b
	0,00±0,00 a
	AV
	G
	0,48±0,05 ab
	0,62±0,02 b
	0,32±0,06 a
	0,36±0,07 a
	0,46±0,02 ab
	0,53±0,05 a
	c11-20:1
	-
	0,05±0,03
	0,06±0,04
	0,00±0,00
	0,00±0,00
	0,08±0,05
	0,00±0,00
	c13-22:1
	G,t,Gxt
	18,85±1,07 a
	19,29±0,44 a
	25,44±0,26b
	31,12±1,13 c
	14,58±0,01 d
	18,00±0,26 a
	AL
	t
	0,44±0,04 b
	0,00±0,00 a
	0,45±0,01 b
	0,00±0,00 a
	0,40±0,02 b
	0,00±0,00 a
	AR
	t
	0,03±0,02
	0,00±0,00
	0,11±0,06
	0,00±0,00
	0,08±0,05
	0,00±0,00
	t9,t12-18:2
	G,t
	0,32±0,01 c
	0,53±0,06 d
	0,71±0,05 a
	1,10±0,05 b
	0,41±0,02 cd
	0,71±0,00 a
	GLA
	G,t,Gxt
	0,97±0,07 c
	1,54±0,05 d
	0,16±0,04 a
	0,23±0,05 ab
	0,39±0,03 b
	0,20±0,04 ab
	ALA
	G
	0,00±0,00 a
	0,09±0,03 ab
	0,16±0,09 ab
	0,21±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	c11,c14-20:2
	G
	0,71±0,14ab
	0,62±0,08ab
	0,42±0,06a
	0,54±0,05a
	0,94±0,01b
	0,68±0,07ab
	DGLA
	G
	6,06±0,57 bc
	5,51±0,61 c
	10,53±1,22a
	10,02±0,91 a
	9,06±0,04 ab
	11,44±0,33a
	AA
	G
	0,36±0,01 b
	0,40±0,05 b
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	0,00±0,00 a
	EPA
	G
	5,34±0,40 c
	4,63±0,56 bc
	2,06±0,08 a
	2,39±0,34 a
	3,11±0,21 a
	3,16±0,00 ab
	DHA
	G,t,Gxt
	2,41±0,02 c
	0,00±0,00 a
	2,36±0,09 c
	0,00±0,00 a
	1,94±0,05 b
	0,00±0,00 a
	ΣAGt
	G,t,Gxt
	30,23±0,46 b
	30,54±0,05 b
	28,21±0,35c
	32,51±0,68 a
	29,45±0,43bc
	33,63±0,36 a
	ΣAGS
	G,Gxt
	27,57±0,51 a
	34,45±0,82 c
	22,31±1,88d
	19,30±0,41 d
	32,45±1,35bc
	29,52±0,47ab
	ΣMUFA
	G,t,Gxt
	32,61±0,01 a
	32,60±0,90 a
	39,47±0,76b
	45,61±0,52 c
	28,49±0,20 d
	34,20±0,11 a
	ΣPUFA
	4,25±0,23
	2,30±0,08
	4,30±0,41
	2,48±0,10
	3,80±0,16
	2,65±0,00
	NI
	2x3
	Ct
	C
	Mt
	M
	Ot
	O
	Ácidos grasos
	ANOVA
	-
	0,24±0,02
	0,30±0,03
	0,25±0,01
	0,29±0,05
	0,33±0,01
	0,29±0,02
	14:0
	G,t
	0,16±0,01b
	0,12±0,01ab
	0,15±0,01b
	0,08±0,01a
	0,12±0,01ab
	0,10±0,01a
	15:0
	t
	21,48±0,36
	22,78±0,72
	22,14±0,33
	23,20±1,08
	22,44±0,18
	23,49±0,68
	16:0
	G,t
	0,26±0,01cd
	0,20±0,02abc
	0,29±0,01d
	0,17±0,02ab
	0,23±0,01bcd
	0,15±0,02a
	17:0
	G,t
	7,30±0,31bc
	7,02±0,38bc
	9,06±0,29d
	7,55±0,45c
	5,94±0,13ab
	5,35±0,34a
	18:0
	-
	0,26±0,01
	0,33±0,05
	0,35±0,02
	0,28±0,02
	0,24±0,03
	0,24±0,04
	20:0
	G,t,Gxt
	0,03±0,01a
	0,20±0,02c
	0,09±0,01b
	0,16±0,01c
	0,11±0,01b
	0,06±0,01ab
	22:0
	G,t
	1,07±0,10c
	1,35±0,24bc
	1,00±0,07c
	1,47±0,23bc
	1,86±0,11ab
	2,17±0,07a
	c9-16:1
	G,t
	27,08±1,24bc
	31,30±2,19b
	15,51±0,99d
	22,19±1,75c
	32,99±0,47ab
	37,99±2,38a
	AO
	G,t
	1,95±0,10b
	2,43±0,27b
	1,65±0,12b
	2,13±0,31b
	3,89±0,25a
	4,59±0,32a
	c11-18:1
	G,t,Gxt
	0,28±0,04 b
	0,00±0,00 a
	0,22±0,02 b
	0,00±0,00 a
	0,14±0,01 b
	0,00±0,00 a
	Σ\⠀琀㘀ⴀ琀㠀尩-18:1
	t
	0,44±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,43±0,02 b
	0,00±0,00 a
	0,46±0,02 b
	0,00±0,00 a
	AE
	t
	0,41±0,06 b
	0,00±0,00 a
	0,44±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,50±0,02 b
	0,00±0,00 a
	t10-18:1
	G,t,Gxt
	0,61±0,03c
	0,00±0,00 a
	0,66±0,01c
	0,00±0,00 a
	0,48±0,05b
	0,00±0,00a
	AV
	G,t
	0,83±0,02bc
	1,07±0,12ab
	0,59±0,03c
	0,76±0,09bc
	1,03±0,02ab
	1,25±0,12a
	c11-20:1
	G,t,Gxt
	0,05±0,01d
	0,18±0,01c
	0,09±0,01abd
	0,08±0,01ad
	0,13±0,01bc
	0,11±0,02ab
	c13-22:1
	G,t,Gxt
	14,22±0,18bc
	14,77±1,20c
	23,31±0,50e
	19,96±1,02d
	11,48±0,28ab
	9,55±0,66a
	AL
	G,t,Gxt
	0,12±0,01c
	0,00±0,00a
	0,14±0,02bc
	0,00±0,00a
	0,18±0,02b
	0,00±0,00a
	t9,t12-18:1
	G,t,Gxt
	0,24±0,03c
	0,00±0,00 a
	0,22±0,01c
	0,00±0,00 a
	0,31±0,01 b
	0,00±0,00 a
	AR
	G
	0,10±0,01a
	0,15±0,01a
	0,23±0,01b
	0,24±0,02b
	0,11±0,01a
	0,11±0,01a
	GLA
	G
	1,00±0,05b
	1,06±0,09b
	0,10±0,01a
	0,18±0,02a
	0,09±0,01a
	0,12±0,01a
	ALA
	G,t
	0,21±0,01a
	0,19±0,01a
	0,41±0,01b
	0,38±0,04b
	0,22±0,02a
	0,16±0,01a
	c11,c14-20:2
	-
	1,37±0,06
	1,20±0,09
	1,25±0,04
	1,44±0,24
	1,13±0,05
	1,07±0,10
	DGLA
	t
	0,00±0,00a
	0,05±0,02b
	0,00±0,00a
	0,03±0,01ab
	0,00±0,00a
	0,03±0,01ab
	c11,c14,c17-20:3
	G
	6,23±0,42a
	6,37±0,59a
	13,40±0,17b
	11,62±0,58b
	7,96±0,19a
	7,41±0,70a
	AA
	G,t
	0,83±0,03b
	0,89±0,07b
	0,00±0,00a
	0,00±0,00a
	0,00±0,00a
	0,12±0,01a
	EPA
	G,t
	9,00±0,44 b
	7,48±0,55 b
	3,19±0,05 a
	2,38±0,06 a
	2,67±0,07 a
	2,03±0,21a
	DHA
	t
	1,84±0,08 b
	0,00±0,00 a
	1,86±0,06 b
	0,00±0,00 a
	1,77±0,11 b
	0,00±0,00 a
	ΣAGt
	G
	29,74±0,62
	31,59±0,82
	32,33±0,04
	31,64±1,29
	29,42±022
	30,08±0,99
	ΣAGS
	G,t
	30,98±1,46 c
	34,34±1,70bc
	18,81±0,56d
	27,00±2,17 c
	39,90±0,75ab
	45,82±2,69a
	ΣMUFA
	G
	32,97±1,00 b
	32,17±2,20 b
	41,89±0,69 c
	38,28±2,52bc
	23,67±0,50 a
	20,87±2,10a
	ΣPUFA
	2,92±0,12
	1,91±0,16
	3,31±0,11
	3,07±0,20
	3,73±0,08
	3,21±0,31
	NI
	2x3
	Ct
	C
	Mt
	M
	Ot
	O
	Ácidos grasos
	ANOVA
	-
	0,94±0,03
	1,21±0,20
	1,00±0,02
	1,01±0,08
	0,95±0,04
	1,11±0,07
	14:0
	-
	0,20±0,01
	0,19±0,01
	0,20±0,01
	0,18±0,01
	0,18±0,01
	0,19±0,01
	15:0
	G
	15,45±0,26b
	14,99±0,41b
	18,34±0,25a
	17,92±0,53a
	17,90±0,34a
	18,85±0,53a
	16:0
	t
	0,22±0,01
	0,20±0,02
	0,21±0,02
	0,17±0,01
	0,19±0,01
	0,18±0,02
	17:0
	G,t
	2,29±0,14b
	1,87±0,12ab
	2,12±0,13b
	1,59±0,02a
	1,88±0,06ab
	1,63±0,10a
	18:0
	G
	2,29±0,14 b
	1,87±0,12 ab
	2,12±0,13 a
	1,59±0,02 ab
	1,88±0,06 ab
	1,63±0,10ab
	20:0
	t,Gxt
	0,06±0,01 a
	0,06±0,01 ab
	0,00±0,00 b
	0,10±0,02 a
	0,06±0,01 a
	0,09±0,01a
	c9-14:1
	G
	3,81±0,23 b
	3,59±0,30 b
	4,87±0,38 ab
	4,76±0,12 ab
	5,79±0,38 a
	5,96±0,35 a
	c9-16:1
	G
	44,30±0,37 a
	47,48±1,49a
	31,68±0,55b
	31,39±0,68 b
	43,64±0,87 a
	44,96±1,64a
	AO
	G,t
	3,06±0,07 bc
	2,60±0,07 cd
	2,23±0,11 de
	1,62±0,06 e
	3,75±0,11 a
	3,50±0,30 ab
	c11-18:1
	t
	0,45±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,52±0,09 b
	0,00±0,00 a
	0,55±0,04 b
	0,00±0,00 a
	Σ\⠀琀㘀ⴀ琀㠀尩-18:1
	t
	1,14±0,12 b
	0,00±0,00 a
	0,93±0,15 b
	0,00±0,00 a
	1,17±0,09 b
	0,00±0,00 a
	AE
	t
	1,18±0,09 b
	0,00±0,00 a
	1,05±0,16 b
	0,00±0,00 a
	1,15±0,04 b
	0,00±0,00 a
	t10-18:1
	t
	0,69±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,64±0,13 b
	0,00±0,00 a
	0,52±0,05 b
	0,00±0,00 a
	AV
	G
	3,06±0,07c
	2,60±0,07bc
	2,23±0,11d
	1,62±0,06ad
	3,75±0,11bc
	3,50±0,30a
	c11-20:1
	G,t,Gxt
	18,36±0,34ad
	21,19±0,86a
	30,44±0,64b
	37,18±0,38 c
	16,34±0,28 d
	19,36±1,14a
	AL
	t
	0,63±0,04 b
	0,00±0,00 a
	0,57±0,04 b
	0,00±0,00 a
	0,66±0,03 b
	0,00±0,00 a
	AR
	t
	0,32±0,05 b
	0,00±0,00 a
	0,29±0,03 b
	0,00±0,00 a
	0,34±0,02 b
	0,00±0,00 a
	t9,t12-18:2
	G,t,Gxt
	0,07±0,01 ad
	0,07±0,01 ad
	0,10±0,01 b
	0,14±0,01 c
	0,06±0,00 d
	0,09±0,01ab
	GLA
	G,t,Gxt
	2,30±0,21c
	3,57±0,17b
	0,79±0,05 a
	0,98±0,14 a
	0,62±0,05 a
	1,03±0,12a
	ALA
	G,t
	0,11±0,01ab
	0,13±0,02ab
	0,14±0,01bc
	0,19±0,01c
	0,08±0,01a
	0,09±0,01a
	c11,c14-20:2
	G,t
	0,06±0,01ab
	0,09±0,01ab
	0,11±0,01b
	0,21±0,02c
	0,04±0,01a
	0,10±0,01ab
	DGLA
	G,t,Gxt
	0,08±0,02 a
	0,11±0,01 a
	0,15±0,01 a
	0,38±0,07 b
	0,11±0,02 a
	0,18±0,01a
	AA
	t
	4,54±0,36 b
	0,00±0,00 a
	4,12±0,65 b
	0,00±0,00 a
	4,42±0,18 b
	0,00±0,00 a
	ΣAGt
	G
	19,26±0,34bc
	18,59±0,64c
	21,97±0,24a
	20,98±0,57ab
	21,23±0,35ab
	22,03±0,50 a
	ΣAGS
	G
	52,20±0,30 a
	54,61±1,45a
	39,40±0,99b
	38,53±0,74 b
	54,05±0,69 a
	54,91±2,11 a
	ΣMUFA
	G,t
	20,96±0,17ab
	25,10±0,83b
	31,76±0,72c
	39,07±0,53 d
	17,26±0,35 a
	21,09±2,19ab
	ΣPUFA
	2,42±0,08
	1,33±0,05
	2,21±0,09
	1,18±0,05
	2,39±0,15
	1,51±0,07
	NI
	2x3
	Ct
	C
	Mt
	M
	Ot
	O
	Ácidos grasos
	ANOVA
	Gxt
	1,42±0,16 b
	1,03±0,16 ab
	0,89±0,05 a
	1,37±0,04 b
	1,17±0,11 ab
	1,15±0,06ab
	14:0
	G,t
	0,15±0,02 ab
	0,15±0,01 b
	0,14±0,01 ab
	0,16±0,01 b
	0,11±0,01 a
	0,12±0,01 ab
	15:0
	G,t,Gxt
	21,18±0,37ac
	18,10±0,10b
	20,43±0,40a
	20,22±0,25a
	21,79±0,42c
	20,75±0,14ac
	16:0
	G
	0,14±0,01
	0,13±0,01
	0,16±0,01
	0,16±0,02
	0,13±0,01
	0,13±0,01
	17:0
	t
	5,09±0,35
	4,82±0,40
	5,65±0,38
	4,96±0,49
	5,14±0,36
	4,44±0,16
	18:0
	G,t
	8,58±1,20ab
	6,06±0,63b
	6,37±0,36b
	6,69±0,47b
	9,64±0,55a
	8,20±0,31ab
	c9-16:1
	G,t
	24,46±0,69ad
	30,92±1,18b
	18,63±1,15c
	21,61±0,90cd
	23,26±0,92d
	28,43±0,50ab
	AO
	G,t
	4,43±0,10c
	4,76±0,05cd
	3,51±0,11b
	3,44±0,00b
	5,21±0,19ad
	5,68±0,16a
	c11-18:1
	t
	0,31±0,06 b
	0,00±0,00a
	0,28±0,07 b
	0,00±0,00a
	0,32±0,03b
	0,00±0,00a
	Σ\⠀琀㘀ⴀ琀㠀尩-18:1
	G,t,Gxt
	0,66±0,02c
	0,00±0,00a
	0,81±0,03b
	0,00±0,00a
	0,79±0,05bc
	0,00±0,00a
	AE
	t
	0,41±0,08 b
	0,00±0,00a
	0,55±0,06 b
	0,00±0,00a
	0,47±0,04 b
	0,00±0,00a
	t10-18:1
	t
	0,29±0,04bc
	0,00±0,00a
	0,48±0,09c
	0,00±0,00a
	0,27±0,03b
	0,00±0,00a
	AV
	G,t
	0,45±0,01ab
	0,64±0,00b
	0,37±0,03b
	0,50±0,02a
	0,39±0,03b
	0,51±0,01a
	c11-20:1
	G,t
	10,47±0,33a
	13,21±0,37a
	17,76±1,06c
	22,57±1,31b
	10,66±0,42a
	12,17±0,02a
	AL
	t
	0,18±0,01 b
	0,00±0,00a
	0,17±0,02 b
	0,00±0,00a
	0,18±0,03 b
	0,00±0,00a
	t9,t12-18:1
	t
	0,45±0,03 b
	0,00±0,00a
	0,45±0,04 b
	0,00±0,00a
	0,46±0,03 b
	0,00±0,00a
	AR
	G
	0,08±0,01a
	0,08±0,01a
	0,10±0,01ab
	0,12±0,01b
	0,09±0,01ab
	0,09±0,01ab
	GLA
	G,t,Gxt
	1,03±0,06c
	1,43±0,11b
	0,30±0,03a
	0,34±0,03a
	0,23±0,02a
	0,26±0,01a
	ALA
	G,t,Gxt
	0,08±0,01a
	0,15±0,01b
	0,28±0,01c
	0,32±0,02c
	0,16±0,01b
	0,14±0,01ab
	c11,c14-20:2
	G,t
	0,57±0,03a
	0,54±0,05a
	0,68±0,06ab
	0,49±0,03a
	0,82±0,08b
	0,63±0,04ab
	DGLA
	G
	4,49±0,34ac
	3,98±0,47c
	7,66±0,65b
	6,07±0,64abc
	6,29±0,46ab
	6,17±0,17ab
	AA
	G,t,Gxt
	0,20±0,01c
	0,18±0,02c
	0,02±0,01a
	0,02±0,01a
	0,08±0,01b
	0,02±0,01a
	EPA
	G
	10,07±1,12b
	9,92±1,44b
	7,98±0,62ab
	6,13±0,69a
	7,46±0,53ab
	6,76±0,19ab
	DHA
	G,t,Gxt
	1,85±0,08c
	0,00±0,00a
	2,28±0,13b
	0,00±0,00a
	2,04±0,09bc
	0,00±0,00a
	ΣAGt
	G,t,Gxt
	27,97±0,17 a
	24,24±0,14b
	27,27±0,74a
	26,87±0,80 a
	28,34±0,61a
	26,60±0,36a
	ΣAGS
	G,t
	37,92±1,61ab
	42,38±1,86a
	28,88±1,01c
	32,24±1,39ab
	38,51±1,42a
	42,81±0,96a
	ΣMUFA
	G
	27,00±1,60 a
	29,48±1,51a
	34,78±0,26b
	36,05±0,04 b
	25,78±1,30a
	26,23±0,34 a
	ΣPUFA
	3,75±0,19
	3,61±0,26
	5,16±0,22
	3,71±0,41
	3,99±0,36
	3,31±0,19
	NI
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