CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS



SECCION I

CARACTERIZACION DE ALTERACIONES
PRODUCIDAS POR DIETAS RICAS EN CLA EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE RATON



Materiales y Métodos

1.- ANIMALES

Para profundizar la caracterizacion metabdlica de alteraciones producidas
por dietas con elevado contenido lipidico y ricas en CLA, y para realizar estudios
relacionados a la reproduccion se emplearon ratones recién destetados de la cepa
CF-1 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. Durante el periodo experimental fueron
mantenidos en condiciones controladas (23 + 2° C 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).

2.-DIETAS

o C (Dieta Control): basada en las recomendaciones emanadas del Comité ad
hoc del “American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento —
(AIN-93G, Reeves, 1993), conteniendo un 7% de grasa dietaria, aportada

por aceite de maiz.

o API: Dieta Control con alto contenido (20%) de aceite de maiz (Aceite rico
en AG poli-insaturados -API-). Para lograr una dieta de elevado contenido
graso y consecuentemente hipercalérica, se sustituyé parte de los hidratos de
carbono por grasas, reemplazando 13 g% de almidén por 13 g% de aceite de

e
mailz.

J API+CLA: se sustituy6 3 % de aceite de maiz de la dieta API por 3 % de

aceite rico en Acido Linoleico Conjugado (CLA).
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La composicién de las dietas se muestra en la tabla 2.

C API API+CLA

Almidén 529.5 399.5 399.5
Caseina 200 200 200
Sacarosa 100 100 100
Aceite de Maiz 70 200 170
Aceite rico en
CLA ) ) 30
Fibras 50 50 50
Minerales 35 35 35
Vitaminas 10 10 10
L-Cistina 3.0 3.0 3.0
Colina 2.5 2.5 2.5
Energia

16.569 ) .
(KJ/100 o) 19.288 19.288

Tabla 2.: Composicién de las dietas utilizadas

El aceite de maiz fue utilizado como fuente de AG poliinsaturados, por su
alto contenido en acido linoleico no conjugado. Se utilizé6 una mezcla comercial de
CLA gentilmente provista por Lipid Nutrition B.V., conformada por cantidades
equimoleculares de ¢9,t111-CLA y t10,c12-CLA como fuentes principales de AG
isoméricos. Todas las dietas excedieron las recomendaciones de AG esenciales, para
asi asegurar que las posibles alteraciones observadas no sean consecuencia de un
déficit dietario de los mismos. La composicién de AG de los aceites utilizados, como
metil ésteres, fue determinada por cromatografia gaseosa con un cromatégrafo
Shimadzu 2014 equipado con detector de ionizacién de llama. Los metil ésteres de
AG fueron identificados por comparacion de sus tiempos de retenciéon con los de los
estandares comerciales. La composicién de AG de los aceites utilizados se muestra
en la tabla 3. Cada dieta fue ofrecida diariamente durante todo el periodo

experimental.
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Acido Graso Aceite de Maiz Aceite rico en CLA
14:0 Nd nd
16:0 10.78 0.84
c-16:1 0.20 nd
17:0 Nd nd
18:0 2.24 2.67
-18:1 Nd 0.09
c-18:1 31.36 14.94
c,c-18:2 52.85 0.53
¢9,t11-18:2 0.24 34.64
T10,c12-18:2 0.24 34.93
T,c,c-18:3 0.06 nd
c,c,c-18:3 0.75 nd
20:0 0.52 nd
-20:1 0.12 nd
c-20:1 0.24 nd
22:0 0.20 nd
24:0 0.20 nd

nd: no detectable

Tabla 3: Composiciéon de acidos grasos de los aceites utilizados

En las dos dietas experimentales con elevados niveles de grasa dietaria (API
y API+CLA), las grasas aportaron un 38.5% de las calorias totales, superando asi
las recomendaciones emanadas de normas alimentarias especificas de diferentes
sociedades, pero basadas en el elevado consumo observado frecuentemente en
nuestra poblacién. Como el nivel de grasa dietaria puede alterar algunos de los
parametros evaluados, se incluyé un grupo control (C) con niveles de grasa (7%

p/p) recomendados por el American Institute of Nutrition (Reeves, 1993).
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3.- ESTUDIO DEL STATUS METABOLICO

3.A.- GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROTOCOLO DE TRABAJO

Ratones macho recién destetados fueron distribuidos aleatoriamente en tres
grupos y alimentados durante 30 dias con las dietas antes mencionadas. Durante
todo el tratamiento dietario se realizé el seguimiento del peso de los ratones. Al
finalizar, los animales fueron sacrificados (9.00 — 11.00 AM) bajo anestesia (1 mg
acepromacina + 100 mg ketamina / kg peso). Se extrajeron muestras de sangre de
vena cava con y/o sin anticoagulante segun corresponda y las mismas se
centrifugaron a 4°C. Alicuotas de plasma y/o suero obtenidos fueron congeladas a
-20°C hasta el momento de su valoracién. Higado, tejido adiposo (TA) epididimal y
musculo gastrocnemius fueron extraidos en forma completa, pesados, y muestras de
cada uno fueron congeladas con una pinza enfriada en nieve carbénica, pesadas,

morterizadas y conservadas en ultrafreezer (-80°C) hasta su procesamiento.

3.B.- DETERMINACIONES REALIZADAS

3.B.1- Cuantificaciones en suero/plasma

En las muestras de suero o plasma se cuantificaron:
. Las concentraciones de TG, colesterol y glucosa.

. Las actividades de las enzimas: Aspartato Amino Transferasa (ASAT),

Alanina AminoTransferasa (ALAT), Fosfatasa Alcalina (FAL)
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3.B.1.1.- Cuantificacion de metabolitos circulantes
3.B.1.1.1.- Triglicéridos

La concentracion de TG en suero se determiné mediante un método
enzimatico empleando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina). La
técnica se basa en la hidrélisis de los TG por medio de lipasas dando lugar a la
formacion de glicerol y acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado a glicerol-
fosfato en presencia de glicerokinasa y ATP, luego este derivado fosforilado es
oxidado con produccién de peréxido de hidrégeno por accion de glicerol fosfato
oxidasa. El producto final de color es una quinoneimina roja formada a partir del
perdxido de hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la accién catalitica de
una peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de absorcién a 505 mm. La
intensidad de color es directamente proporcional a la concentraciéon de TG

presentes en la muestra. Los resultados se expresaron en mmol/l.
3.B.1.1.2- Colesterol

La concentracion de colesterol total en suero se determiné mediante un
método enzimatico empleando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina).
La técnica se basa en la hidrélisis de los ésteres de colesterol por medio de colesterol
esterasa, liberando colesterol y acidos grasos. El colesterol es oxidado mediante
colesterol oxidasa, generandose una coleste-3-ona y peréxido de hidrégeno. El
indicador final de color es una quinoneimina roja formada a partir del peréxido de
hidrégeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la accién catalitica de una
peroxidasa. La quinoneimina posee un pico de absorcion a 505 nm. La intensidad
de color es directamente proporcional a la concentracion de colesterol presente en la

muestra. Los resultados se expresaron en mmol/l.
3.B.1.1.3.- Glucosa.

Los niveles de glucosa en plasma se cuantificaron mediante un método

enzimatico empleando un kit comercial (Wiener Lab, Rosario, Argentina). La

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas. UNL. 34



Materiales y Métodos

glucosa es oxidada por la glucosa oxidasa a acido glucénico y perdoxido de
hidrégeno. Este dltimo en presencia de peroxidasa oxida al cromégeno 4-
aminofenazona/fenol a una quinoneimina de color rojo cuya intensidad se mide
espectrofotométricamante a 505 Nm y es proporcional a la concentracion de glucosa

presente en la muestra. Los resultados se expresaron en g/l.

3.B.1.2.- Cuantificacion de actividades enzimaticas

En muestras de suero se determinaron las actividades de enzimas marcadoras
de dano hepatico: Aspartato Amino Transferasa, Alanina Amino Transferasa, y

Fosfatasa Alcalina utilizando kits comerciales (Wiener Lab, Rosario, Argentina).

3.B.1.2.1.- La Aspartato Amino Transferasa (ASAT) cataliza la siguiente

reaccion:

L-aspartato + a-cetoglutarato ASAT » clutamato + oxalacetato

El oxalacetato formado es inestable y se transforma en piruvato, el cual
reacciona con la 2,4-dinitrofenilhidracina produciéndose en medio alcalino un
compuesto coloreado que se mide a 505 Mm. La intensidad de color obtenida es

proporcional a la actividad ASAT. Los resultados se expresaron en UI/L.

3.B.1.2.2.- La Alanina Amino Transferasa (ALAT) cataliza la siguiente

reaccion:

L-alanina + a-cetoglutarato ALAT » glutamato + piruvato

El  piruvato formado reacciona con la  2,4-dinitrofenilhidracina
produciéndose en medio alcalino un compuesto coloreado que se mide a 505 nm. La
intensidad de color obtenida es proporcional a la actividad ALAT. Los resultados se

expresaron en Ul/L

3.B.1.2.3.- La Fosfatasa Alcalina (FAL) desdobla al fenilfosfato de sodio en
medio alcalino tamponado con aminometil propanol. El fenol liberado se determina

por reaccion con 4-amino-antipirina y ferricianuro como agente oxidante. El color
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desarrollado es directamente proporcional a la actividad enzimatica y se mide a 520

Nm. Los resultados se expresaron en UI/L.

3.B.2.- Cuantificaciones tisulares

Para cuantificar los niveles de triglicéridos tisulares una cantidad
determinada del tejido conservado a — 80 °C se homogeneiz6 con un volumen

apropiado de solucién fisiolégica fria (4 °C) para obtener una dilucién 1:10.

Cuando fue necesario se prepararon extractos tisulares libres de proteinas
mediante desproteinizacién con acido perclorico (HClO4). El sobrenadante obtenido
luego de una centrifugacion a 15000 rpm a 4 °C durante 10 minutos se neutralizé
con KHCOs. Cuando la mayor parte del CO2 ha sido liberado, el precipitado de
KClO4 se removié por centrifugacion a 15000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. El
sobrenadante se fraccioné en distintas alicuotas para la cuantificacion de diversos

metabolitos.

Seleccionamos para las cuantificaciones musculares el muisculo
gastrocnemius, el que por su constitucion en tipos de fibras, es representativo del
tejido muscular total, el cual posee una elevada capacidad oxidativa y utilizacién

de AG, como asi también representa aproximadamente el 45 % del peso corporal.
p p p p

3.B.2.1.- Contenido de triglicéridos

Se determiné el contenido de TG mediante la técnica propuesta por Laurell
(1966). Los TG se extrajeron utilizando una mezcla éter isopropilico:etanol (95:5;
v/v) y luego fueron saponificados con una solucién KOH 6N:etanol (0,5:9,5; v/v). El
glicerol liberado fue cuantificado mediante el ensayo de Lambert y Neish que
consiste en la oxidacién del glicerol con peryodato generando un mol de acido

formico y dos moles de formaldehido por cada mol de sustrato. El formaldehido
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reacciona a 100°C con acido cromotrépico para dar un compuesto violeta, cuya
intensidad de color se mide a 570 Mm y es proporcional a la cantidad de TG

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

3.B.2.2.- Contenido de metabolitos energéticos.

En extractos tisulares de misculo obtenidos mediante desproteinizacion con
HCIO4 (item 3.B.2) se cuantificaron por métodos enzimaticos fluorimétricos las
concentraciones de ATP, creatina fosfato y creatina (Lowry y Passonneau, 1972).
En extractos de higado obtenidos de la misma forma se cuantificé la concentracién
de ATP por el mismo método. Los resultados se expresaron en pmol/g tejido

himedo.

3.B.2.2.1.- ATP

El ATP presente en la muestra se defosforila en presencia de glucosa por
accion de la enzima hexoquinasa (HK). La glucosa-6-fosfato (G-6-P) generada en
esta reaccién es oxidada a 6-fosfogluconato en presencia de NADP y la enzima G-6-
fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH). El aumento de la fluorescencia debido a la

formacién de NADPH es proporcional a la concentracién de ATP en la muestra.

ATP + glucosa HK > ADP + G-6-P

G-6-P + NADP+ 6-6-P DH 6-fosfogluconato + NADPH

v

3.B.2.2.2.- Creatina fosfato

La creatina fosfato en presencia de ADP y creatina kinasa (CK) genera ATP.
Este dltimo es posteriormente cuantificado siguiendo la secuencia de reacciones
descriptas anteriormente (item 3.B.2.2.1). El aumento de la fluorescencia debido a

la formacién de NADPH es proporcional a la concentracién de creatina fosfato.
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creatina fosfato + ADP CK , creatina + ATP
ATP + glucosa HK » ADP + G-6-P
G-6-P + NADP+ 6-6-P DH , 0-fosfogluconato + NADPH
3.B.2.2.3.- Creatina

La CK cataliza la fosforilaciéon de la creatina en presencia de ATP mediante

la siguiente reaccion:

creatina + ATP CK » ADP + creatina fosfato

El ADP formado es fosforilado nuevamente en presencia de

fosfoenolpiruvato (PEP) y la enzima Piruvato Kinasa (PK):

ADP + PEP PK » ATP + piruvato

El piruvato producido es reducido por la enzima Lactato Dehidrogenasa

(LDH) utilizando NADH como cofactor:

piruvato + NADH LDH » lactato + NAD*

La disminucién de la fluorescencia debido a la oxidacién del NADH es

proporcional a la concentracion de creatina presente en la muestra.
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3.B.3.- Parametros relacionados al metabolismo lipidico

3.B.3.1.- Actividad de la enzima Lipoproteina Lipasa (LPL)
3.B.3.1.1- Actividad de LPL en miusculo gastrocnemius

La actividad de LPL en misculo se determiné empleando la técnica de
Nilsson-Ehle y Schotz (1976) adaptada por nuestro grupo. El musculo
gastrocnemius conservado a -80°C fue homogeneizado (dil 1:10) en una solucién
buffer NH4sC/NH,OH - Heparina (50mM, pH 8.6, conteniendo 4 Ul/ml de
heparina). Luego de reposar 15 min a 4°C los homogenizados fueron centrifugados a
6500 rpm a 4°C durante 15 min obteniéndose los extractos crudos frescos tisulares,
que fueron incubados durante 30 min. en un medio conteniendo [3*H]-Trioleina
como sustrato. Los acidos grasos liberados durante la incubacién fueron extraidos
con un sistema de particién liquido-liquido. La reaccién fue detenida mediante la
adiciéon de una mezcla metanol-cloroformo-heptano (1,41:1,25:1) seguida de la
adicién de buffer carbonato-borato 0,1 M pH 10,5. Luego de centrifugar, se tomé 1
ml de la capa superior, al que se adicionaron 10 ml de liquido de centelleo Opti
Phase “Hi-Safe 3” Perkin Elmer y los [3H]-AG fueron cuantificados con un

contador de centelleo liquido Winspectral 1414 Perkin Elmer.

La actividad de la LPL en tejidos musculares se calculé de la siguiente

forma:

Actividad = _nmol AG

g tejido x min

Los resultados de la actividad de la enzima LPL muscular se expresaron

como mU/ g tejido.
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3.B.3.1.2.- Actividad de LPL en tejido adiposo epididimal

A pesar de que el tejido adiposo de la rata representa sélo un 7-10% de su
peso corporal y que recibe menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que
es el principal tejido responsable de la remocién de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos presentes en circulacion. La actividad de la LPL en tejido adiposo se
determiné empleando la técnica descripta por Lutz y col (1989). Una cantidad de
tejido adiposo se homogeneizé con buffer Tris (hidroximetil) aminometano (Tris-
HCI) 0.2 M pH 8.2 a 4°C, en una proporciéon de 0,2 g de tejido/ml de buffer y se
homogeneizé en frio. Una alicuota del homogeneizado fue utilizada para la
preparacion del extracto enzimatico “polvo de acetona”. Esta preparacion consiste
en una doble extraccién con acetona fria (1:4) (-20°C) seguida de una doble
extraccién con éter dietilico frio (1:4) (-20 °C). El polvo de acetona obtenido se llevé
a sequedad bajo corriente de nitrégeno (1 hora a 4°C) y se resuspendié en buffer
NH,OH-NH4CI 0,05 M pH 8,1, en ausencia y en presencia de NaCl 2M. Alicuotas
de dicha suspension se incubaron a 37°C, en un bafio termostatizado con agitacién
en un medio conteniendo [*H]-Trioleina como sustrato. Luego de media hora de
incubacidn la reaccion fue detenida, los AG liberados fueron extraidos por medio de
un sistema bifasico y posteriormente los [2H]-AG se cuantificaron con un contador
de centelleo liquido tal como se describié en el item 3.B.3.1.1. La actividad LPL en
tejido adiposo se determiné sustrayendo la actividad lipolitica no especifica
(determinada en presencia de NaCl 2M) de la actividad lipolitica total (determinada
en ausencia de NaCl 2M). Los resultados se expresaron como mU/g tejido y como

mU/TA, afectada por el peso del tejido adiposo.

3.B.3.2.- Secrecion hepatica “in vivo” de TG-pre-p lipoproteinas

Se determiné la velocidad de secrecion de TG-pre-3 lipoproteinas “in vivo”
(VSTG) utilizando para tal fin la metodologia propuesta por Otway y col (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 administracién
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de Triton WR 1339, de modo que los TG se acumulan en el tiempo en el sistema
vascular en forma proporcional a la velocidad con la que son secretados por el

higado.

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

volumen plasmatico (Vp) se determind en una experiencia paralela mediante la

técnica de dilucién del Azul de Evans (Wang y col, 1949).

La velocidad de secreciéon de triglicéridos fue calculada mediante la siguiente

ecuacion:

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

Pxt

Siendo [TGi20] y [TGo] las concentraciones de TG a tiempo 120 y 0 min. de la
administracién del Triton WR 1339 y expresadas en pmol/ml, P: el peso en gramos

del animal, Vp en ml y t 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 VLDL-
TGy que bajo esas condiciones el acimulo de TG en el plasma es lineal hasta los 150
min, razén por la que sélo se cuantificaran los niveles de TG a los tiempos 0 y 120
min. Estas condiciones fueron corroboradas para asegurar que fueran las adecuadas

tanto para las experiencias en ratas como en ratones.

Ademas se calculé el pool de TG circulantes en ayunas mediante la siguiente

ecuacion:

Pool de TG (pmol/100g) = [TGo] x Vp
P
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Siendo [TGo] la concentracién de TG a tiempo 0 min, expresada en pmol/ml,

P, el peso en gramos del animal, Vp en ml y t en minutos.

3.B.4.- Parametros relacionados al stress oxidativo hepatico

3.B.4.1.- Determinacion del grado de lipoperoxidacion

El dano peroxidativo a nivel hepatico fue evaluado a través del grado de
lipoperoxidacion (LPO), analizado mediante las sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARs). Para tal fin, los higados fueron rapidamente removidos y
lavados en solucién salina enfriada a 4°C y secados. La determinacién se realizd en
homogenados hepaticos preparados en una proporcién de 1 g de tejido humedo con
9 ml KCI 1,15% de acuerdo al método de Ohkawa y col (1979). El método consiste
en la reaccion del acido tiobarbitirico con un producto secundario de la
peroxidacién lipidica, identificado como malondialdehido (MDA), formado durante
la incubacién de homogenados tisulares bajo condiciones aerébicas, para producir
en medio acético y en caliente, un cromégeno rojo con un pico de absorcion
espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se expresaron en nmol MDA/ g tejido

himedo.

3.B.4.2.- Medida de la actividad de enzimas antioxidantes hepaticas

La actividad enzimatica catalasa fue determinada por el método de Aebi

(1984) y glutation peroxidasa (GSH-Px) por el de Paglia y Valentine (1967).

Para sus determinaciones se obtuvieron homogenados hepaticos con buffer
fosfato 50 mM pH 7, en una relacion de 1 g por 9 ml, los cuales fueron luego

centrifugados a 10000 g durante 20 minutos.

La determinacién de la actividad catalasa se fundamenta en la cantidad de

H:02 degradada por la enzima, medida en buffer fosfato 50 mM pH 7,0 con Triton
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X 100 al 1%. La disminucién en el contenido de H2:02 fue medida

espectrofotométricamente a 240 nm durante 30 segundos. La actividad enzimatica
fue expresada como U/mg de proteina, siendo una U la cantidad de enzima que

cataliza la conversion de un pmol de sustrato por minuto.

La actividad GSH-Px fue determinada utilizando H202 como sustrato y la
reacciéon fue seguida espectrofotométricamente mediante el consumo de NADPH
por accion de la enzima glutation reductasa. La reacciéon fue llevada a cabo en
buffer fostato 50 mM pH 7,0, con GSH 0,15 M, NADPH 8,4 mM y 0,46 U/ml de
glutation reductasa. Los cambios en la absorbancia fueron medidos durante 2

minutos a 340 nm. La actividad de GSH-Px fue expresada como U/mg prot.

Para ambas enzimas, la concentracién de proteinas en los homogenados fue

determinada por el método de Lowry y col (1951).

3.B.4.3.- Determinacion del contenido de glutation reducido

La determinaciéon de glutation reducido (GSH) se realizé en homogenados
hepaticos obtenidos en una proporcién 4:1 con acido tricloroacético al 5%. Se
obtuvo el sobrenadante por centrifugaciéon y se determiné GSH segitn la técnica de
Ellman (1979) utilizando como reactivo el acido 5,5- ditiobis 2-nitrobenzoico

(DTNB). Los resultados se expresaron en pmol/g tejido himedo.

3.B.5.-Parametros relacionados al metabolismo de la glucosa

En extractos tisulares de higado y musculo gastrocnemius obtenidos
mediante desproteinizacion con HClO4 (item 3.B.2) se cuantificaron por métodos
enzimaticos fluorimétricos las concentraciones de los principales intermediarios que

participan en el metabolismo de la glucosa, a saber: glucosa, glucosa-6-fosfato (G-6-

P), glucosa-1-fosfato (G-1-P), fructosa-6-fosfato (F-6-P), fructosa-1,6-difosfato (F-
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1,6-P2), piruvato y lactato (Lowry y Passonneau, 1972), asi como también las
concentraciones de glucégeno total y fracciones pro-glucégeno (PG) y macro-
glucégeno (MG) (Adamo y Graham, 1998) y citrato (Lowry y Passonneau, 1972).

Los resultados se expresaron en pmol/g tejido himedo.

3.B.5.1.-Glucosa

En el primer paso, la adicién de la enzima HK fosforila la glucosa a G-6-P en
presencia de ATP. Luego, la G-6-P es oxidada con formacién de 6-fosfogluconato en
presencia de G-6-PDH que utiliza NADP como cofactor. El aumento de la
fluorescencia debido a la reducciéon del NADP es proporcional a la concentraciéon de

glucosa presente en la muestra.

Glucosa + ATP HK » G-6-P + ADP

G-6-P + NADP+ ¢o-PDH | 6-fosfogluconato + NADPH

3.B.5.2.- Glucosa-6-fosfato

La G-6-P presente en la muestra es oxidada por acciéon de la enzima G-6-P
DH, que en presencia de NADP como cofactor conduce a la formacién de 6-
fosfogluconato y NADPH. El incremento de la fluorescencia debido a la formacién
de éste ultimo compuesto es proporcional a la concentracién de G-6-P presente en la

muestra.

G-6-P + NADP+ 66PDH o 6-fosfogluconato + NADPH

3.B.5.3.- Fructosa-6-fosfato (F-6-P)

La F-6-P es convertida en G-6-P por accién de la enzima Fosfo-Glucosa
Isomerasa (PGI) en presencia de ATP. La G-6-P en presencia de NADP como
cofactor es oxidada mediante la enzima la G-6-PDH generando 6-fosfogluconato y

NADPH. El incremento de la fluorescencia debido a la formacién de éste tltimo
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compuesto es proporcional a la concentraciéon de F-6-P.

F-6-P + ATP PGI » G-6-P + ADP

G-6-P + NADP+ —G6-PDH 3 6-fosfogluconato+NADPH

3.B.5.4.- Fructosa-1,6-difosfato (F-1,6-P2)

La enzima aldolasa escinde la F-1,6-P2 en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
gliceraldehido-3-fosfato (G-3-P). Este 1ltimo en presencia de la enzima
Gliceraldehido—3-Fosfato Dehidrogenasa (G-3-PDH), que utiliza NAD como
cofactor, es oxidado a 1,3-difosfoglicerato con formacion de NADH. El incremento
de la fluorescencia debido a la formacién de éste dltimo compuesto es proporcional

a la concentraciéon de F-1,6-Ps.

4

F-1,6-P: Aldolasa » DHAP + G-3-P

G-3-P + NAD™ G-3-PDH 1,3-difosfoglicerato+ NADH

v

3.B.5.5.- Piruvato

La enzima LDH cataliza la reduccién del piruvato utilizando NADPH como

cofactor:
Piruvato + NADPH —LbH 3 J,actato + NADP+

El equilibrio de la reaccién esta desplazado hacia la formacion de lactato, por
lo que la disminuciéon de la fluorescencia debida a la oxidacién del NADPH es

proporcional a la concentracion de piruvato.

3.B.5.6.- Lactato

La enzima LDH cataliza la oxidacién del L-lactato utilizando NAD como

cofactor:

Lactato + NAD+ —_LDH 5 Pjruvato + NADH
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Para obtener una oxidaciéon cuantitativa del L-lactato los productos de
reacciéon se removieron del medio a través de la adicion de hidracina que es
convertida en hidrazona. El incremento de la fluorescencia debido a la formacion

del NADH es proporcional a la concentraciéon de L-lactato.

3.B.5.7.- Glucosa—1-fosfato (G-1-P)

La G-1-P es convertida en G-6-P en presencia de ATP por acciéon de enzima
Fosfo-Gluco Mutasa (PGM). Luego la enzima G-6-P DH en presencia de NADP
como cofactor oxida la G-6-P generando 6-fosfogluconato y NADPH. El
incremento de la fluorescencia debido a la formacién de éste ultimo compuesto es

proporcional a la concentraciéon de G-1-P.

G-1-P + ATP PCM » G-6-P + ADP

4

G-6-P + NADP+ 6-6-PDH 6-fosfogluconato + NADPH

v

3.B.5.8.- Glucégeno total y sus fracciones pro- y macro-glucogeno

Para realizar la separacién de las fracciones PG y MG, muestras de tejido
hepatico y/o muscular se desproteinizaron mediante la adicién de HCIOs4 1.5 M.
Luego en el sobrenadante se procedié a determinar el contenido de MG mientras
que en el precipitado se cuantificaron los niveles de PG. Para tal fin, ambas
fracciones se mantuvieron 2 hs a 100°C con HCl 2M para hidrolizar el glucégeno a
glucosa. El contenido de glucosa se cuantific6 en ambas fracciones mediante la

técnica enzimatica fluorimétrica descripta en el item 3.B.6.1. Los resultados de MG

y PG se expresaron en pmol de glucosa/ g tejido humedo.

3.B.5.9.- Citrato

El citrato es degradado a oxalacetato y acetato por acciéon de la enzima
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Citrato Liasa, segin la siguiente reaccion:

citrato Citraio liasa > acetato + oxalacetato

La reaccion es reversible por lo que la ruptura del citrato es cuantitativa si se
remueve completamente el oxalacetato del sistema. Para tal fin se adicioné la
enzima Malato Dehidrogenasa (MDH) que permitié la reducciéon del oxalacetato a

malato con la oxidacién del NADH.

oxalacetato + NADH MDH » malato + NAD*

|

La disminucién de la fluorescencia debido a la desaparicion del NADH es

proporcional a la concentracién de citrato presente en la muestra.
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4- ESTUDIO DE LA CAPACIDAD REPRODUCTIVA

4.A.- GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROTOCOLO DE TRABAJO

Se realizaron dos experiencias: estudios en primera generacion y estudios en

segunda generacion

4.A.1.- Estudios de primera generacion

Ratones machos y hembras recién destetados fueron distribuidos
aleatoriamente en tres grupos y alimentados durante 30 dias con las dietas
anteriormente mencionadas. Luego del periodo de alimentacién, los ratones fueron
apareados a razén de dos hembras por macho. La presencia de tapon vaginal fue
tomada como indicativo de apareo y considerada dia 0 de prefiez. Ademas se realizé
el seguimiento del ciclo estral diariamente a través de exudados vaginales. A
medida que se observé tapén vaginal, las hembras fueron separadas de los machos.
Al dia 18 de prefiez, las hembras se sacrificaron como se indicé en el item 3.A, las
placentas fueron removidas, se examinaron los fetos resorbidos y se conté el nimero
de fetos. Luego del apareo, ratones macho de cada grupo fueron sacrificados, previa
toma de muestras del cauda epididimal. El disefio del estudio se puede ver en la

figura 7.
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Tratamiento Dietario Apareo Prefiez 9
l ] | ]
[ ] ] 6\
30 40 58 | t (dias)

Figura 7: representacién esquematica del diseno experimental del estudio de los
efectos de los CLA sobre la reproduccién (primera generacion).

4.A.2.- Estudios de segunda generacion

Después de 30 dias de alimentacién con las distintas dietas, los ratones
fueron apareados como se describié anteriormente, permitiendo el nacimiento de las
crias. Luego del destete estas ultimas fueron alimentadas con las mismas dietas que
las madres por 30 dias, al final de los cuales fueron puestas a aparear y sacrificadas
al dia 18 de prefiez, obteniéndose placentas, examinandose las resorciones y
contando el nimero de fetos. Luego del apareo se sacrificaron ratones macho de
cada grupo dietario como fue descrito anteriormente. El disefio del estudio se puede

ver en la figura 8.

Nacimiento
| T. Dietario | A | Prefiez ”I_“act.anciaI T. Dietario | A | Prefiez | 9
| | | | | | | 6\
30[ 40] 61| 82| 112( 122] 140 |t (dias)

Figura 8: representacién esquematica del diseno experimental del estudio de los
efectos de los CLA sobre la reproduccién (segunda generacién). A: periodo de apareo.
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4.B.- DETERMINACIONES REALIZADAS

4.B.1- Determinacion de expresion de IL-4. TNF-qo

mediante inmunohistoquimica

Se eligi6 evaluar la expresion de estas tres citoquinas en placenta por
diversos motivos. La IL-4, como representante del grupo de citoquinas Th2, es
importante para una gestacion exitosa. Por otro lado, una elevada expresiéon de
TNF-a, citoquina del grupo Thl, podria conducir a la muerte fetal, y el TGF-

B estaria involucrado en la tolerancia inmunolégica materna hacia el feto.

Las placentas recolectadas fueron fijadas en formol bufferado al 10% e
incluidas en parafina para luego obtener secciones de 5 p. Estos cortes fueron
desparafinizados y se realiz6 una recuperacion antigénica calentando las secciones
en buffer citrato 0,1 M, pH 6,0 en horno de microondas. La actividad peroxidasa
endogena fue inhibida incubando las secciones por 30 min a temperatura ambiente
con H20:2 0,3% en metanol. Se bloquearon los sitios de unién inespecifica incubando
por 30 min a temperatura ambiente con suero de la misma especie que el anticuerpo
secundario diluido al 5% en buffer PBS/1.5% de leche descremada. Los cortes
fueron incubados durante toda la noche a 4°C con anticuerpo anti TGF-B3 de ratén
obtenido en conejo (diluido 1/100), o con anticuerpo anti IL-4 de ratén obtenido en
rata (diluido 1/50), o con anticuerpo anti TNF-a de ratén obtenido en rata (diluido
1/50) en buffer PBS con 1% de albimina sérica bovina. Posteriormente, los cortes
fueron lavados con buffer PBS e incubados por 30 min a temperatura ambiente con
el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente: anticuerpo anti
inmunoglobulina (Ig) G de conejo obtenido en cabra (diluido 1/200) o anticuerpo
anti IgG de rata obtenido en ratén (diluido 1/100), seguido por una incubacién con
el sistema avidita-biotina-peroxidasa segun las instrucciones del fabricante. La

reaccion se desarroll6 con diaminobencidina 0,7 mg/ml en buffer Tris-HCl 50 mM,
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pH 7.5 con 0,3% H20:2.. Se detectaron las células marcadas utilizando microscopia
optica. La expresion de las distintas citoquinas se expresé como numero de células

marcadas positivamente por campo de 400x.

4.B.2- Recoleccion de esperma, recuento y motilidad

Antes del sacrificio de los ratones macho de la primera y segunda generacion
se extrajeron los cauda epididimales, que fueron rapidamente sumergidos en 0,5 ml
de medio Whittingham (solucién Tyrode/0,5 mM piruvato/3 mg/ml albimina sérica
bovina). Cada epididimo fue cortado y se dejé difundir el esperma al medio durante
10 min a 37°C, y alicuotas de la suspension fueron utilizadas para recuento en
camara de Neubauer. También se determiné la motilidad espermatica contando el
nimero de espermatozoides que mostraban movilidad en la cola, expresandolo

como porcentaje del total.

4.B.3- Reaccion acrosomal

Los espermatozoides fueron aislados como se indica en el item 4.B.2. e
incubados por una hora a 37°C en atmoésfera conteniendo 5% de CO2. La capacidad
de sufrir reaccién acrosomal inducida por el ionéforo de calcio A23187 se evalué
segin Jeffs y col (2001). Brevemente, los espermatozoides capacitados fueron
contados y ajustados a aproximadamente 1 x 109 espermatozoides/ml. Alicuotas
fueron agregadas al medio conteniendo o no ionéforo de calcio. A tiempo 0, 30, 60 y
90 min, se fijaron alicuotas con formaldehido al 2% por 10 min a temperatura
ambiente. Luego de centrifugar, los espermatozoides fueron resuspendidos en buffer
PBS y alicuotas fueron secadas y tefiidas con Coomasie Blue (0,22%). Los
acrosomas reaccionados fueron distinguidos por la pérdida del color intenso en la

parte anterior de la cabeza espermatica y expresados como porcentaje.
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5.- ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como media = SEM y el nimero de muestras

fue indicado en cada caso, siendo siempre igual o mayor a 5.

Diferencias estadisticas entre las medias de los grupos C y API fueron
establecidas mediante test de Student (*). Diferencias estadisticas entre las medias

de los grupos API+CLA y API fueron establecidas mediante test de Student (¥).

En todos los casos, valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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