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“Y es posible que mafiana, cuando tus suefios se concreten,

recuerdes que alguna vez te parecieron imposibles.”

John Lennon.
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Resumen

RESUMEN

Numerosos estudios han relacionado la cantidad y calidad de la grasa dietaria
con los factores de riesgo asociados al desarrollo de enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT). En este sentido, el consumo elevado de grasas con una
composicion desbalanceada en la relacion de 4cidos grasos (AG) n-6/n-3,
caracteristico de las dietas occidentales, como asi también de grasas ricas en isOmeros
de AG adquiri6 gran relevancia en las ultimas décadas. Dentro de los isomeros, los
AG trans (AGT) y Conjugados del Acido Linoleico (CLA) han mostrado un ejercer
un importante y diferencial impacto sobre las ECNT. Diversas alteraciones
bioquimico-metabolicas observadas en humanos y en modelos experimentales
animales han sido asociadas a dietas ricas en AGT de origen industrial con alto
contenido de acido elaidico (9t-18:1). No obstante, se ha demostrado que algunos
AGT de origen natural, presentes en carne y productos lacteos derivados de
rumiantes como el 4cido trans vaccénico (VA, 11t-18:1) y CLA pueden prevenir
alteraciones asociadas a las ECNT. Los mecanismos mediante los cuales los
isomeros de AG acttian, no estan completamente dilucidados, aunque se ha
demostrado que los niveles de isomeros especificos alcanzados en tejidos impactan
sobre funciones metabolicas y celulares. Por otro lado, los potenciales efectos
bioldgicos de los AG isoméricos son dependientes de diferentes factores como la
dosis, tiempo de tratamiento, especie, disefio experimental, como asi también de la
composicion de la dieta y del estado nutricional de los animales o individuos
tratados. Ademas, los diferentes tipos de AG que componen la grasa dietaria y la
cantidad relativa de los isbmeros con respecto a estos, serian otros factores que
modularian su impacto.

Los efectos de un moderado o bajo contenido de isémeros de AG (AGT o
CLA) sobre el metabolismo lipidico en dietas de niveles recomendados o elevados de
grasa son muy poco conocidos. Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se propuso
como objetivo investigar los potenciales efectos de AGT y CLA sobre aspectos
bioquimicos y nutricionales en un modelo experimental animal a niveles
recomendados o elevados de grasa dietaria. Es importante destacar que las

cantidades de isbmeros utilizadas en la elaboracidn de las dietas del presente trabajo
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Resumen

son factibles de ser consumidas por la poblacidn, como porcentaje de energia, y que
el aceite dietario es rico en AG n-6 y bajo en AG n-3.

Para alcanzar el objetivo propuesto, ratas macho jovenes de la cepa Wistar,
luego del destete, fueron alimentadas durante 30 dias con alguna de las siguientes
dietas experimentales, producto de la combinacion de dos variables: 7% o 20% de
grasa y la sustitucion con 1% o 2,86 % de aceite rico en isomeros de AG (AGT o
CLA). Las dietas conformadas fueron: C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles
recomendados de grasa parcialmente sustituida con AGT; CLA7, dieta a niveles
recomendados de grasa parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control con
elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevado nivel de grasa parcialmente
sustituida con AGT; CLAZ20, dieta de elevado nivel de grasa parcialmente sustituida
con CLA. En dichos animales se evaluaron parametros nutricionales y relacionados
al metabolismo de triacilglicéridos (TAG). Entre ellos: ganancia de peso, eficiencia
energética de las dietas, composicion corporal y retencion energética corporal,
retencion de isomeros en diferentes tejidos, suero y secreciones, actividades de
enzimas y expresion de enzimas y factores de transcripcion que regulan los lipidos
circulantes y hepaticos.

Los isomeros AGT fueron retenidos en higado, tejido adiposo epididimal
(TAE), suero y secreciones hepatica y biliar, siendo mayor a elevados niveles de grasa
dietaria. Su grado de retencion, a ambos niveles de grasa, fueron: tejido adiposo >
higado > suero, siendo mayor para el isémero 9t-18:1 y menor para el 10t-18:1.
Ademas, 1a bioconversion de VA a RA en tejido adiposo e higado fue mas elevada a
niveles recomendados de grasa. Los AGT a niveles recomendados de grasa dietaria,
pero no a niveles elevados, incrementaron €l peso corporal y los depoésitos grasos.
Los TAG circulantes fueron incrementados por los AGT a niveles recomendados de
grasa y por los elevados niveles de grasa dietaria. L.a ausencia de un efecto aditivo en
la triacilgliceridemia estuvo relacionada a una elevada remocién de TAG por el
tejido adiposo. LLa mayor acumulacion de TAG en higado producida por los AGT a
niveles recomendados de grasa dietaria estuvo asociada a una aumentada actividad
de la enzima ACC y a una mayor expresion génica de SREBP-1c y menor de CPT-
Ia. A niveles elevados de grasa dietaria, los AGT atenuaron la acrecion de TAG
ocasionada por la dieta rica en grasa a través de una mayor VSTAG, un menor
incremento de la expresion del SREBP-1c y de la enzima SCD1, sumado a una

disminucion del indice de SCD1 y de la actividad de la enzima ACC. Ademas, los
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AGT a niveles recomendados de grasa redujeron el contenido de LA, ALA y AA en
higado; mientras que a niveles elevados disminuyeron el LA y ALA sin afectar el AA
y DHA, sugiriendo un efecto diferencial sobre la sintesis de LC-PUFA dependediente
del nivel de grasa dietaria. Por otro lado, los AGT a niveles elevados de grasa dietaria
incrementaron el flujo biliar dependiente de 4cidos biliares modulando el contenido
de colesterol hepatico. Los paniculos de TAE aumentaron por los AGT en los
animales alimentados a niveles recomendados de grasa, asociado a aumento de la
actividad de la LPL; mientras que a niveles elevados de grasa, no acrecentaron el
deposito de lipidos ya elevado por la dieta rica en grasa.

Enrelacion a los CLA, los mismos también fueron retenidos mas en TAE que
en higado y suero, y los niveles alcanzados fueron mayores en dietas ricas en grasas.
El contenido del isobmero 9¢,11t-18:2 encontrado en tejidos y suero fue mayor que
los de 10t,12c-18:2, posiblemente debido a la alta tasa de metabolizacion de este
ultimo. Los CLA, a través de una elevada VSTAG, incrementaron los TAG séricos
a niveles recomendados de grasa, pero no acrecentaron mas la triacilgliceridemia ya
aumentada por €l nivel de grasa debido a un aumento en la remocion de los TAG
por la LPL del tejido adiposo. A niveles recomendados de grasa los CLA
incrementaron los TAG hepaticos asociado a un desbalance en la relacion
lipogénesis/ -oxidacion. Especificamente los CLA incrementaron la actividad de la
enzima ACC y redujeron los niveles de ARNm de PPAR-a y CPT-Ia. A niveles
elevados de grasa, una mayor VSTAG y una menor expresion del factor de
transcripcion SREBP-1c y de las enzimas FAS y SCD1 estuvieron asociados con la
ausencia de incremento de los TAG, ya aumentados por la dieta rica en grasa. La
sustitucidon con CLA a niveles recomendados de grasa dietaria disminuyo la sintesis
de LC-PUFA n-6 asociado a un menor indice de la enzima A6-desaturasa; mientras
que a elevados niveles de grasa no modificaron esta via metabolica, como tampoco
la sintesis de LC-PUFA n-3 en ninguno de los niveles de grasa evaluados. En
animales alimentados a niveles elevados de grasa aumentaron el flujo biliar asociado
a un aumento en la excrecion de AB y mayor excrecion de colesterol en bilis, sin
modificar el contenido de colesterol hepatico. Ademas, los CLA redujeron la
acumulacion de grasa en el tejido adiposo retroperitoneal a ambos niveles de grasa
dietaria, mientras que no modificaron los depodsitos grasos en tejido adiposo

epididimal, aunque la actividad LPL en este tejido estuvo aumentada.
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De acuerdo a estos resultados, se puede concluir que la sustitucion parcial de
dietas ricas en grasas desbalanceadas en PUFA con isdémeros de AGT o con isobmeros
CLA, tienen efectos diferentes segiin el contenido de grasa de la dieta. Asi, la presente
tesis contribuye a ampliar el conocimiento sobre los mecanismos de accion y las
implicancias metabolicas del consumo de isomeros de AG dietarios a niveles de
ingesta alcanzables por la poblacién. Asimismo, se espera que los aportes de este
trabajo sean de utilidad para comprender el impacto de la interaccion entre la
composicion y la cantidad de grasa ingerida en el desarrollo de ECNT que permitan

posteriormente tomar decisiones tendientes a disminuir su incidencia.
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Resumen

ABSTRACT

It is very well known that the amount and type of dietary fat might modify the
risk factors associated with chronic non-communicable diseases (NCD). In this
regards, during the recent decades the high fat consumption enriched in n-6
polyunsaturated fatty acids (PUFA), as well as fats rich in isomeric fatty acid (FA)
have taken significant importance. Among the isomers, trans-FA (TFA) and
conjugated linoleic acid (CLA) have shown to play a significant and differential role
on the NCD. Several biochemical and metabolic alterations observed in humans and
experimental animal models have been associated with chronic intake of industrial
TFA enriched with elaidic acid (9t-18:1). However, it has been shown that some
naturally occurring TFA, as trans-vaccenic acid (VA, 11t-18:1) and CLA, derived
from ruminants could prevent some alterations associated NCD. The mechanisms of
action of the isomeric FA are not fully elucidated, however it has been shown that
the isomer levels achieved in the specific tissues might exert a crucial role on the
metabolic and cellular changes. On the other hand, the potential biological effects of
the isomeric FA are related to several factors such as dose, time of treatment, species,
experimental design, as well as, the diet composition and nutritional status of the
experimental animals. In addition, the FA composition of the dietary fat and the
proportion of the isomers in the diet might also modulate the metabolic FA impact.

The effects of moderate or low levels of FA isomers (IFA or CLA) at
recommended or high fat levels on lipid metabolism are very poorly understood.
Therefore, the aim of the present thesis was to investigate the potential effects of TFA
and CLA on nutritional and biochemical parameters in an experimental animal
model at recommended or high fat levels. It is important to note that the amounts of
the dietary isomers, as percentage of energy, are feasible to be achieved by the human,
and that the final composition of diets is enriched in PUFA n-6 and depleted in
PUFA n-3.

Male Wistar rats were fed (30 days) diets containing recommended (7%, w/w)
or high fat (20%, w/w) levels, supplemented or not with the isomers: TFA or CLA.
The diets were C7: control diet, TFA7: diet partially substituted with TFA at
recommended fat levels, CLA7: diet partially substituted with CLA at recommended

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
29



Resumen

fat levels, C20: control diet at high fat levels, TFA20: diet partially substituted with
TFA at high fat levels and CLA7: diet partially substituted with CLA at high fat
levels. In animals of the six experimental groups, parameters related with nutritional
and triacylglycerol (TAG) regulation were evaluated. Specifically, weight gain,
energy efficiency, body composition, body energy retention, isomer retention in
different tissues, serum and TAG and bile secretions, enzyme activities, as well as
the expression of key enzymes and transcription factors involved in the regulation of
serum and liver lipids were determined.

TFA isomers were retained in liver, epididymal adipose tissue (EAT), serum,
as well as the hepatic and biliar secretions, being greater at high fat levels. The degree
of TFA retentions were: EAT > liver > serum, and higher for the isomer 9t-18:1 and
lower for the 10t-18:1, regardless of the dietary fat level. In addition, the
bioconversion of VA to RA in EAT and liver was higher at recommended fat levels.
The TFA isomers at recommended, but not at high fat levels, increased body weight
and fat depots. The serum TAG levels were increased by dietary TFA at
recommended and high fat levels. The absence of an additive effect on the serum
TAG changes was related to an increased TAG removal for the adipose tissue LPL.
The highest hepatic TAG accretion induced by TFA at recommended fat levels was
associated with an elevated ACC activity, and an increased gene expression of
SREBP-1c and reduced gene expression of CPT-Ia. While at high fat levels, the TFA
attenuated the hepatic TAG accretion induced by high fat diet. This effect was related
to an increased hepatic TAG secretion rate (TAGSR), and moderated increase of the
SREBP-1c and SCD1 gene expression, as well as associated with a decreased SCD1
index and ACC enzyme activity. In addition, TFA at recommended fat levels
reduced the hepatic LA, ALA and AA content; while at high fat levels the hepatic
LA and ALA decreased, without changes in the AA and DHA content. These results
suggest a differential effect of TFA on the LC-PUFA biosynthesis at both fat levels.
Furthermore, the TFA at high fat levels increased the bile flow dependent of the bile
acid modulating the hepatic cholesterol content. The EAT pads increased by TFA in
animals fed at recommended fat levels, associated to an increased LPL activity; while
at high fat levels did not increase the elevated depots of lipids induced by high fat
diet.

As far as CLA are concern, they were also retained more in EAT > liver >

serum, and the levels were greater in animals fed high fat diets. The content of 9c,
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11t-18:2 in tissues and serum was higher than of the 10t,12c-18:2. This effect could
be due to the higher oxidation rate of 10t,12¢c-18:2. At recommended fat levels, the
CLA induced a high hepatic TAGSR leading to hypertriacylglyceridaemia, but at
high fat levels an increase in adipose tissue LPL avoided an additional increase in the
serum TAG levels.

The CLA at recommended fat levels increased the liver TAG content
associated with an unbalance of the lipogenesis/ -oxidation ratio. Specifically, CLA
increased the ACC enzyme activity and reduced the mRNA levels of PPAR-a and
CPT-Ia. At high fat levels, a greater TAGSR and a lower expression of the SREBP-
Ic, FAS and SCD1 was associated with the lack of an additional increase of the
hypertriacylglyceridaemia induced by high fat diet. The dietary substitution with
CLA at recommended dietary fat levels decreased the LC-PUFA n-6 biosynthesis
with a lower A6-desaturase index; while at high fat levels CLA did not change this
metabolic pathway. In animals fed high fat, the CLA increased the bile flow
associated with a higher bile acid and cholesterol excretion. In addition, the CLA
reduced the fat accretion into the retroperitoneal adipose tissue at both levels of fat,
and even the LPL activity in EAT was increased, the CLA did not modified the fat
depots in this tissue.

Based on these results, it can be concluded that partial substitution of fat
dietary fat in diets characterized by an unbalanced of the PUFA n-6/ PUFA n-3 ratio
with TFA or CLA isomers have different effects depending on the dietary fat content.
Thus, this thesis might contribute to expand the knowledge about the mechanisms of
action and the metabolic implications of the isomer at achievable levels that can be
consumed by the population. It is also expected that the contributions of this work
will be useful to understand the impact of the interaction between the FA
composition and the amount of fat in the development of chronic diseases, and them

led to take decisions in order to reduce its incidence.

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
31



INTRODUCCION



Introduccion
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1. NUTRICION Y SALUD

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) estan asociadas
principalmente a factores genéticos, ambientales y nutricionales. Entre las ECNT se
encuentran las enfermedades cardiovasculares (ECV), la diabetes mellitus tipo 2
(DMT2)y el cancer. Ademas existen, estrechamente vinculados, una serie trastornos
metabolicos considerados factores de riesgo para las ECNT donde, en términos de
morbi-mortalidad, el principal es 1a hipertension seguido por el sobrepeso/obesidad,
la hiperglucemia e hiperlipemia (Organizacion Mundial de la Salud, 2015). El
conjunto de factores riesgo individuales interrelacionados, sumado a otros como:
intolerancia a la glucosa, resistencia insulinica, obesidad abdominal, estado pro-
inflamatorio/pro-trombético son determinantes del Sindrome Metabdlico. Dietas
desequilibradas en nutrientes y/o en calorias, que generalmente estan acompafiadas
de conductas o hdbitos poco saludables, como el sedentarismo, impactan
negativamente en la salud promoviendo el desarrollo y progresion de estas ECNT.

Si bien a lo largo de 1a historia, el hombre ha modificado sus actividades o
modos de supervivencia, los consecuentes cambios dietarios asociados a un
incremento en los factores de riesgos promovieron fuertemente el desarrollo de
enfermedades relacionadas con la nutricién (Simopoulos, 2001). LL.a mecanizacion-
planificacion de la agricultura y la ganaderia (segunda mitad del siglo XX), que
modifico la forma de produccidn y distribucion de alimentos, sumado al desarrollo
de la tecnologia alimentaria gener6é una gran abundancia y variedad de alimentos,
algunos “muy caloricos y apetecibles”, dando inicio a una época marcada por el
exceso de consumo de nutrientes y energia que se acrecienta cada afio en paises
desarrollados, y mas aun en aquellos en vias de desarrollo. (Campillo, 2010; Popkin,
2006). Estudios epidemioldgicos han demostrado que el desarrollo econ6mico-social
esta ligado a la alta prevalencia de factores de riesgo metabolico, mientras que son
muy poco frecuentes en sociedades subdesarrolladas donde la forma de vida se ajusta

a un modelo agricola ganadero tradicional (Campillo, 2010).
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Estadisticas sanitarias globales publicadas en el afio 2014 por la Organizacion
Mundial de la Salud informaron que el 68% de las muertes global se debieron a
ECNT, dentro de las cuales 46% se debieron a ECV, 22% a cancer y el resto a
enfermedades respiratorias (Organizacion Mundial de la Salud, 2014). Estos datos
ponen de manifiesto el serio problema sanitario-econémico que las ECNT
representan para las autoridades internacionales y locales, y la necesidad de
intervenciones de diferentes sectores (politico, industrial, cientifico) que contribuyan

a mejorar la salud de la poblacion.

2. LIPIDOS DIETARIOS Y SALUD

La grasa dietaria puede tener un gran impacto en la salud, tanto en la
prevencién, como asi también en el desarrollo de ECNT. Es reconocida su
importancia en el crecimiento y desarrollo, como también en el mantenimiento de la
salud. Ademas de ser los nutrientes con la mayor densidad energética; vehiculizan
vitaminas liposolubles, pigmentos carotenoides y esteroles. Como componentes
estructurales celulares tienen un rol fundamental en funciones de membrana, tales
como permeabilidad, transporte y actividad enzimatica. Aportan colesterol,
precursor de acidos biliares y hormonas. Son fuente de los 4cidos grasos: linoleico
(LA, del inglés linoleic acid) y a-linolénico (ALA, del inglés alpha linolenic acid),
que tienen el caracter de esenciales (Burr y Burr, 1929) debido a que no pueden ser
sintetizados por el organismo; éstos, a su vez, son precursores de eicosanoides,
compuestos con reconocida actividad biologica que intervienen en la respuesta
inflamatoria y regulan funciones celulares y del sistema inmunologico (Vergroesen y
Crawfort, 1989; Leray, 2015). Ademas, pueden modular los niveles de lipidos
plasmaticos, €l sistema inmune y la sensibilidad a la insulina; debido a ello, son
asociadas al desarrollo y progresion, como también prevencion de las ECNT.

Diferentes estudios han relacionado tanto a la cantidad, como a la calidad de
la grasa dietaria a los factores de riesgo de ECNT (Casas-Agustench y col., 2008;
Erkkild y col., 2008). La grasa dietaria conduce a una elevada incorporacion calorica
debido a su alta densidad energética;, mientras que su palatabilidad y sus efectos
relativamente débiles sobre la saciedad pueden conducir a una alta ingesta (Blundell
y col., 1993; Blundell y Sttubs, 1999; Westerterp, 2006; Jebb y col., 2006). Sin
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embargo, la discusion acerca del impacto de cantidad de grasa total ingerida sobre la
obesidad y otros factores de riesgo asociados a las ECNT es controversial. En 1994
la FAO y la OMS concluyeron que el consumo excesivo de grasas en la dieta
contribuye a incrementar estos factores de riesgo (Smit y col., 2009). En este sentido,
algunos estudios soportan esta afirmacion, ya que encontraron una correlacion
positiva entre la ingesta total de grasa y la obesidad (Blundell y MacDiarmid, 1997;
Ravussin y Tatarani, 1997; Bray y col., 2004; Hill y col., 2000; Peters, 2003);
mientras que otros investigadores hallaron escasa 0 ninguna asociacion entre la
ingesta de grasa total y factores de riesgo de ECNT (Hu y col., 1997; He y col, 2003;
Kushi y Giovannucci, 2002; Xuy col., 2006; Prentice y col., 2006; Field y col., 2007).
Existen evidencias mostrando que el exceso de grasa dietaria puede influir sobre la
sensibilidad a 1a insulina y el desarrollo de DMT?2, al mismo tiempo que sobre ECV
(Marshall y Bessesen., 2002; Riccardi y col., 2003; Cafiete y col., 2007). Estas
evidencias condujeron a recomendaciones nutricionales limitando a un maximo de
30% de la energia consumida como grasas dietarias. I.as mismas posteriormente han
sido reevaluadas y modificadas en los ultimos afios (Smit y col., 2009; Diekman y
col., 2009; Lawrence, 2013) conduciendo a las recomendaciones actuales de grasas
totales para adultos sanos de 20 a 35% del total de la energia. En un trabajo de
revision reciente, Aranceta y Pérez- Rodrigo (2012) reunieron diferentes
recomendaciones reportados por organismos internacionales, tanto de ingesta total
de grasas, como de sus componentes, mostrando una amplia variabilidad de criterios
y valores, por ejemplo, para grasa total de 15% a 40% de las calorias diarias.

En la actualidad, las recomendaciones respecto de la grasa dietaria enfatizan
principalmente en la calidad o tipo de grasa mas que en la cantidad. Cabe sefialar
que la calidad de la grasa hace referencia fundamentalmente a la composicion de sus
AG. Esta fue modificandose conforme el hombre fue cambiando sus habitos
alimentarios (Simopoulos, 2001). Asi, puede observarse que durante el periodo de
cazador-recolector el hombre consumia una cantidad adecuada de grasas con una
relacion balanceada de acidos grasos saturados (SFA, del inglés: saturated fatty
acids), acidos grasos monoinsaturados (MUFA, del inglés monounsaturated fatty
acids) y acidos grasos poli-insaturados (PUFA, del inglés polyunsaturated fatty
acids); esto se mantuvo hasta el desarrollo de la agricultura, momento en que
comienza a aumentar la grasa total en la dieta, a expensas del consumo de SFA. En

las ultimas décadas, y luego de la revolucion industrial, aument6 el consumo de
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PUFA de la familia n-6 paralelo a una disminucion de los de la familia n-3, ademas,
producto de la hidrogenacién de los aceites vegetales, aumento significativamente la
ingesta de acidos grasos trans (AGT). Este perfil de AG, de elevado contenido de
SFA, PUFA n-6 y AGT, caracteriza la conocida dieta occidental, y ha sido
fuertemente asociado a un aumento en la prevalencia de ECNT (Popkin, 2006;
Simopoulos, 2008). La alta ingesta de SFA y de AGT fue asociada con el desarrollo
de obesidad, resistencia insulinica (Cafiete y col., 2007; Hariri y col., 2010),
alteraciones de los lipidos plasmaticos (Katan y col., 1995; Ascherio y Willet, 1994;
Aroy col., 1997; Mensink y col., 2003; Denke, 2006) y riesgo de infarto de miocardio
(Ascherio y Willet, 1994; Hu y col., 1997). Mientras que el elevado consumo de LA
sumado a un marcado desbalance en la relacion n-6/n-3 se relacionaron con un
incremento de eicosainoides derivados de la familia n-6, los que favorecen el
desarrollo de un estado proinflamatorio/ protromboético (Simopoulos, 2008) y de
resistencia a la insulina (Cafiete y col., 2007). Por otro lado, el bajo aporte de PUFA
n-3 de este tipo de dieta se asocia con enfermedades inflamatorias, dermatitis atopica,
artritis reumatoidea, colitis ulcerosa y cancer (Schmitz y Ecker, 2008). Estas
evidencias ponen de manifiesto que el tipo de grasa alimentaria merece gran atencion

en la salud humana, mas alla de la cantidad de grasa total ingerida.

3. ACIDOS GRASOS. CONCEPTOS GENERALES

Enlanaturalezalos AG se encuentran principalmente unidos mediante enlace
tipo éster a moléculas de glicerol ¢ colesterol; formando los triacilglicéridos (TAG),
fosfolipidos (FL) y colesterol esterificado (CE). Los mismos generalmente estan
formados por una cadena hidrocarbonada lineal, con un nimero par de adtomos de
carbono y longitud variable. En el extremo terminal poseen un grupo metilo y en el
otro un grupo carboxilo. La mayoria de los AG presentes en los seres vivos contienen
entre 12 y 24 atomos de carbono, siendo los mas abundantes los de 16 a 18 carbonos.
En funcion del numero de insaturaciones pueden ser: saturados, donde todos los
carbonos estan unidos por enlace simple, y €l resto de los electrones disponibles estan
totalmente ocupados (“saturados”) por hidrogeno; ¢ insaturados, donde dos 6 mas
carbonos se encuentran unidos por dobles enlaces. El nimero de insaturaciones es

variable, dando lugar a la clasificacion de los AG en monoinsaturados cuando poseen
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solo un doble enlace o poliinsaturados cuando los AG presentan mas de un doble
enlace en su estructura. La posicion de las insaturaciones en la cadena de los AG
permite que estos puedan agruparse conforme a una misma estructura terminal que
les confiere propiedades y roles biologicos diferentes, dando origen asi a las distintas

familias de AG insaturados.

4. ACIDOS GRASOS ISOMERICOS

Los isoémeros de AG son compuestos que poseen la misma formula quimica,
pero diferente posicidon o configuracion de sus insaturaciones. Existen dos clases de
isomeros de AG insaturados: los isbmeros geométricos o configuracionales (Figura
1A) que pueden presentar dobles enlaces con configuracion cis o trans, y los isobmeros
posicionales donde los dobles enlaces sufren una la traslocacion posicional que
modifica su ubicacion dentro de la cadena acilica (Figura 1 B). La configuracion
isomérica se denomina cis cuando los hidrogenos del enlace estan en el mismo plano
tomando como referencia el doble enlace y es 1a mas frecuente en la naturaleza. La
configuracion se denomina trans cuando los hidrogenos involucrados en el enlace se
sitilan en diferente plano uno respecto de otro. La presencia de dobles enlaces trans,
determina que la molécula presente una disposicion espacial recta asemejandose a la
de los SFA. En el caso de los isbmeros posicionales dienoicos y polienoicos, la
migracion del doble enlace a un carbono adyacente puede provocar que desaparezca
un grupo metileno intermedio y los enlaces se dispongan de manera continua,

generando asi isdmeros conjugados.
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Figura 1: Isomeros de Acidos Grasos
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El enlace tipo trans confiere a los AG propiedades fisicoquimicas y biologicas
diferentes a la de los AG insaturados cis y a los SFA. La presencia de dobles enlaces
trans en los AG aumenta la estabilidad quimica de los AG. Por su disposicion
espacial, el enlace trans es quimicamente m4s estable que el cis, en parte debido a
una mayor simetria. Consecuentemente, numerosas reacciones quimicas ocurren
mas rapidamente en los AG cis que en los AG con enlaces trans. La alta estabilidad
que le confiere el enlace trans a los AG es la causa por la que son menos susceptibles
al ataque de radicales libres y auto-oxidacion; también es la razén por la cual las
reacciones de isomerizacion se desplazan hacia la formacién de dichos isomeros. Un
ligero cambio en la conformacion, tiene ademas gran implicancia en las propiedades
fisicas de los AG:; asi, la presencia de enlaces trans aumenta el punto de fusion de los
AG con respecto a los AG insaturados cis, ubicandose en un punto intermedio entre
los AG insaturados cis y SFA (Allison y col., 1995). Estas son ventajas muy valoradas
por la industria alimentaria, ya que le confiere a los productos una textura y
palatabilidad particular. En las ultimas décadas, estos AG con isomeria trans han
despertado un gran interés en el campo de la nutricion, debido a que son compuestos
bioldégicamente activos a los que se le ha demostrado numerosos efectos deletéreos
para la salud, aunque actualmente sobre ciertos isomeros trans especificos se han

descripto efectos benéficos (Mozzafarian y col., 2009; Bendsen y col., 2011).
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4.1. ACIDOS GRASOS TRANS

4.1.1. Fuentes y consumo de acidos grasos trans

Los aceites vegetales parcialmente hidrogenados (AVPH) representan la
mayor fuente de AGT de origen sintético o industrial. Se producen principalmente
durante el proceso quimico denominado hidrogenacion (Sabatier y Senderens, 1902;
Normann, 1903), mediante el cual se adiciona hidroégeno a los dobles enlaces de los
AG insaturados de los aceites, convirtiéndolos parcialmente en SFA. Debido a que
la hidrogenacién normalmente es incompleta, se generan un gran numero de AG
isoméricos, tanto posicionales como geométricos (Allen, 1960). Las grasas
parcialmente hidrogenadas resultantes pueden tener una cantidad variable de AGT
segun las condiciones de hidrogenacion (catalisis, temperatura, presion y tiempo) y
un amplio rango de puntos de fusion, que depende del contenido de AGT y otros
AG (Koletzko y Decsi, 1997). Los AGT predominantes en los AVPH (Figura 2) son
los monoénicos de 18 carbonos, con una distribucion gaussiana que tiene centro en
los isomeros EA; 10t-18:1 y VA, siendo el EA el que se encuentra normalmente en
mayor cantidad (Craig-Schmidt, 1992; Kummerow, 2009). Este predominio de
isomeros trans del acido oleico (OA) se debe a la selectividad de la reaccion de
hidrogenacion, ya que se hidrogenan a mayor velocidad los PUFA, incrementando
el contenido de OA y, en consecuencia, sus isomeros (Allen, 1960; Clayton y col.,
2007; Kummerow, 2009). Otra fuente de AGT son los aceites comestibles sometidos
a muy altas temperaturas o reutilizados y los aceites vegetales obtenidos por
extraccion con solventes organicos y/o sometidos a refinamiento. Alli pueden
encontrarse cantidades menores y variables de AGT, siendo los isomeros trans
derivados del LA y ALA los mas frecuentes (Kummerow, 2009). Por ultimo, una
pequeiia parte de los AGT dietarios provienen de fuentes naturales (Figura 2). El
acido vaccénico (VA, del inglés vaccenic acid) y los conjugados del acido linoleico
(CLA, del inglés conjugated linoleic acid) representan los principales AGT de origen
natural. Ambos se encuentran principalmente en grasa lactea y, en menor cantidad,
en carnes (Koletzko y Decsi, 1997). E1 VA es producido por la biohidrogenacién

parcial del LA y del ALA por bacterias del rumen de animales poligastricos (Greyer
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y col., 1947); en tanto que los CLA se originan por biohidrogenacién ruminal del LA
y por conversion de VA en tejidos de mamiferos (Griinari y Bauman, 1999). El mayor
isomero CLA encontrado en leche, es €l 9¢,11t-18:2, representa el 80-90% de los CLA
y es llamado comunmente dcido ruménico (RA, del inglés rumenic acid), aunque
bajo ciertas condiciones dietarias, €l contenido de isémero 10t,12¢-18:2 puede

incrementarse (Bauman y col., 1999).

Figura 2: Composicion de Acidos Grasos Trans de Aceite Vegetal Parcialmente

Hidrogenado y de Grasa Lactea
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El contenido de AGT en alimentos elaborados con AVPH varia ampliamente
dentro del mismo tipo de producto y entre diferentes productos. L.a mayoria de los
productos procesados tales como: panificados, comidas rdpidas, alimentos fritos,
sopas en polvo y snacks fueron elaborados frecuentemente con AVPH y estos podian
contener relativamente alta cantidad de AGT (Kummerow, 2009). Valores
superiores al 40-50% de AGT fueron tradicionalmente encontrados en las
margarinas, shortenings (grasas utilizadas en productos de panaderia) y aceites

provenientes de frituras (Organizacion Panamericana de la Salud, 2008). El
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contenido de AGT en margarina en distintos paises durante muchos afios fue
elevado, alcanzando niveles maximos cercanos al 50%. Los AGT predominantes en
estas grasas fueron los isémeros trans del OA, que representaban aproximadamente
el 85% del total de AGT, el 15% restante lo componian AGT derivados del LA y del
ALA (Allison y col., 1995; Ratnayake y Zehaluk, 2005; Kummerow, 2009). Una
serie de reportes publicados entre 1990 y 2002 sobre consumo de AGT mostraron
que en Canadd y EEUU el 60% de los AGT consumidos provenian de alimentos
procesados y un 11% de las margarinas. Asimismo, se observé que en Europa la
ingesta de AGT era menor que en EEUU ya que la grasa de origen animal
representaba entre el 40 y 70% de la grasa total ingerida (Kummerow, 2009). El
reporte de la Organizacion Panamericana de la Salud de 2008 mostr6 una gran
variabilidad en el consumo estimado de AGT, siendo <lg/persona/dia en paises
asiaticos/pacificos y aproximadamente de 10 g/persona/dia en paises occidentales
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2008). Sobre el consumo de AGT en paises
de América, el mismo trabajo indic6 que la informacién era incompleta, pero se
estimaron valores de ingesta de 4,5 a 7,2 g/dia para EEUU (2 a 3% de la energia),
7,2 g/dia en Argentina, 4,5 g/dia en Chile y en 2,6 g/dia en Costa Rica.

Considerando los AGT individuales consumidos por la poblacion humana,
los isomeros prevalentes son los t-18:1 (85-95%), seguidos de los t-18:2 (8-22%),
mientras que las cantidades de t-18:3 y t-16:1 menores al 10 % (Zbikowska, 2010).
Dentro de los t-18:1, el EA es el isomero que mostrdé un mayor consumo (Larqué y
col., 2001).

La cantidad de AGT en productos naturales es mas constante que en los
productos elaborados con AVPH. La carne puede contener hasta 1g de AGT/100g
y la leche entera hasta 0,1 g AGT/100g (Wolff y col., 1998). El contenido en grasa
de leche o manteca es de 2 a 8 g AGT/100 g de grasa, de los cuales bajo porcentaje
corresponde a CLA y la mayoria son isémeros t-18:1, principalmente VA (Allison y
col., 1995; Ratnayake y Zehaluk, 2005). Estudios mas recientes hablan de una
relacion lineal entre el contenido de VA y CLA en productos derivados de rumiantes,

esta relacion es aproximadamente 3:1 (Jutzeler van Wijlen y Colombani, 2010).
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4.1.2. Reglamentacion y rotulado nutricional de los dcidos grasos

trans

Ante las evidencias reunidas en los ultimos afios respecto de los efectos
deletéreos de los AGT sobre la salud y atendiendo a recomendaciones de sociedades
cientificas, en diferentes paises se implementaron acciones tendientes a disminuir los
niveles de AGT en alimentos, como asimismo, diferente reglamentacion para regular
suconsumo. En EEUU, la FDA (Food and Drug Administration), exigié de manera
obligatoria la declaraciéon de los AGT en el etiquetado de los alimentos (tabla
“Nutrition Facts”) a partir de Enero de 2006. La legislacion en paises del
MERCOSUR también se ocupd de los AGT; estableciendo como obligatoria la
declaracion del contenido de AGT en el etiquetado a partir del mismo afio. En
Argentina, el Capitulo V del Codigo Alimentario Argentino, en el Anexo 1, bajo el
titulo “Reglamento Técnico MERCOSUR sobre €l rotulado nutricional de alimentos
envasados”, establece la obligatoriedad de informar el contenido de AGT en los
alimentos a partir de agosto de 2006; aunque esta reglamentacion no se ha extendido
a todos los alimentos, sino quedé circunscripta a los envasados. Actualmente el
Marco Normativo del Codigo Alimentario Argentino en el Capitulo III- Articulo 155
tris establece: "El contenido de 4cidos grasos trans de produccion industrial en los
alimentos no debe ser mayor a: 2% del total de grasas en aceites vegetales y
margarinas destinadas al consumo directo y a 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". El plazo previsto para la adecuacion a la nueva
reglamentacion fue diciembre de 2014, entrando en plena vigencia la norma a partir
de esa fecha.

La industria alimentaria tuvo que enfrentar el desafio de desarrollar
estrategias que permitieran reemplazar el uso de grasas trans en la elaboracion de
productos, esto fue posible sustituyendo gradualmente los AGT por grasas saturadas,
interesterificadas o monoinsaturadas. Actualmente, gracias al accionar conjunto de
organismos y empresas, en muchos paises se logro una disminucion en el consumo

de AGT de aproximadamente un 26%.
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4.2. INCORPORACION Y METABOLISMO TISULAR DE LOS
ACIDOS GRASOS TRANS

Ha sido demostrado que los AGT dietarios son incorporados a los lipidos
tisulares (Kummerov, 1975; Kummerow, 1974; Kummerow, 1979; Emken, 1979).
La cantidad y el tipo de AGT que se incorpora en los diferentes tejidos, asi como su
distribucioén, dependen del tipo de tejido e isomero, de la cantidad ingerida y del
tiempo de tratamiento dietario (Wood, 1979a; Wood, 1979b; Sugano e Ikeda., 1996).
Algunos tejidos tienen mayor selectividad que otros a la incorporacion de los AGT;
asi, el corazon y el cerebro, los incorporan en muy baja cantidad, a diferencia del
tejido adiposo y del higado que 1o hacen en forma muy dindmica (Schrock y Connor,
1975; Heckers y col., 1977; Cook, 1981; Pettersen y Opstvedt, 1992; Larqué y col.,
2001). Se ha demostrado, en humanos, que se incorporan a todas las clases de lipidos
de diferentes tejidos, globulos rojos y plasma (Ohlrogge y col., 1982; Rocquelin y
col., 1985). Los AGT son también incorporados dentro de las lipoproteinas del suero,
y se ha discutido, el posible impacto en relacion al desarrollo de aterosclerosis
(Kummerow, 1974). Los AGT incorporados, se acumulan principalmente en tejidos
ricos en TAG, como el tejido adiposo e higado, y en FL de las membranas celulares,
ocupando las posiciones normalmente utilizadas por los SFA (Ohlrogge y col., 1982).
Enlos TAG son esterificados preferencialmente en las posiciones sn-1 y sn-3 (Beare-
Rogers y col., 1979) sugiriendo una facil metabolizacion, siendo su destino principal
la B-oxidacion (Cook, 1980). Dado que la estructura y propiedades fisicoquimicas
asemejan a los SFA, la incorporaciéon de AGT los FL disminuye la fluidez de las
membranas celulares alterando la funcion de enzimas, receptores, transportadores.

La suspension del aporte dietario de AGT, result6 en la desaparicion de éstos
en los tejidos donde se acumulan, indicando que son oxidados (Menon y col., 1983;
Ide y Sugano, 1984; Valenzuela, 2008). Algunos autores reportaron que el EA se
metaboliza mas lentamente que los cis, OA (Lawson y Kummerow, 1979; Mahfouz
y col., 1980) favoreciendo su retencion en los tejidos; mientras que otros
investigadores encontraron velocidades de oxidacion de los AGT comparables con
los AG cis (Coats, 1964; Anderson y col., 1967; Stearns y col., 1967; Lawson y
Kummerow., 1979; Wood, 1979a).
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Ademas de oxidarse, los AGT pueden ser metabolizados por otras vias, las
mismas que comparten los AG cis y SFA. Fue reportado que varios isomeros
posicionales de los AGT 18:1 pueden ser sustrato de la enzima A9-desaturasa,
compitiendo con el 4cido estearico (18:0) por la utilizacion de esta enzima (Mahfouz
y col., 1980). Asimismo, fue demostrado que los isdmeros CLA son convertidos a
metabolitos conjugados de mayor nimero de insaturaciones y longitud de cadena
por las enzimas elongasas y desaturasas de AG (Banniy col., 1999). De esta manera,
la incorporacion de AGT puede interferir en rutas metabolicas, inhibiendo
competitivamente la sintesis de acido araquidonico (AA) a partir de LA y de 4cido
eicosapentanoico (EPA) a partir de ALA (Mahfouz y col., 1980); o alterando la
sintesis de eicosanoides (Moore y Dhopeshwarkar, 1981; Sugano y col., 1989;

Ratnayake y col., 1994).

4.3. EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS

4.3.1. Acidos grasos trans y riesgo de enfermedades cardiovasculares

Hacia la década de 1990 surgen publicaciones que relacionan el consumo de
AGT con las enfermedades cardiovasculares (ECV) (Booyens y col., 1988; Ascherio
y col., 1999). En esos afios, estudios realizados en EEUU confirman los efectos
negativos del consumo de AGT sobre la salud (Willett, 1993; Willet, 1995;
Lichtenstein, 1999). Este tema se torna ain mas relevante cuando estimaciones en
ese pais muestran que el consumo de elevadas cantidades de AGT proyectaba la
alarmante cifra de 30.000 muertes al afio por enfermedad coronaria (Willet y
Ascherio, 1994; Labbé, 2009). Con el devenir de estudios epidemiologicos y
metabolicos se extendieron fuertemente las evidencias de la asociacion entre la
ingesta de AGT con las alteraciones del perfil lipidico plasmatico y el incremento del
riesgo de enfermedades cardiovasculares (Mensink y Katan, 1990; Koletzko y Decsi,
1997; Sundramy col., 1997; Lichtenstein y col., 1999; de Roos y col., 2001; Sundram
y col., 2003; Stender y Dyerberg., 2004; Mozaffarian y col., 2006). En estudios no se
discriminaba el tipo de AGT y el riesgo de ECV se correlacionaba positivamente con

el consumo de AGT totales (Pietinen y col., 1997, Oomen et al., 2001). Analisis

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
44



Introduccion

combinados de 4 estudios de cohorte prospectivos, involucrando cerca de 140.000
sujetos, han permitido estimar esta relacion, demostrando que un incremento del 2%
en el consumo de energia como AGT fueron asociados a un aumento del 23% del
riesgo de enfermedad coronaria (Mozaffarian y col., 2006). M4as atn, demostraron
que los efectos adversos de AGT eran mas deletéreos que los de los SFA. En un
riguroso estudio metabolico, Mensink y Katan (1990) demostraron que
reemplazando 10% de la energia de la dieta proveniente de OA por AGT
incrementaron los niveles de colesterol-L DL y disminuyeron los de colesterol-HDL,
mientras que reemplazando el OA por SFA, solo aumentaba el colesterol LDL sin
modificarse la fraccion HDL. Como resultado, la relacion LDL/HDL fue
significativamente mayor cuando por la sustitucion con AGT que con SFA. Aunque
este estudio utiliz6 niveles muy elevados de AGT, los resultados fueron corroborados
posteriormente con niveles de AGT mads representativos del consumo habitual
(Nestel y col., 1992). Lagrost (1992), mostr6 que las modificaciones de las distintas
fracciones de colesterol plasmatico por los AGT, y maés especificamente el EA,
estaban asociados a un incremento en la actividad de la proteina CEPT (del inglés
Cholesteryl Ester Transfer Protein) plasmatica, involucrada en la transferencia de
ésteres de colesterol desde las HDL a otras lipoproteinas. Esto fue posteriormente
confirmado por diferentes investigadores (Abbey y Nestel, 1994; Van Tol y col.,
1995). El efecto de los AGT sobre la relacion LDL/HDL se estim¢ ser el doble que
el que podian generar los SFA (Ascherio y col, 1999).

Ademas de las alteraciones sobre la colesterolemia, se demostro que la ingesta
de AGT incrementaban los niveles TAG circulantes mas que otras grasas dietarias
(Mensink y col., 2003). En hepatocitos aislados fue demostrado que los AGT
alteraban 1la producciéon de lipoproteinas, incrementando la secrecidon de
apolipoproteina B100, modificando la composicion de lipidica, aumentando el
contenido de colesterol y reduciendo el tamafio de las particulas secretadas (Dashti
y col., 2002; Mitmesser y Carr., 2005). Estas alteraciones de las lipoproteinas
demostradas “in vitro” evidenciaron efectos potencialmente aterogénico inducidos
por los AGT, independiente de su accion sobre las fracciones de colesterol
plasmatico. Estudios realizados con AGT en humanos también encontraron
reduccidon en el tamafio de las lipoproteinas y alteraciones en la metabolizacion de
las LDL (Mauger y col., 2003; Matthan y col., 2004).
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Trabajos mas recientes han diferenciado el riesgo de ECV respecto de la fuente
de los AGT dietarios. Bendseny col. (2011) han mostrado que la ingesta de AGT de
origen industrial, pero no los AGT de origen natural, correlacionaban positivamente
con los eventos y casos fatales de ECV. En este sentido, también se ha demostrado
que la sustitucion de AGT provenientes de aceites parcialmente hidrogenados (45%)
por iguales contenidos de grasa lactea rica en AGT naturales, redujeron
significativamente y en la misma medida que grasas vegetales no hidrogenadas, el
riesgo de ECV (Mozaffarian y col., 2009). Por lo tanto, el efecto de los AGT sobre
los lipidos plasmaticos y las ECV dependeria especificamente de los AGT
individuales.

La ingesta de AGT ha sido asociada a aumento de niveles de marcadores de
disfuncion endotelial como la selectina E y moléculas de adhesion celular (Lopez
Garcia y col., 2005), los cuales incrementan el riesgo de aterogénesis. Un aumento
en la selectina E circulante causado por alta ingesta de AGT también ha sido
reportado en un estudio aleatorio en hombres (Baer y col, 2004). Por otro lado, de
Roos y col. (2001) observaron una reducida vasodilatacioén por los AGT cuando fue

comparado con una dieta rica en SFA.

4.3.2. Acidos grasos trans y biosintesis de acidos grasos poli-

insaturados de cadena larga

Investigaciones empleando diferentes modelos en cultivos celulares,
animales de experimentacién y humanos han demostrado que los AGT podrian
alterar la sintesis de LC-PUFA. En estudios in vitro en cultivos de tejidos de
roedores (Mahfouz y col.,, 1984; Koletzko, 1992) o de fibroblastos humanos
(Rosenthal y Doloresco, 1984) fue demostrado que los AGT inhiben Ia
desaturacion y elongaciéon de LA y ALA. Trabajos de investigacion en ratas
también demostraron que dietas conteniendo AGT alteran el metabolismo de los
acidos grasos esenciales (AGE) (Anderson y col., 1975; Lawson y col., 1983). El
efecto inhibitorio mdas potente ha sido encontrado en el 4cido linolelaidico
(9t,12t-18:2), cuyo aporte dietario es muy bajo (Christiansen y col., 1997). Otros
AGT como el EA y mezclas de AGT también mostraron tener un efecto deletéreo
sobre la sintesis de LC-PUFA (Lichtenstein y col., 2003).
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4.3.3. Acidos grasos trans, depdsitos grasos e inflamacion

Resultados controversiales han sido asociados a la ingesta de AGT y la
adiposidad. Estudios realizados en humanos mostraron un aumento en la adiposidad
como consecuencia de la ingesta de AGT (Matthan y col., 2001; Smit y col., 2010),
mientras que trabajos de otros investigadores reportaron un efecto opuesto (Atal y
col., 1994; Faulconnier y col., 2006). Los cambios en la adiposidad tienen un estrecho
vinculo con el desarrollo de inflamacién ya que el tejido adiposo secreta una serie de
moléculas bioactivas consideradas pro-inflamatorias como el factor de necrosis
tumoral o (TNF-a), interleuquina 6 (IL-6), resistina, llamadas adipocitoquinas. Estas
ademads tienen un importante rol en diferentes desoérdenes metabolicos (Fruhbeck y
col., 2001; Trayhurn y Beattie, 2001; Rajala y Scherer, 2003; Trayhurn y Wood,
2004; Scherer, 2006) como inflamacion cronica, resistencia a la insulina y
aterosclerosis (Trayhurn y col., 2006). En animales de experimentacion alimentados
con AGT las alteraciones observadas en el tejido adiposo fueron relacionadas a
cambios en la expresion génica de PPAR-y, resistina y LPL (Saravanan y col., 2005).
En este sentido en humanos con alto indice de masa corporal, ingestas elevadas de
AGT fueron asociadas a elevados niveles de actividad del TNF-a (Mozaffarian y
col., 2004), como asi también de IL-6 y proteina C reactiva (Lopez-Garcia y col.,
2005).

4.3.4. Acidos grasos trans, sensibilidad a la insulina y diabetes

Los resultados obtenidos acerca de una posible relacion entre 1a ingesta de
AGT y la diabetes son atin menos consistentes que las alteraciones antes enunciadas.
En humanos, los efectos de los AGT parecerian estar influenciados por una
predisposicion subyacente a la insulino-resistencia. En individuos con sobrepeso o
diabetes mellitus establecida, las dietas con AGT mostraron tener un efecto adverso
en la sensibilidad a la insulina, acompafiado de un incremento de los niveles de
insulina en ayunas y postprandial sin cambios de la glucosa circulante (Christiansen
y col., 1997; Larqué y col. 2001; Meyer y col., 2001; Lefevre y col., 2005). No
obstante, en individuos sanos y de peso corporal normal, no se encontrd relacion

entre la ingesta de AGT vy la sensibilidad a la insulina (Louheranta y col., 1999;
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Lovejoy y col., 2002). Estudios prospectivos que investigaron la incidencia de la
ingesta de AGT en la diabetes, reportaron una asociacion positiva (Hu y col., 2001);
mientras que otros investigadores no hallaron una relacion significativa (van Dam y
col., 2002). La evidencia emergente de estos trabajos indica que el consumo de AGT
podria incrementar la adiposidad visceral, la resistencia insulinica y el riesgo de
diabetes mellitus en individuos con predisposicion a estas alteraciones (Michay col.,
2009).

Investigaciones realizadas en modelos animales indicaron consistentemente
que la ingesta de AGT tiene efectos adversos sobre marcadores de resistencia
insulinica, cuando se compar6 con dietas ricas en MUFA o SFA. Estos marcadores
de resistencia insulinica incluyen, hiperinsulinemia posprandial (Ibrahim y col.,
2005; Kavanagh y col., 2007; Pisani y col., 2008), hiperglucemia (Albuquerque y col.,
2006; Axeny col., 2003) y reduccion de la captacion de la glucosa por el musculo
esquelético (Kavanagh y col., 2007; Natarajan e Ibrahim., 2005) y musculo cardiaco
(Osso y col.,, 2008). Sin embargo, resultados obtenidos en animales de
experimentacion por nuestro grupo de investigacion sugieren que los AGT no
tendrian efecto sobre las vias de metabolizacion de la glucosa, tanto en higado como
en musculo esquelético de ratas (Bernal y col.,, 2006) alimentadas con altos

contenidos de grasas.

4.3.5. Acidos grasos trans y cancer

Resultados de varios estudios epidemioldgicos han sugerido una asociacion
entre los elevados niveles de grasa dietaria y la incidencia de cancer. No obstante, la
relacion especifica entre los AGT vy el riesgo de padecer cancer fue evaluada en
escasos trabajos y, aunque se realizaron en poblaciones que consumian elevada
cantidad de AGT, se encontrd poca evidencia que estableciera una correlacién
positiva (Thompson y col., 2008). Algunos estudios han sugerido que el contenido
de AGT en tejido adiposo estaria relacionado con el cancer de mama, colon y
prostata (Bakker y col., 1997; Slattery y col., 2001); aunque los mismos no fueron
concluyentes. La mayor informacion existente sobre los AGT y el cancer esta referida
al cancer de mama. Algunos estudios en humanos, encontraron una correlacion

positiva entre el consumo de AGT vy la incidencia de cancer mamario (Voorrips y

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
48



Introduccion

col., 2002; Rissanen y col.,, 2003; Chajes y col.,, 2008), mientras que otros
investigadores no han podido determinar dicha asociaciéon (Holmes y col., 1999;
Byrne y col., 2002; Kim y col., 2006). En tanto que las evaluaciones realizadas en
modelos animales no han provisto evidencias suficiente claras que soporte una
asociacion entre la ingesta de AGT y el desarrollo de tumores mamarios (Thompson
y col., 2008). Las investigaciones realizadas sobre otros tipos de cancer como el de
prostata y colon son escasas. Algunos estudios prospectivos mostraron una
correlacion positiva entre los AGT y el cancer de prostata (Chavarro y col., 2008;
King y col., 2005). Mientras que con respecto al cdncer de colon, los datos
epidemiologicos son limitados, y mostraron una débil evidencia que soporte los
efectos adversos de 1a ingesta de AGT sobre este tipo de cancer. Mas aun, los estudios
en animales fueron inconclusos, incluso cuando se suministraron elevadas dosis de
AGT (Thompson y col., 2008).

4.4. CONJUGADOS DEL ACIDO LINOLEICO

El término CLA comprende una serie de isdmeros geométricos y posicionales
del acido linoleico que se caracterizan por haber perdido el grupo metilénico que
separa dos dobles enlaces contiguos conformando las estructuras conjugadas. A su
vez la mayoria de los CLA tienen al menos un doble enlace con isomeria trans. Si
bien existen potencialmente un gran numero de isomeros posibles para los CLA
(Roach y col., 2002), los mas importantes por su abundancia y efectos bioldgicos,
tanto en animales como en humanos, son el 9c,11t-18:2, también llamado acido

ruménico (RA), y el isomero 10t,12¢-18:2 (Baunman y col.,2000) (Figura 3).
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Figura 3: Isomeros posicionales conjugados

CLA

S (= 9¢,11c-18:2

Acido Linoleico

4.4.1. Fuentes y consumo de Conjugados del Acido Linoleico

Las principales fuentes de CLA son las grasas de animales rumiantes, y en
particular la grasa lactea. Como fuera mencionado anteriormente, los CLA son
originados por la biohidrogenacion ruminal incompleta del LA en los animales
poligastricos y la bioconversion del RA a partir del VA en tejidos de mamiferos
(Griinari y Bauman, 1999) (Figura 4). Este proceso es llevado a cabo por bacterias.
Durante mucho tiempo, la Unica bacteria conocida capaz de realizarlo era el
Butyrivibrio fibrinosolvens, luego se identifico un diverso rango de bacterias del
rumen que pueden hidrogenar PUFA (Harfoot y Hazlewood, 1988). Estas fueron
divididas en 2 grupos segun las reacciones y los productos finales. Las bacterias del
Grupo A hidrogenan el LA, siendo su mayor producto final el VA, el primer paso de

esta reaccion es la isomerizacion del doble enlace cis-12, seguido de la formacion del
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doble enlace conjugado, generando asi RA como producto intermedio.
Posteriormente se hidrogena el enlace cis-9 para formar VA. Las bacterias del Grupo
B utilizan al VA como un sustrato para sintetizar acido estearico. E1 VA también
puede ser sintetizado por bacterias del rumen a partir de los acidos a y y- linolénico
(GLA, del inglés gamma linolenic acid) (Baumann y col., 1999). La sintesis
enddgena de RA o bioconversion del VA a RA se realiza mediante la desaturacion
del VA por accion de la enzima A9-desaturasa. Esta sintesis endogena de RA via
SCD1 representa la principal fuente de CLA en grasa de leche y grasa corporal de
rumiantes (Baumann y col., 1999). Asimismo, una vez absorbido el VA puede ser
bioconvertido a AR en los tejidos del huésped. Esta tasa de conversion de VA a RA-
CLA estimada comprende un rango que vade 5 a 12% en roedores y de 19 a 30% en
humanos (Turpeinem y col., 2002).

Bajo ciertas condiciones dietarias (ej: dieta bajas en fibra), el pH del rumen
puede modificarse, y esto resulta en variaciones de la poblacion bacteriana con
consecuentes cambios en los patrones de biohidrogenacion. Asi, se altera el perfil de
AG t-18:1 de los tejidos de rumiantes y, en esta situacion, el isomero predominante
en la grasa lactea es el 10t-18:1 (Griinari y Bauman, 1999). La sintesis de 10t-18:1
involucra a la enzima isomerasa bacteriana que forma el 10t,12c-CLA, como

producto intermedio, incrementando su contenido en grasa de leche.
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Figura 4: Formacion de Conjugados del Acido Linoleico a través de la

biohidrogenacion ruminal*
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*Kramer et al. Am J Clin Nutr 2004; 79 (suppl): 1137S5-45S.

Aunque el VA y los CLA son principalmente de origen natural, cabe
consignar que los AVPH son otra fuente de VA y pueden contribuir de manera
considerable a la ingesta de este isdbmero (Wolf'y col., 2000); ademas ciertos procesos
y la manipulacion industrial de los aceites pueden generar cantidades variables de
CLA (Banni y Martin, 1998).

Ademas, los CLA pueden ser sintetizados a partir de aceites ricos el LA
mediante una reaccion de isomerizacion alcalina en presencia de catalizadores
metdlicos (Bernas y col., 2003). Estos procesos se realizan a partir de aceites
vegetales, generando mezclas de CLA, las cuales se comercializan como suplementos
dietarios. La cantidad final de isomeros CLA depende de la cantidad de LA en el
aceite original y las mismas contienen principalmente RA y 10t,12¢-18:2 en
cantidades equimoleculares, estos isomeros representan aproximadamente el 85-90%
del total y otros 10 isbmeros menores son €l remanente 10-15% (Pariza y Hargraves,
1985; Kelly, 2001). Los CLA también pueden ser producidos mediante el uso de
bacterias especificas (Kishino y col., 2003), método mediante €l cual se puede obtener

isomeros de mayor pureza y maxima actividad bioldgica.
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La concentracion tipica de CLA en productos lacteos y carnicos de rumiantes
abarca un rango de 3 a 9 mg CLA/g de grasa donde el RA representa entre el 73 y
93 % del total (Ratnayake y Zehaluk, 2005). Sin embargo, ha sido documentado que
el contenido del CLA en leche de vaca puede alcanzar valores de hasta 20 mg/g de
grasa. Estas variaciones que pueden observarse son debidas a multiples factores
relacionados con la dieta de los animales que afectan el contenido de CLA en
productos derivados de rumiantes (Jutzeler van Wijlen y Colombani, 2010). Ademas
existe una variacioén estacional a lo largo del afio ya que la leche producida al
principio de la primavera (estacion de rdpido crecimiento de pasturas) puede
contener el doble de CLA que la leche producida en los meses de invierno (Pariza 'y
Hargraves, 1985; Jutzeler van Wijlen y Colombani, 2010). El contenido de CLA en
rumiantes puede incrementarse a través de la alimentacién de los animales con
pasturas naturales, como también a través del suministro de suplementos dietarios
que contengan aceites ricos en PUFA n-6 y n-3 (Pariza y Hargraves, 1985; Gagliostro
y col. 2004; Jutzeler van Wijlen y Colombani, 2010; Gagliostro, 2015). Es importante
denotar que la composicion de los AG de la dieta de los animales no afecta solo el
contenido de CLA, sino que también modifica la cantidad de AGT naturales totales
y otros AG (Allison y col., 1995; Ratnayake y Zehaluk, 2005; Jutzeler van Wijlen y
Colombani, 2010).

Numerosos estudios estimaron el consumo del CLA en diferentes
poblaciones. Un trabajo de revision reuni6d datos de consumo de CLA de 24 estudios
realizados en diferentes paises (Europa, América del Norte y Australia). El valor
promedio reportado fue de 300 mg/dia/persona, con ingestas que abarcan un rango
de 200 a 1000 mg/dia/persona. Estas diferencias se deben fundamentalmente a la
variacion del contenido de CLA en la dieta y en los alimentos, asi como también al
disefio de los diferentes estudios empleados para evaluar la ingesta (Jutzeler van
Wijlen y Colombani, 2010). En el estudio TRANSFAIR fue estimada la ingesta de
VA proveniente tanto de fuente naturales como de AVPH en Europa. Los valores
reportados estdn comprendidos en un rango de 1 a 3,5 g de VA/persona/dia. El
porcentaje de AGT de origen natural consumidos encontrados fue de 30 a 80%, que
se tradujo en una ingesta aproximada de 1g de VA/dia /persona (Jutzeler van
Wijlen y Colombani, 2010). No se disponen hasta el momento de datos de

consumo de VA y CLA en América Latina.
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4.5. INCORPORACION Y METABOLISMO TISULAR DE LOS
CONJUGADOS DEL ACIDO LINOLEICO

Numerosos trabajos han reportado que los CLA ingeridos en la dieta son
incorporados en las distintas fracciones lipidicas de la mayoria de los tejidos.
Asimismo, diferentes metabolitos derivados de la elongacion, desaturacion y f3-
oxidacion de los CLA han sido encontrados en varios estudios (Park y Pariza, 2007).

Una vez que los distintos isomeros CLA son incorporados a los tejidos, ellos
pueden ser metabolizados, secretados/excretados o retenidos en las estructuras
celulares o de depositos. Resultados de nuestras investigaciones (Scalerandi, 2014;
Farifia, 2015b) han demostrado que el tejido adiposo tiene una mayor retencion de
CLA que otros tejidos, mientras que el cerebro tiene una tasa de retencion
practicamente cercana a la sensibilidad metodologica. Ademas, del tipo de tejido, la
retencion de isémeros CLA mostr6 ciertas diferencias, dependiendo de la

composicion de los demés AG dietarios.

4.6. EFECTOS BIOLOGICOS DE LOS CONJUGADOS DEL
ACIDO LINOLEICO

El descubrimiento de las propiedades de los CLA ocurre cuando Pariza y
colaboradores encuentran un factor anticarcinogénico en carne vacuna, que consiste
en una serie de isbmeros conjugados del LA (Bauman y col., 1999). Posteriormente,
numerosos trabajos demostraron que los CLA disminuyeron la incidencia de
tumores en modelos animales de cdncer de mama, estbmago, colon y piel. No
obstante, los efectos positivos para la salud asociados al consumo de CLA en
modelos experimentales no se limitan al cancer, ademas se les atribuye la capacidad
de disminuir la masa grasa corporal, disminuir la aterogénesis, incrementar la
mineralizacion de los huesos, efectos antidiabetogénicos y ser moduladores de los
lipidos plasmaticos y del sistema inmune (Pariza y col., 1979; Pariza y Hargraves
1985; Banni y Martins, 1998).

Si bien el término CLA hace referencia a un conjunto de AG, las propiedades

biologicas son atribuidas a sus isomeros predominantes: RA y 10t,12¢-18:2, 1as cuales
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son isomero especificas. Asi, el descenso de la grasa corporal es el principal efecto
demostrado del isomero 10t,12¢-18:2 (Belury y Kempa-Steczko, 1997; Pariza y col,
2000). En tanto que el RA tiene reconocidos efectos benéficos sobre la modulacion
de los lipidos plasmaticos y preventivos sobre el cancer (Ip y col., 1997; Valeille y
col., 2005). Ambos CLA son reconocidos ligandos de los PPAR, mecanismo por el
cual se pueden explicar sus efectos en higado y tejido adiposo (Moya-Camarena y
col., 1999, Muzio y col., 2007; Miller y col., 2008).

Es importante destacar que la respuesta a los CLA en modelos experimentales
presenta variaciones, mostrando diferente susceptibilidad segun la especie utilizada.
Los ratones son los mas sensibles, seguido de hamsteres y ratas (Kim y col, 2002).
En humanos, los resultados hallados en diferentes estudios son controversiales,
principalmente debido a las caracteristicas de los individuos y de los modelos
experimentales que hacen dificil la interpretacion de los resultados. Algunos autores
encontraron efectos benéficos de los CLA sobre la grasa corporal, el peso corporal y
los niveles de lipidos plasmaticos (Thom y col, 2001; Gaullier y col, 2005); mientras
que otros no han encontrado efectos sobre estos parametros (Noone y col, 2002;
Petridou y col, 2003) y mds aun, algunos autores reportaron efectos adversos tales
como disminucion de la sensibilidad insulinica o incremento en los marcadores de
inflamacion y de estrés oxidativo (Riserus y col., 2002; Riserus y col., 2004;
Desroches y col, 2005; Poirier y col., 2006).

4.6.1. Conjugados del Acido Linoleico y carcinogénesis

Numerosos estudios en modelos experimentales animales y en lineas
celulares han demostrado efectos benéficos de los CLA sobre el cancer en
distintos tejidos, principalmente sobre el cancer de mama. No obstante, el rol
de los CLA en la inhibicion del crecimiento tumoral y de su capacidad
metastasica, asi como los mecanismos de accién aun no son completamente
conocidos (Belury, 2002). En este sentido, algunos autores proponen que los
efectos podrian estar relacionados a una inhibiciébn de la angiogénesis
(Sikorski y col., 2008), a alteraciones en la peroxidacion lipidica, metabolismo
de eicosanoides y expresion génica; asi como también a la expresiéon de la
proteina p53 (Kelley y col., 2007; Stachowska, 2008). En modelos animales se

ha demostrado que los CLA inhiben el desarrollo de tumores de mama,
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piel y colon inducidos quimicamente; como asi también metdstasis peritoneal en
ratas y ratones (Stachowska, 2008; Shiraishi y col., 2010). Sin embargo, en humanos,
aun no se ha establecido una relacion directa entre los CLA dietarios y los resultados
de diferentes investigaciones son escasos y nada concluyentes, por lo que son
necesarios mas estudios controlados para determinar esta asociacion (Dilzer y Park,
2012).

4.6.2. Conjugados del Acido Linoleico, peso y composicion corporal

Park y col. (1997) fueron los primeros en demostrar que los CLA dietarios
disminuian la adiposidad en incrementaban la retencidn proteica en ratones. Desde
entonces, diferentes trabajos de investigacion han evaluado el efecto de los CLA
sobre la composiciéon corporal en diferentes animales de experimentacion. Fue
demostrado que la suplementacion dietaria con una mezcla comercial conteniendo
cantidades equimoleculares de los dos principales CLA, o s6lo con el isbmero
10t,12¢-18:2, disminuia los depodsitos grasos en animales de experimentacion;
mientras que muy pocos trabajos asociaron al RA con este efecto (Clément y col.,
2002; Poirier y col., 2005; Akahoshi y col., 2003; de Roos y col., 2005; Scalerandi y
col., 2014). Por lo tanto, los cambios en la composicién corporal se atribuyen
fundamentalmente al isomero 10t,12¢c-18:2.

Como posibles mecanismos involucrados, se ha sugerido un incremento del
gasto energético, aumento de la transcripcion de proteinas desacoplantes y mayor
oxidacion de lipidos asociado a un incremento en la expresion de la enzima
carnitina palmitoil transferasa-I (CPT-I) (Takahashi y col., 2002; LaRosa y col.,
2006). Otro mecanismo propuesto es la inhibicion de la lipogénesis, €l mismo ha
sido asociado a menores niveles de expresion y actividad de las enzimas acetil-
CoA carboxilasa (ACC), acido graso sintasa (FAS), y estearil-CoA desaturasa
(SCD1) (Brown y col., 2004; LaRosa y col., 2006). En algunos trabajos se ha
reportado una menor actividad de la enzima LPL que contribuiria a modular los
depositos grasos (Xu y col., 2003; Andreoli y col., 2009). Un incremento en la
lipolisis por efecto de los CLA fue reportado por algunos autores en adipocitos
aislados y en tejido adiposo (Chung y col., 2005; Moon y col., 2006; Ippagunta
y col., 2011; Ippagunta y col., 2013); mientras que otros autores no encontraron

efectos (Simén y col., 2005). Muchos
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efectos asociados a los CLA pueden estar modulados por su accion sobre factores de
transcripcion que regulan la lipogénesis, como el PPAR-y y el SREBP-1c. Por otro
lado, los CLA mediante su accion antagonista sobre PPAR-y podrian interferir en la
diferenciacion de los adipocitos, como asi también inducir la apoptosis elevando la
expresion de TNF-a (Poirier y col., 2006; Tsuboyama-Kasaoka y col., 2006).

Los resultados obtenidos en modelos animales y los mecanismos dilucidados
no son totalmente extrapolables a estudios en humanos, donde los CLA han
mostrado escasa efectividad sobre el peso corporal. Las diferencias encontradas en
estos estudios fueron atribuidas a las dosis administradas, edad, peso corporal, grasa
corporal y/o estado metabolico de los individuos evaluados (Wang y Jones, 2004;
Silveiray col., 2007).

4.6.3. Conjugados del Acido Linoleico, lipidos plasmaticos y

metabolismo lipidico

Efectos controversiales de los CLA sobre el perfil de lipidos plasmaticos y
factores de riesgo aterogénicos han sido reportados. Una disminucion en los niveles
circulantes de colesterol, TAG y colesterol-LDL acompafiados de niveles normales
o aumentados de colesterol-HDL fueron hallados por diferentes investigadores
(Baddini-Feitoza y col., 2009; Battacharya y col., 2006). En hamsteres con
hipercolesterolemia, los CLA redujeron los niveles plasmaticos de colesterol total y
de los TAG (Nicolosi y col, 1997). No obstante, otros autores hallaron
concentraciones elevadas de TAG y VLDL séricas asociadas a consumo de mezclas
de RA y 10t,12¢-18:2 como del isébmero 10t,12¢-18:2 individual (Gavino y col.,
2000). El efecto de los CLA sobre los lipidos plasmaticos es consecuencia del impacto
de los isomeros en el metabolismo en tejidos, principalmente en higado y tejido
adiposo. Estos cambios metabolicos han sido estudiados en modelos animales,
donde ademas de efectos benéficos, también han sido observados efectos deletéreos
de los CLA. Asi en ratones alimentados con el isdbmero 10t,12¢-18:2 individual han
sido descriptas una serie de alteraciones que conforman el denominado “sindrome
lipoatréfico” (Poirier y col., 2005). El mismo estd caracterizado por una marcada
hepatomegalia y esteatosis como consecuencia de la redistribucion de los depositos

grasos (Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000; Clément y col., 2002). Esto genera una
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gran afluencia de AG al higado, incremento de 1a lipogénesis sumado a una alterada
capacidad de oxidacion de AG y de secrecion de TAG-VLDL (Vyas y col., 2012).
Poirier y col. (2005) propusieron que la disminucién de adiposidad inducida por el
isomero 10t,12c-18:2 conduce a una disminucion en los niveles de leptina y
adiponectina que reducen la sensibilidad insulinica periférica. Esto lleva a la
hiperplasia de las células B-pancredticas e hiperinsulinemia que aumenta la
acumulacion de TAG en higado. Los mecanismos subyacentes estan relacionados
con un aumento de la expresion de SREBP-1c y PPAR-y hepatico (Clément y col.,
2002; Rasooly y col., 2007). Las alteraciones metabolicas de los CLA descriptas para
el “sindrome lipoatr6fico” en ratones, no han sido observadas en otras especies
alimentadas con mezclas de CLA 6 isdémeros individuales (Faulconnier y col., 2004;
Zabalay col., 2004; Purushotham y col., 2007).

Los estudios realizados en humanos también hallaron resultados
controversiales. Mientras que en individuos sanos y/o con sobrepeso-obesidad
algunos autores no encontraron modificaciones en los lipidos y lipoproteinas
circulantes (Smedman y Vessby, 2001; Risérus y col., 2004; Mele y col., 2013); otros
investigadores hallaron efectos benéficos en el perfil de lipidos plasmaticos en
pacientes normales y con sobrepeso (Gaullier y col., 2005). Contrariamente, fue
reportado un incremento de los niveles de TAG y de la relacion LDL/HDL en

hombres sanos que consumieron 10t,12¢-18:2 (Tricon y col.,2004).
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OBJETIVOS

El objetivo de la presente tesis se basa en: 1) estudios en animales en
experimentacion alimentados con dietas ricas en grasas han demostrado numerosas
alteraciones metabolicas que también estan presentes en personas con ECNT, 2) los
isomeros AGT industriales han sido reconocidos tener potentes efectos deletéreos
sobre el metabolismo lipidico incrementando el riesgo de enfermedades
cardiovasculares, 3) los CLA son compuestos potencialmente bioldgicamente activos
que podrian prevenir alteraciones en el metabolismo lipidico y mejorar el estado
nutricional y 4) al menos a nuestro conocimiento, existen muy pocas evidencias de
los potenciales efectos deletéreos o benéficos de los AGT y de los CLA en un modelo
experimental con dietas ricas en grasas.

Cabe consignar que los resultados del presente desarrollo tematico podria
tener una alta repercusion en la profundizacion del conocimiento de las propiedades
de los isomeros de AG, como de los mecanismos bioquimicos y moleculares de
accion, permitiendo colaborar con una posterior intervencién o prevencion de
alteraciones producidas nutricionalmente.

En funcion de 1o expuesto, se plantearon los siguientes objetivos del trabajo

de tesis:

OBJETIVO GENERAL

El objetivo del presente plan de trabajo de tesis es determinar el grado de
incorporacion de AGT y/o CLA dietarios en lipidos de diferentes tejidos y sus
potenciales efectos sobre el estado bioquimico-nutricional en animales de

experimentacion alimentados a niveles recomendados y elevados de grasa dietaria.



Objetivos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Optimizar la metodologia para la cuantificacioén de isémeros de acidos
grasos en muestras de grasas dietarias, como también de tejidos y suero.

B) Analizar durante los tratamientos dietarios con AGT y/o CLA las
variables nutricionales: ingesta de alimentos y de energia, ganancia de peso y
absorcion de grasa dietaria. eficiencia dietaria.

@) Evaluar al final del periodo dietario con AGT y/o0 CLA: composicion
corporal, retencion energética corporal y eficiencia energética, como también el peso
de ciertos 6rganos y tejidos.

D)  Investigar la incorporacion y retencion de los diferentes isobmeros en
suero, bilis y tejidos claves del metabolismo lipidico.

E) Estimar el impacto sobre el perfil de los diferentes AG en suero, bilis,
higado y tejido adiposo.

F) Evaluar los efectos sobre composicion de lipidos plasmaticos, tisulares
y de secrecion biliar.

G)  Investigar las potenciales modificaciones en el flujo y secreciones de
componentes biliares.

H) Determinar ciertas alteraciones en el estado oxidativo en higado.

D Analizar los mecanismos involucrados en la regulacion de triglicéridos
en plasma e higado, evaluando la secrecion hepdatica y remocion plasmatica de TG
pre-B lipoproteinas, actividades de enzimas reguladoras y niveles de ARNm de
ciertos factores de transcripcion y enzimas claves involucrados en el metabolismo

lipidico.
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METODOLOGIA GENERAL

1. ANIMALES

Para todos los estudios experimentales biologicos se emplearon ratas macho
Wistar provistas por el Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias
Veterinarias del Litoral (FAVE-UNL; Esperanza, Santa Fe) o propios reproducidos
en las instalaciones del Bioterio del Departamento de Ciencias Biologicas (FBCB-
UNL,; Santa Fe). Durante el periodo experimental los animales fueron mantenidos
en condiciones controladas de temperatura (23 + 2° C) y ciclo luz-oscuridad de 12
horas. Todas las experiencias con animales se llevaron a cabo segin normas
internacionales para el uso de animales de laboratorio (Guide to the Care and Use of
Experimental Animals of Laboratory) y fueron aprobadas por el Comité de Etica de
la esta Facultad.

A partir del destete, los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta
estandar de laboratorio con los niveles recomendados de nutrientes hasta alcanzar
110-120 g de peso. Posteriormente, fueron distribuidos aleatoriamente en 6 grupos
(n= 5 6 6, dependiendo de la experiencia) y alimentados durante 30 dias con alguna
de las dietas experimentales, conformandose asi los distintos grupos experimentales.
En todas las experiencias donde fueron determinadas la ingesta, eficiencia energética,
absorcion de lipidos dietarios y balance nitrogenado los animales fueron alojados en
jaulas metabolicas individuales, mientras que en el resto de las experiencias fueron

ubicados en jaulas colectivas.

2. DIETAS EXPERIMENTALES

Las dietas fueron elaboradas en base a las recomendaciones del comité ad hoc
del “American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento, AIN-93G
(Reeves y col., 1993) con excepcion de la fuente de AG que estuvo basada en la dieta
AIN-76 (AIN, 1977). Las dietas presentaron como variables independientes: 1) el

nivel de grasa: recomendado (7%) o elevado de grasa (20%) y 2) la presencia o
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ausencia de AG isoméricos (AGT o CLA) (Tabla 1). En consecuencia, los grupos
dietarios fueron:

- C7: dieta control basada en recomendacion AIN-93G (Reeves y col. 1973)
conteniendo 7% de grasa dietaria como aceite de maiz (AIN-76).

-AGTT7: dieta AGT a niveles recomendados de grasa, obtenida por sustitucion
de 1% (p/p) de aceite de maiz de la dieta C7 por 1% (p/p) de AVPH rico en AGT
(51%).

- CLAT7: dieta CLA a niveles recomendados de grasa, obtenida por la
sustitucion de 1% (p/p) de aceite de maiz de la dieta C7 por 1% (p/p) de aceite rico
en CLA (75,6%).

- C20: dieta control a niveles elevados de grasa (20%, p/p), obtenida a partir
de la sustitucion de 13% (p/p) de los hidratos de carbono (almidon) de la dieta C7
por 13% (p/p) de aceite de maiz.

- AGT20: dieta AGT a niveles elevados de grasa, obtenida por la sustitucion
de 2,86% (p/p) de aceite de maiz de la dieta C20 por 2,86% de AVPH rico en AGT
(51%).

- CLA20: dieta CLA a niveles elevados de grasa, obtenida por la sustitucion
de 2,86 % (p/p) de aceite de maiz de la dieta C20 por 2,86% de aceite rico en CLA
(75,6%).

El nivel de grasa, y en consecuencia la densidad energética (38,5%), de las
dietas C20, AGT20 y CLA20 fue superior al nivel recomendado en normas
alimentarias especificas de diferentes sociedades cientificas, aunque estuvo basado
en un alto consumo observado frecuentemente en nuestra poblacion. Todas las dietas
excedieron las recomendaciones de AG esenciales. El aceite de maiz utilizado fue
seleccionado como fuente de PUFA y por su alto contenido en LA. Cada dieta fue
preparada semanalmente, conservada a 4°C y ofrecida a los animales diariamente
durante el periodo experimental (30 dias).

Para la suplementacion con AGT se utiliz6 AVPH con elevado contenido de
AGT (51%) provisto por C.A.L.S.A. (Compafiia Argentina de Levaduras S.A.,
Buenos Aires, Argentina), el mismo contiene una mezcla de AGT donde los tres
isomeros mayoritarios son: OA, 10t-18:1 y VA. La contribucién energética de los
AGT (% de energia) fue 1,17 % en la dieta AGT7y 2,87% en la dieta AGT20. Los
CLA fueron aportados por una mezcla comercial conteniendo cantidades

equimoleculares de RA (37,7%) y 10t,12c-18:2 (37,9%) gentilmente provista por
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Lipid Nitrition B.V. La composicion relativa de los AG individuales (Tabla 2) fue
idéntica entre los grupos C7 vs. C20, AGT7 vs. AGT20 y CLA7 vs.CLA20.

Con el objetivo de optimizar el uso de animales de experimentacién para
comparar separadamente los efectos de los AGT del de los CLA a ambos niveles de
grasa, se realizaron las experiencias con los 6 grupos al mismo tiempo. No obstante,

los estudios comparativos se realizaron separadamente para AGT y CLA.

Tabla 1: Composicion de las dietas experimentales

g/kg dieta” C7 AGT7 CLA7 C20 AGT20 CLA20
Almidon 529,5 529,5 529,5 399,5 399,5 399,5
Sacarosa 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Caseina 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0 200,0
Aceite de
] 70,0 60,0 60,0 200,0 170,0 170,0

maiz
AVPH - 10,0 - - 30,0 -
Mezcla CLA - - 10,0 - - 30,0
Fibras 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Minerales 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
L-Cisteina +

3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
L-Metionina
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Energia

16,6 16,6 16,6 19,2 19,2 19,2
MJ/kg)

(*) Las dietas fueron preparadas de acuerdo a las recomendaciones de la AIN-93G, excepto por la
fuente de AG que corresponde a la AIN-76 y los niveles de grasas dietarias.

C7: dieta control conteniendo aceite de maiz a niveles recomendados de grasa; AGT7: dieta AGT a
niveles recomendados de grasa con sustitucion de aceite rico en AGT (1%); CLA7: dieta CLA a
niveles recomendados de grasa con sustitucién de aceite rico en CLA (1%); C20: dieta control
conteniendo aceite de maiz a elevados niveles de grasa; AGT20: dieta AGT a elevados niveles de
grasa con sustitucion de aceite rico en AGT (2,86%); CLA20: dieta CLA a elevados niveles de grasa
con sustitucion de aceite rico en CLA (2,86%).
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Tabla 2: Composicion de 4cidos grasos de las dietas experimentales

Acidos grasos®™ C7 AGT7 CLA7 (C20 AGT20 CLA20
14:0 0,05 0,06 0,04 0,05 0,06 0,04
16:0 12,29 12,11 11,27 12,29 12,11 11,27
7c-16:1 0,11 0,09 0,09 0,11 0,09 0,09
17:0 0,07 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06
18:0 1,90 3,17 1,95 1,90 3,17 1,95
(6-8)t-18:1 0,00 0,81 0,00 0,00 0,81 0,00
EA 0,00 1,04 0,00 0,00 1,04 0,00
10t-18:1 0,00 1,52 0,00 0,00 1,52 0,00
VA 0,00 1,38 0,00 0,00 1,38 0,00
12t-18:1 0,00 1,07 0,00 0,00 1,07 0,00
(6-8)c+(13-14)t-18:1 0,00 1,18 0,00 0,00 1,18 0,00
OA 30,39 27,90 27,78 30,39 27,90 27,78
11c-18:1 1,15 1,45 1,12 1,15 1,45 1,12
19:0 0,00 0,08 0,00 0,00 0,08 0,00
9t,12t-18:2 0,00 0,19 0,00 0,00 0,19 0,00
9¢,12t-18:2 0,00 0,11 0,00 0,00 0,11 0,00
9t,12¢-18:2 0,00 0,10 0,00 0,00 0,10 0,00
RA 0,00 0,00 5,38 0,00 0,00 5,38
10t,12¢-18:2 0,00 0,00 5,42 0,00 0,00 5,42
LA 52,34 44,95 4508 52,34 44,95 45,08
ALA 0,96 0,83 0,82 0,96 0,83 0,82
20:0 0,45 0,39 0,39 0,45 0,39 0,39
8¢-20:1 0,20 0,18 0,17 0,20 0,18 0,17
22:0 0,00 0,05 0,00 0,00 0,05 0,00
> NI 0,00 1,29 0,42 0,00 1,29 0,42
> AGT 0,00 6,22 10,80 0,00 6,22 10,80
Y SFA 14,76 1592 13,71 14,76 15,92 13,71
Y MUFA 31,85 30,80 29,17 31,85 30,80 29,17
> PUFA 53,30 45,78 4591 53,30 45,78 45,91

(**) Los valores de cada acido graso estan presentados como porcentaje de FAME. C7: dieta control
conteniendo aceite de maiz a niveles recomendados de grasa; AGT7: dieta AGT a niveles
recomendados de grasa con sustitucion de aceite rico en AGT (1%); CLA7: dieta CLA a niveles
recomendados de grasa con sustitucion de aceite rico en CLA (1%); C20: dieta control conteniendo
aceite de maiz a elevados niveles de grasa; AGT20: dieta AGT a elevados niveles de grasa con
sustitucion de aceite rico en AGT (2,86%); CLA20: dieta CLA a elevados niveles de grasa con
sustitucion de aceite rico en CLA (2,86%). NI: acidos grasos no identificados. ZAGT: sumatoria de
acidos grasos trans. XSFA: sumatoria de acidos grasos saturados. XIMUFA: sumatoria de acidos grasos
monoinsaturados cis. XPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis.
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3. EVALUACION DE PARAMETROS NUTRICIONALES

Un lote de 42 animales fue utilizado para las evaluaciones nutricionales. Al
comienzo del periodo experimental (dia 0) 6 ratas fueron sacrificadas (9.00 — 11.00
AM) bajo anestesia (1 mg de acepromacina + 100 mg de ketamina / kg de peso
corporal) con el fin de determinar la composicion corporal y €l contenido energético
inicial de la carcasa. El resto de los animales (n=36), se distribuyeron en los 6 grupos
experimentales siendo alojados en jaulas metabodlicas individuales y recibieron cada
una de las dietas experimentales mencionadas anteriormente. Los animales
diariamente fueron pesados, se registro la comida ofrecida y se recolectaron 1os restos
de alimento, heces y orina durante todo el tratamiento dietario (30 dias). Luego de
registrar el peso de los restos de alimento y materia fecal, las muestras fueron llevadas
a sequedad hasta peso constante y se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. L.a orina
fue recogida en recipientes con H2SO4 (2M) para mantener el pH < 2 y evitar
pérdidas de nitrégeno (N). Una vez registrado el volumen total de 24 hs., las muestras
de orina fueron centrifugadas y el sobrenadante conservado a -20°C para la posterior

cuantificacion de N.

3.1. INGESTA DIETARIA, ABSORCION APARENTE DE GRASA
Y GANANCIA DE PESO

3.1.1. Ingesta dietaria

La ingesta dietaria se determind por la diferencia entre la comida ofrecida y
la remanente. Para corregir los cambios en el contenido de agua, éstas ultimas fueron
llevadas a sequedad hasta peso constante y posteriormente fueron corregidas por el
factor de base seca estimado con una cantidad determinada (aproximadamente 10 g)

de comida ofrecida.

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
67



Metodologia General

3.1.2. Absorcion aparente de lipidos dietarios

Para determinar la absorcidén aparente de grasa muestras de alimento y heces
fueron sometidas a extraccion con solventes por el método de Twysselman. Las
grasas totales extraidas fueron cuantificadas gravimétricamente (Windham, 1999).
La absorcion aparente (AA) de grasa dietaria, como indice de biodisponibilidad, fue

calculada como el porcentaje de grasa ingerida que no fue excretada en materia fecal:

AA (%) = Grasa ingerida (mg/dia) - Grasa fecal (mg/dia) x 100
Grasa ingerida (mg/dia)

3.1.3. Ganancia de peso

Con los datos obtenidos del registro diario de peso de los animales en cada
grupo experimental (promedio = SEM) se confeccionaron curvas de peso. Ademas,
para cada animal se calcul6 la ganancia de peso por diferencia entre el peso final de

la experiencia y el correspondiente al inicio de la misma (n=6 por grupo).

3.2. COMPOSICION CORPORAL Y EFICIENCIA ENERGETICA

De la misma manera que fuera descripto el sacrificio de los 6 animales al inicio
de la experiencia, los 36 animales que cumplimentaron los tratamientos nutricionales
fueron anestesiados y sacrificados para evaluar la composicion corporal y el
contenido energético final de la carcasa. Los cuerpos de los animales, tanto a dia 0
como a 30, fueron rasurados para eliminar el pelo en su totalidad. Posteriormente se
realiz6d una incision abdominal y fueron eviscerados. Las carcasas fueron pesadas y
llevadas a estufa a 60 °C hasta pesada constante, 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 fueron utilizadas para las

determinaciones de los contenidos de proteinas, grasas y agua.

3.2.1. Determinacion de proteinas

Alicuotas de carcasas secas, previamente trituradas y perfectamente

homogeneizadas, fueron utilizadas para cuantificar el contenido nitrégeno N por el
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método de Kjeldahl (Windham, 1999). Las muestras fueron digeridas con H2SO4
concentrado, de esta manera la materia organica fue destruida por oxidacion. El
proceso fue acelerado por el uso de catalizadores como CuSO4, y con la elevacién
de la temperatura de ebullicion del H2SO4 mediante el agregado de Na2SO4
anhidro. Toda la materia orgdnica de la muestra fue convertida CO2 y H20,
posteriormente eliminados por calentamiento. El N liberado y convertido en NH3
fue retenido como (NH4)2SO4. Posteriormente el NH4+ fue transformado
nuevamente en NH3 por adicidon de una solucion de alcalina (NaOH concentrado).
Este NH3 fue arrastrado por vapor de agua y recibido en un frasco colector con HCI
0,1N, donde form6 NH4CI. El exceso de HCI que no reacciond con el NH3, fue
titulado con NaOH 0,1N. Asi, los miliequivalentes de N proteico corresponden a la
diferencia entre los miliequivalentes de HCI totales presentes en el frasco colector y
los miliequivalentes de HCI en exceso. El contenido total de N de las carcasas secas
fue multiplicado por un factor de conversién de 6,25 para estimar la cantidad de
proteinas presentes (Rafecas y col., 1994). Los resultados fueron expresados como g

de proteinas/ 100 g de carcasa.

3.2.2. Determinacion de grasa

El contenido de grasa total fue determinado mediante el método de
Twysselman (Whindham, 1999). Alicuotas homogéneas de carcasas secas y
trituradas fueron sometidas a la extraccion con solvente (éter de petroleo). Luego el
contenido de grasa se cuantificod por gravimetria. L.os resultados fueron expresados

en g de grasa/ 100g de carcasa.

3.2.3. Determinacion de agua

El contenido de agua fue determinado mediante método de secado térmico
(Whindham, 1999). Para ello, se evalu¢ la pérdida de agua en alicuotas trituradas de
carcasas llevadas a estufa a 60 °C hasta peso constante. Los resultados fueron

expresados en g de agua/ 100g de carcasa.

3.2.4. Retencion energética corporal. Eficiencia energética

El contenido de proteinas y lipidos de la carcasa, cuantificados segun se

explicara anteriormente, fueron utilizados para calcular la retencion energética
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corporal y la eficiencia energética. Para tal fin, ambos contenidos fueron afectados
por los factores de conversién de Canolty (1976): 18,62 kJ/ g de proteinay 39,12 kJ/
g de lipido, respectivamente, para transformarlos en energia (kilojoules -kJ-). La
retencion proteica diaria (RPD) y 1a retencion grasa diaria (RGD) fueron estimadas
a partir de la diferencia en los contenidos de energia como proteinas y grasas al final
de la experiencia menos los respectivos valores iniciales divididos el tiempo
experimental. Luego, 1a retencidn energética total de la carcasa (RETC) fue calculada
a través de la suma de las retenciones de proteinas y grasa expresadas en unidades de

energia (kJ).

RETC (kJ/dia) = RPD (kJ) + RGD (kJ)

3.2.5. Eficiencia energética

La eficiencia energética (EE) durante el periodo experimental fue calculada
como el cociente entre la ganancia de energia diaria de la carcasa y la ingesta
energética diaria (IE) (Dulloo y Girardier, 1992; Bell y col., 1995; Specter y col.,
1995). La ingesta energética corresponde a la cantidad de alimento consumido
(g/dia) multiplicando por el numero de kJ aportados por gramo de dieta (Tabla 1).

Asi 1a eficiencia energética se calculd como la relacion:

EE = RETC (kJ/dia)
IE (kJ/dia)

3.3. UTILIZACION Y BALANCE DE NITROGENO.

3.3.1. Determinacion de Nitrégeno
En alicuotas de las muestras de orina, materia fecal y alimento recolectadas
diariamente fue cuantificado el N mediante el método de Kjeldahl (Whindham,

1999) segun se describid anteriormente. Los resultados fueron expresadas como g N
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excretados en orina/24 hs., g N excretados en materia fecal/24hs. o g N ingerido/24
hs.

3.3.2. Calculo del balance nitrogenado

Conociendo la cantidad y contenido de N de la comida ingerida, de la orina
y de las heces de cada animal, fue calculado el balance nitrogenado (BN) diario como
la diferencia entre N ingerido (Ning) y el N excretado en orina (Nu) y materia fecal

(Nmf), segtin 1a siguiente ecuacion:
BN = Ning - (Nu + Nmf)

E1 N excretado correspondiente a los tegumentos (piel, pelos, ufias. etc.), fue
omitido en la ecuacion por considerarse cuantitativamente despreciable frente a las

demas pérdidas de nitrogeno.

4. OBTENCION DE MUESTRAS DE SUERO Y TEJIDOS

Una serie de 36 animales (n = 6 por grupo experimental) alimentados con las
diferentes dietas experimentales, se sacrificaron como se describiera anteriormente
(anestesia: 1 mg acepromacina + 100 mg ketamina/ kg peso) con €l fin de obtener
muestras de sangre, tejidos y organos para su posterior evaluacion. Muestras de
sangre de vena cava, con 6 sin anticoagulante segin corresponda, fueron extraidas y
centrifugadas a 4°C. Alicuotas de plasma y/o suero fueron congeladas a -20°C hasta
el momento de su valoracion. Higado, musculo gastrocnemio y €l tejido adiposo
epididimal (TAE) completos fueron inmediatamente extraidos, congelados con una
pinza enfriada en nieve carbonica, pesados, morterizados y conservados en
ultrafreezer (-80°C) hasta su procesamiento.

El musculo representa aproximadamente el 45 % del peso corporal y para su
evaluacion se seleccion6 el musculo gastrocnemio, ya que, por su constitucion en
tipos de fibras, es representativo del tejido muscular total, el cual posee una elevada
capacidad oxidativa y de utilizacion de glucosa y AG. Con respecto al tejido adiposo,

a pesar de que en roedores representa solo un 7-10% de su peso corporal y que recibe
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menos del 5% del flujo sanguineo, se ha demostrado que es el principal tejido
responsable de la remocion de las lipoproteinas ricas en TG presentes en circulacion
en condiciones post-prandiales. Debido a esto, se utilizo el TAE como representativo

para el estudio del metabolismo lipidico.

5. DETERMINACIONES PLASMATICAS Y TISULARES

5.1. PARAMETROS SERICOS

En las muestras de suero o plasma se determinaron los niveles de TAG y
colesterol; asi como también las actividades de las enzimas Aspartato Amino
Transferasa (ASAT), Alanina Amino Transferasa (ALAT) y Fosfatasa Alcalina
(FAL).

5.1.1. Triacilglicéridos séricos

La concentraciéon de triacilglicéridos (TAG) en suero fue determinada
mediante un método enzimdtico empleando un kit comercial (SB, Santa Fe,
Argentina). E1 método se basa en la hidroélisis enzimatica (lipasas) de los Triglicéridos
generando glicerol y &cidos grasos libres. El glicerol es fosforilado a glicerol-fosfato
en presencia de la enzima glicerokinasa y ATP, luego este derivado fosforilado es
oxidado con produccion de peroxido de hidroégeno por accion de glicerol fosfato
oxidasa. El producto final de color es una quinoneimina roja formada a partir del
perdxido de hidrogeno, 4-aminofenazona y 4-clorofenol, con la accion catalitica de
una peroxidasa. L.a quinoneimina posee un pico de absorcion a 505 nm. La
intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de TAG

presentes en la muestra. Los resultados fueron expresados en mmol/1.
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5.1.2. Colesterol sérico

E1 Colesterol en suero fue determinado mediante kit comercial (SB, Santa Fe,
Argentina). Por este método los ésteres de colesterol son hidrolizados por la enzima
colesterol esterasa (CE) y el colesterol libre producido mas el colesterol libre existente
en suero es oxidado por la enzima colesterol oxidasa con formacion de peroxido de
hidrogeno. Este ultimo en presencia de peroxidasa, oxida el cromogeno 4-
aminofenazona/ fenol a un compuesto color rojo. Los resultados fueron expresados

en mmol/1.

5.1.3. Cuantificacion de la actividad de enzimas marcadoras de daiio

hepatico

En muestras de suero se determinaron las actividades de enzimas marcadoras
de dafio hepatico: ASAT, ALAT y FAL utilizando kits comerciales (Wiener Lab,

Rosario, Argentina).

La ASAT cataliza la reaccion:

ASAT

L-aspartato + a-cetoglutarato — glutamato + 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 nm. La intensidad de color obtenida es

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

La ALAT cataliza la reaccion:

ALAT

L-alanina + a-cetoglutarato — glutamato + piruvato
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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/1.

La FAL desdobla al fenilfosfato de sodio en medio alcalino tamponado con
aminometil propanol (AMP). El fenol liberado se determina por reaccién con 4-
aminoantipirina y ferricianuro como agente oxidante. El color desarrollado es
directamente proporcional a la actividad enzimatica y se mide a 520 nm. Los

resultados se expresaron en Ul/1.

5.2. DETERMINACIONES TISULARES

5.2.1. Contenido de triacilglicéridos en higado y musculo

Para cuantificar el contenido de TAG tisulares alicuotas de muestras de
tejidos conservados a - 80 °C fueron homogeneizadas con diez volumenes de
solucion fisiologica fria (4 °C, dilucién 1:10). El contenido de TAG fue determinado
mediante la técnica propuesta por Laurell (1966). Los TAG fueron extraidos
utilizando una mezcla éter isopropilico: etanol (95:5; v/v) y luego fueron
saponificados con una solucion KOH 6N: etanol (0,5:9,5; v/v). El glicerol liberado
fue cuantificado mediante el ensayo de Lambert y Neish (1950) que consiste en la
oxidacion del glicerol con peryodato generando un mol de &cido formico y dos moles
de formaldehido por cada mol de sustrato. El formaldehido reacciona a 100°C con
acido cromotropico para dar un compuesto violeta, cuya intensidad de color se mide
a 570 nm y es proporcional a la cantidad de TAG presentes en la muestra. Los

resultados fueron expresados como pmol de TAG/g tejido humedo.

5.2.2. Contenido de colesterol en higado

Muestras de tejido hepatico fueron homogeneizadas con un volumen

apropiado de solucidon fisiologica fria (4°C) para obtener una dilucion 1:2. En
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alicuotas de estos homogenados fue realizada la extraccion de lipidos por el método
de Folch (1957). El extracto lipidico obtenido fue transferido a otro tubo de
extraccion y el solvente fue evaporado bajo corriente de gas N2. Este extracto fue
resuspendido y el contenido de colesterol fue cuantificado mediante kit comercial
(SB, Santa Fe). Los resultados fueron expresados como pumol de colesterol/g tejido

humedo.

6. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LIiPIDOS
PLASMATICOS, TISULARES Y DE SECRECION
BILIAR

La composiciéon de AG totales fue determinada por cromatografia gaseosa
(GLC, del inglés gas liquid chromatography), metodologia que requiere una
preparacion previa de la muestra. En una primera etapa los lipidos totales fueron
extraidos; posteriormente, los AG esterificados del extracto fueron convertidos a
ésteres metilicos (derivatizacion) y analizados cromatograficamente. Los ésteres
metilicos delos AG (FAME, del inglés fatty acids methyl esters), fueron identificados

por comparacion con los tiempos de retencion relativos a estandares comerciales.

6.1. OBTENCION DEL EXTRACTO LIPIDICO

Los lipidos totales fueron extraidos por el método de Bligh y Dyer (1959). Este
método permite una rapida extraccion de lipidos de tejidos, suero y/o secreciones.
Brevemente, las muestras fueron homogeneizadas con cloroformo, metanol y agua
en proporciones 1:2:0,8 para formar una sola fase miscible con la muestra,
extrayendo de esta forma, tanto la grasa libre, como la estructural. El volumen de
suero o los gramos equivalentes de tejido a extraer, deben aportar el 80% de humedad
al sistema, por consiguiente la misma fue ajustada agregando la cantidad de agua
necesaria para conservar las mencionadas proporciones de la mezcla que permiten la
formacion del sistema homogéneo. Posteriormente se cambian las proporciones

cloroformo, metanol y agua del sistema para lograr la separacion de fases. LLuego, los
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extractos fueron centrifugados, la fase acuosa fue descartada y la fase organica
evaporada bajo corriente de gas N2. Los extractos lipidicos asi obtenidos continuaron
con su procesamiento o fueron resuspendidos en Hexano y conservados en viales
apropiados herméticamente cerrados bajo corriente de N2 gas, a -80° C para su

posterior analisis.

6.2. DERIVATIZACION DE LOS ACIDOS GRASOS

El punto de ebullicibn anormalmente alto de los AG, impide su analisis
directo por GLC. Por esta razon los AG, esterificados y libres, presentes en la
muestra fueron convertidos en FAME utilizando BF3 en metanol, de acuerdo al
procedimiento de derivatizacion de la Norma ISO 5509 (2000). Los FAME
obtenidos fueron luego extraidos con 5 ml de Hexano (calidad HPLC) para conseguir
una concentracion final aproximada de 15 a 20 mg/ml, quedando listos para su

analisis por GLC.

6.3. ANALISIS DE LOS METILESTERES DE ACIDOS GRASOS

Los FAME de las distintas muestras fueron analizados en un cromatografo
de gases GC-2014 (Shimadzu) e identificados mediante comparacién de sus tiempos
de retencidn absolutos (RT) y relativos (RRT) con los de estandares comerciales. El
método utilizado para analizar los AG por GLC fue desarrollado en el marco del
Proyecto CYTED 208RT0343 (Ver Anexo I “Estudios Preliminares”) y parcialmente
publicados (Masson y col., 2015). Los resultados de los FAME individuales fueron
calculados como porcentaje FAME totales. Aquellos AG con concentraciones
inferiores a 0,5% fueron considerador como menores y expresados como sumatoria.

La retencion de AG en los tejidos fue calculada aplicando la siguiente
formula:

Retencidon de AG = % AG tejido x 100
% AG dieta

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
76



Metodologia General

7. PARAMETROS ASOCIADOS AL METABOLISMO
LIPIDICO

7.1. SECRECION HEPATICA DE TRIACILGLICERIDOS PRE-p-
LIPOPROTEINAS

Dado que los niveles de TAG plasmaticos son regulados por la velocidad de
secrecion hepatica (VSTAG) y remocion plasmatica de TAG, fueron estudiados
algunos mecanismos regulatorios de los niveles de TAG. La velocidad de secrecion
de pre-f lipoproteinas TAG “in vivo” fue determinada mediante la metodologia
propuesta por Otway y colaboradores (1967), posteriormente adaptada (Bernal y col.,
1989). La misma se fundamenta en la inhibicion de la remocidn intravascular de las
lipoproteinas de 6 < 1,006 g/ml por la administracion de Triton WR 1339. Asi, los
TAG se acumulan en el sistema vascular en forma proporcional a la velocidad con
la que son secretados por el higado.

Animales ayunados 12-18 hs. fueron anestesiados como se menciono
anteriormente. Luego, Triton WR 1339 al 10 % (v/v) en cloruro de sodio 0,9 %
(dosis: 600 mg/kg peso) fue administrado por via endovenosa. Muestras de sangre
fueron tomadas para la separacion del suero y cuantificacion de TAG a tiempo 0 y
120 minutos (previo y dos horas posteriores a la administracion de la droga). El
volumen plasmatico (Vp) fue determinado en una experiencia paralela mediante la

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

La velocidad de secrecion de triglicéridos fue calculada mediante 1a siguiente

ecuacion:
VSTAG (nmol/100g/min) = ([TAG120] - [TAGO) x Vp / (P x t)

Donde [TAG120] y [TAGO] corresponden a las concentraciones de TAG a
tiempo 120 y 0 min, respectivamente post-administracion del Triton WR 1339 y

expresadas en pmol/ml, P: el peso en gramos del animal, Vp en ml y t en minutos.
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En trabajos previos (Bernal y col., 1989) fue demostrado que la dosis elegida en ratas
es la que provee la maxima inhibicidn de la clarificacion de VLDL-TAG y que bajo
esas condiciones el acimulo de TAG en el plasma es lineal hasta los 150 min, razén
por la que soélo se cuantificaran los niveles de TAG a los tiempos 0 y 120 min. Estas
condiciones fueron corroboradas para asegurar que fueran adecuadas para las

experiencias realizadas.

7.2. REMOCION PLASMATICA DE TRIACILGLICERIDOS
PRE-B-LIPOPROTEINAS

7.2.1. Actividad de LPL en tejido adiposo epididimal

El tejido adiposo de la rata representa s6lo un 7-10% de su peso corporal y
recibe menos del 5% del flujo sanguineo, pese a ello fue demostrado que es el
principal tejido responsable de la remocidén de las lipoproteinas ricas en TAG
presentes en circulacion. La actividad LPL en tejido adiposo epididimal (TAE) se
determin6é mediante el método fluorométrico descripto por Del Prado (1994). Para
tal fin, una cantidad de TAE se homogeneiz6 con buffer Tris-HCI 0,2M, pH 8,2 a
4°C, en una relacion 0,2 g de tejido/mL de buffer y se homogeneizo6 en frio. Una
alicuota del homogenado fue utilizada para la preparacion del extracto enzimatico
“polvo de acetona” (Lutz y col., 1989). Esta preparacion consiste en una doble
extraccion con acetona fria (dil.1:4, -20°C) seguida de doble extraccion con éter
dietilico frio. El polvo de acetona se llevo a sequedad bajo corriente de N2 durante 1
h. a4 °Cy se resuspendi6 en 1 ml de buffer NH4Cl1 25 mM, pH 8,1 con 1 Ul/ml de
heparina. La concentracién de proteinas en el resuspendido se determind por el
método de Lowry (1979).

El método fluorimétrico para determinar la actividad de la enzima LPL
descripto por Del Prado, utiliza di-butiril fluoresceina (DBF) como sustrato
enzimatico, el mismo fue sintetizado a partir de la mezcla de fluoresceina con
piridina y anhidrido butirico. La mezcla fue almacenada a temperatura ambiente por
24 hs., previa adicion de etanol absoluto. Finalmente, la mezcla se guardo en freezer
a-20°C por 18 hs. El DBF fue cristalizado en 95% de etanol en sucesivas veces hasta

remover las trazas de fluoresceina libre. L.a pureza del producto final se evalud
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realizando un espectro de emision, comprobando que no existia pico de excitacion
de fluoresceina a 490 nm.

La reaccion enzimadtica se llevo a cabo a 37°C en buffer fosfato 0,1 M, pH 8,0,
conteniendo 5% de 2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto enzimatico
resuspendido, teniendo en cuenta de no superar 15 mg de proteina en la mezcla de
reaccion. La cuantificacion de la actividad LPL se determin6 midiendo por 5 min el
aumento de fluorescencia (A de excitacion= 490 nm; £ de emision= 530 nm) producto
de la liberacion de fluoresceina como consecuencia de la hidrolisis enzimatica del
DBF. Paralelamente, €l mismo ensayo fue llevado a cabo en presencia de NaCl 1M
para inhibir la actividad enzimatica especifica. La actividad LPL del tejido adiposo
se determind sustrayendo la actividad lipolitica no especifica (determinada en
presencia de NaCl) de la actividad lipolitica total (determinada en ausencia de NaCl
IM). Los resultados se expresaron como nmol de fluoresceina liberada por minuto
por gramo de tejido (nmol de fluoresceina/min/g) y por tejido adiposo epididimal

total (nmol de fluoresceina/min/TAE).

7.2.2. Actividad de LPL en musculo gastrocnemius

El musculo gastrocnemio conservado a -80°C fue homogeneizado (dil 1:10)
en una solucion buffer NH4C1/NH4OH - heparina (50 mM, pH 8,6, conteniendo 4
Ul/ml de heparina). Luego de reposar 15 min a 4°C los homogenados fueron
centrifugados a 2600 g a 4°C durante 15 min obteniéndose los extractos crudos
frescos tisulares. La cuantificacion de la actividad LPL se realiz6 midiendo por 5 min
el aumento de fluorescencia (A de excitacion= 490 nm; A de emision= 530 nm)
producto de la liberacion de fluoresceina como consecuencia de la hidrolisis
enzimatica del DBF. La reaccion enzimadtica se llevo a cabo a 37°C en buffer fosfato
0,1M, pH 8,0, conteniendo 5% de 2-etoxietanol, 10 mM de DBF y extracto
enzimatico resuspendido, teniendo en cuenta de no superar 15 mg de proteina en la
mezcla de reaccion. La actividad LPL medida fue expresada como nmol de

fluoresceina liberada por min por gramo de musculo (nmol de fluoresceina/min/g).
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7.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACETIL-CoA CARBOXILASA
HEPATICA

Para la determinacion de la actividad de 1a enzima acetil-CoA carboxilasa se
realizd un homogenado a partir de tejido hepatico conservado a -80 °C en buffer
fosfato pH: 7.0 (KH2PO4 9 mM, K2HPO4 85 mM, ditiotreitol 1 mM y KHCO3 70
mM) en relacidén 1:10, el cual fue posteriormente centrifugado a 100.000 g a 4 °C
durante 60 minutos. Un volumen del sobrenadante de centrifugacion fueron
incubados 10 min a 37 °C con el medio de reaccion (Tris-HCI 50 mM, citrato de
potasio 10 mM, MgCl12 10 mM, glutation reducido 3,75 mM, albtimina sérica bovina
0,75 mg/ml, acetil-CoA 0,125 mM, fosfoenolpiruvato 0,50 mM, NADH 0,125 mM,
piruvato kinasa 5,6 U/ml y lactato deshidrogenasa 5,6 U/ml), ATP 150mM y
KHCO3. La actividad de la enzima se determiné siguiendo el decaimiento de la
absorbancia a 340 nm por oxidacion del NADH durante 3 minutos y se expresé como
nmol NADH/min/mg proteina (Zimmermann y col., 2003). La concentracion de

proteinas se estimo en el sobrenadante utilizando la técnica de Lowry (1951).

8. EXTRACCION, ANALISIS Y CUANTIFICACION DE
ARN Y 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 con kit DNA-free (Applied Biosystems, Foster
City, California, USA) para remover cualquier contaminacion con ADN gen6mico.
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 transcripcion reversa para sintetizar la primera cadena
de ADN complementaria (ADNc) usando el kit de sintesis M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, Argentina).

Se analizaron los niveles de ARNm de las enzimas vinculadas a 1a lipogénesis,

sintetasa de acidos grasos (FAS), A9-desaturasa (SCD1) y de la principal enzima
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vinculada a la B-oxidacion: carnitina palmitoil transferasa- Ia (CPT-Ia). También se
evaluo el nivel de expresion de los factores de transcripcion: SREBP-1¢c y PPAR-a.
Los niveles de ARN fueron cuantificados usando PCR en tiempo real con un
equipo de deteccion StepOne TM Real-Time PCR (Applied Biosystems). Los niveles
de B-actina fueron medidos de la misma manera y utilizados como gen de referencia.
Se tomaron 0,1 pl de cada ADNCc que fueron agregados a la mezcla de reaccion de
PCR, SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) con los primers (pares de
oligonucleotidos) correspondientes (600nmol/1 para FAS y SCD1, y 900nmol/1 para
CPT-Ia, PPAR-a y SREBP-1c¢). Los oligonucleétidos especificos fueron disefiados
utilizando informacion en Genbank, sintetizados comercialmente (Invitrogen

Custom Primers) y las secuencias fueron:

FAS: 5’-AGCCCCTCAAGTGCACAGTG-3’ (sentido);
S-TGCCAATGTGTTTTCCCTGA-3’ (antisentido).

SREBP-1c:  5’-GGAGCCATGGATTGCACATT-3’ (sentido);
5’-GCTTCCAGAGAGGAGCCCAG-3’ (antisentido).

CPT-Ia: S-ACGTGAGTGACTGGTGGGAAGAAT-3’ (sentido);
S -TCTCCATGGCGTAGTAGTTGCTGT-3’ (antisentido).

SCD1: S-TGGGTTGGCTGCTTGTG-3’ (sentido);
5’-GCGTGGGCAGGATGAAG-3’ (antisentido).

PPARa: 5’-CCCCACTTGAAGCAGATGACC-3’ (sentido),
5 -CCCTAAGTACTGGTAGTCCGC (antisentido).

Las condiciones de amplificacion de la PCR fueron: 2 minutos iniciales a
50°C, desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos combinados con anillado y extension

a 60°C por 1 minuto. En todas las muestras, los niveles de ARN mensajero fueron
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normalizados segn los valores obtenidos para -actina y los resultados expresados

usando el método recomendado de 2-AACt (Livak y col., 2001).

9. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL STRESS
OXIDATIVO HEPATICO

El dafio peroxidativo a nivel hepatico fue analizado mediante las sustancias
reactivas al 4acido tiobarbiturico (TBARS) y parametros relacionados a las defensas
tisulares antioxidantes, como las actividades de enzimas claves detoxificantes y

niveles de glutation.

9.1. DETERMINACION DE NIVELES DE LIPOPEROXIDACION

El dafio peroxidativo a nivel hepatico fue evaluado a través del grado de
lipoperoxidacion (LPO), analizado mediante las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS). Para tal fin, los higados fueron rapidamente removidos y
lavados en solucion salina enfriada a 4°C y secados. La determinacion fue realizada
en homogenados hepaticos preparados en una proporcion de 1/10 (p/v) con KCl
1,15% de acuerdo al método de Ohkawa y col. (1979). El método consiste en la
reaccion del acido tiobarbitrico con un producto secundario de la peroxidacion
lipidica, identificado como malondialdehido (MDA), formado durante la incubacion
de homogenados tisulares bajo condiciones aerobicas, para producir en medio
acético y en caliente, un cromogeno rojo con un pico de absorcion
espectrofotométrica a 532 nm. Los resultados se expresaron en nmol MDA /g tejido

humedo.

9.2. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA CATALASA

La actividad de la enzima catalasa fue determinada por el método de Cohen

y colaboradores (1970). Para ello se obtuvieron homogenados hepaticos con buffer
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fosfato 50 mM a pH 7.0 en una relacién de 1/10 (p/v), los cuales fueron luego
centrifugados a 700 g durante 10 minutos a 4 °C, para remover los nucleos y restos
celulares. La determinacion de la actividad catalasa se fundamenta en la cantidad de
H202 degradada por la enzima, medida en buffer fosfato 50 mM, pH 7.0
conteniendo Triton X-100 al 1%. La disminucion en el contenido de H202 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 (Aebi, 1984;
Cohen y col., 1970). La concentracion de proteinas en el sobrenadante obtenido
luego de la centrifugacion de los homogenados fue determinada por el método de
Lowry (1951).

9.3. CONTENIDO DE GLUTATION REDUCIDO (GSH)

La determinacion de GSH se realiz6 en homogenados hepaticos obtenidos en
una proporcion 4:1 con acido tricloroacético al 5%. Se obtuvo el sobrenadante por
centrifugacion y se determiné GSH segun la técnica de Ellman (1979). Muestras de
tejido hepatico fueron homogeneizadas en acido tricloroacético al 5% en HCI 0,01
M en una relacidon 1:4, para obtener asi los tioles no proteicos, por precipitacion de
las proteinas. Luego, el homogenado fue centrifugado a 4°C a 500 g durante 5
minutos. Una alicuota del sobrenadante fue neutralizada con NaOH 1 M,
posteriormente se realiz6 la determinacidén con 50 pl de sobrenadante neutralizado y
2 ml de DTNB (5,5 ditiobis-2-nitrobenzoico) 0,1 mM en buffer Tris-HCI1 0,1 M pH
8,0. El desarrollo de color se midi6 espectrofotométricamente a 412 nm y se
cuantifico el contenido de GSH frente a 1a absorbancia de un testigo de concentracién

conocida. Los resultados se expresaron como pmol de GSH/g de tejido humedo.
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10. EVALUACION DE LA FUNCION HEPATICA

10.1. DETERMINACION DEL FLUJO BILIAR

Para el estudio “in vivo” del flujo biliar (FB) en condiciones basales, animales
de cada grupo dietario fueron anestesiados; posteriormente se procedio a cateterizar
el colédoco con un catéter P10. Muestras de secrecion biliar fueron recolectadas cada
15 min durante 1 hora. El FB se estim6 gravimétricamente asumiendo una densidad
de la bilis de 1 g/ml. Los valores fueron expresados en [J1/min/100 g de rata.
Muestras de bilis fueron congeladas y conservadas a la temperatura de -80°C hasta
su procesamiento. Se estim6 ademas, el flujo biliar independiente de acidos biliares
(FBIAB) por extrapolacion de la recta de regresion obtenida luego de correlacionar

el flyjo biliar y 1a velocidad de excrecion biliar, a cero de excrecion de acidos biliares.

10.2. NIVELES DE LiPIDOS BILIARES

Alicuotas de la bilis recolectada y conservada a —80°C fueron empleadas para
evaluar su composicion y cuantificar los niveles de acidos biliares (AB), colesterol,

fosfolipidos (FL) y proteinas.

10.2.1. Acidos Biliares

En Ia bilis obtenida se analizaron los niveles de 4acidos biliares por el método
de Talalay (1960) este se fundamenta en la oxidacion del grupo hidroxilo 3-a del
nucleo de los acidos biliares por la enzima 3-a hidroxiesteroide deshidrogenasa,
formando NADH. Por cada mol de AB oxidado se origina 1 mol de NADH. Los

resultados fueron expresados como [J mol/ml.

10.2.2. Colesterol en bilis
Los niveles de colesterol en bilis se determinaron por un método
espectrofotométrico (descripto en la seccion 9.1.3), utilizando un kit enzimatico (SB,

Santa Fe). Los resultados fueron expresados como mmol/ml.
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10.2.3. Proteinas en bilis

Para la determinacion de proteinas en bilis se empled el método de Lowry

(1979). Los resultados fueron expresados como mg/ml.

10.2.4. Contenido de fosfolipidos en bilis

Los FL totales de 1a bilis fueron determinados por el método de Bottcher y
col. (1960). Inicialmente, luego de la extraccion de los lipidos por el método de Bligh
y Dyer (1959), el solvente (Hexano) conteniendo la muestra a analizar o los
estandares fue evaporado en una manta calefactora de bloque seco, a una
temperatura controlada de 80 a 100 °C. Posteriormente, en €l mismo equipo, fue
realizada la digestion de las muestras con acido perclorico a temperatura controlada
de 180 °C durante 40 min, y fue detenida por enfriamiento rapido en bafio de agua.
El método colorimétrico utilizado se fundamenta en el pasaje de los grupos fosfato a
acido fosfomolibdico en medio 4cido, el que luego es reducido por accion del acido
ascorbico. La reaccion fue realizada en bafio de agua a 100 °C y detenida por
enfriamiento rdpido en bafio de agua. Seguidamente la absorbancia de los
compuestos formados fue medida espectrofotométricamente a 800 nm, dentro de los
15 min posteriores al enfriamiento de los tubos de reaccion. Los resultados fueron

expresados como nmol/ml.

10.3. VELOCIDAD DE EXCRECION DE LOS COMPONENTES
DE LA BILIS

Las velocidades de excrecion de los diferentes componentes de 1a bilis fueron
calculadas como el producto entre €l FB y la concentracion de cada uno de ellos. Los

resultados fueron expresados de la manera siguiente:

Velocidad de excrecion de AB: umol/min/100g rata
Velocidad de excrecidon de colesterol: mmol/min/100g rata
Velocidad de excrecion de FL: nmol/min/100g rata

Velocidad de excrecidon de Proteinas: mg/min/100g rata
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11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los diferentes parametros evaluados se realizd en
forma separada para los grupos de animales que recibieron AGT a las 2 dosis y CLA
a las 2 dosis. Los resultados fueron expresados como la media = SEM de seis
animales por grupo. Los datos se analizaron estadisticamente mediante test de
analisis de varianza de dos vias (ANOVA 2x2) utilizando los niveles de grasa dietaria
y la suplementacion con AGT o CLA como variables independientes. Todas las
comparaciones multiples post hoc fueron realizadas utilizando el test de Scheffé.
En aquellos casos que se compararon sOlo 2 grupos, los mismos fueron
analizados estadisticamente por test de Student’s. Las diferencias fueron

consideradas estadisticamente significativas para p < 0,05.
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RESULTADOS - PARTE 1

EFECTOS DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS A
NIVELES RECOMENDADOS O ELEVADOS DE GRASA
DIETARIA EN UN MODELO EXPERIMENTAL

Conforme a los objetivos planteados para evaluar los posibles efectos de la
ingesta de AGT en el presente modelo experimental, se describen a continuacion las
experiencias realizadas considerando dos variables independientes fijadas en el
protocolo:

a) el nivel de grasa en las dietas: recomendado y elevado.

b) presencia o no de AGT: sustitucion parcial del aceite dietario con aceite

rico en isOmeros trans.

I.1. PARAMETROS NUTRICIONALES.

I.1.1. INGESTA DIETARIA, DIGESTIBILIDAD GRASA Y
GANANCIA DE PESO

Las dietas fueron bien aceptadas por los cuatro grupos experimentales con un
promedio de ingesta diaria de comida (g/dia) de 15,2 = 1,0 para C7; 15,0 £ 0,5 para
AGT7;13,2 £ 0,6 para C20; 13,8 = 0,8 para el grupo AGT20. La ingesta de dietas
ricas en grasas disminuyd el consumo de alimento, sin afectar la ingesta energética
(Tabla 1), mientras que la sustitucion parcial con AGT no tuvo efecto sobre estos dos
parametros. La absorcion aparente de grasa no mostr6 diferencias por la presencia
de AGT a niveles recomendados de grasa, aunque si por el nivel de grasa en la dieta

en presencia de AGT.
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Al inicio del estudio, los pesos promedio de los animales de los cuatro grupos
experimentales fueron similares; al final de la experiencia, la ganancia de peso
corporal increment? ligera, aunque significativamente, por efecto de la presencia de
AGT vy la cantidad de grasa de la dieta, sin un efecto aditivo de ambas variables

(Figura 5 y Figura 6).

Figura 5: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la evolucién del peso corporal
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Valores expresados como el promedio = SEM (n=6). C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles
recomendados de grasa sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control a elevados niveles de
grasa; AGT20, dieta de elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

No se observaron signos de dafio hepatico en los animales por la ingesta de
las diferentes dietas, el mismo fue evaluado a través de las actividades de las enzimas
ASAT, ALAT y FAL. Los resultados fueron (Ul/1): ASAT, C7: 41,7 £ 2,7; AGT7:
41,6 +2,0; C20: 41,6 + 2,2; AGT20: 48,0 £ 2,2. ALAT,C7: 18,4+ 1,1; AGT7: 15,9
+0,9; C20: 19,0 = 0,9; AGT20: 19,1 +2,0. FAL, C7: 605,4 = 33,3; AGT7: 626,2 £
53; C20: 732,9 + 34,8; AGT20: 618,1 £43,8.
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Figura 6: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la ganancia de peso
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

I.1.2. COMPOSICION CORPORAL. EFICIENCIA ENERGETICA

Los posibles cambios en la composicion corporal inducidos por las diferentes
dietas se evaluaron mediante los contenidos de proteinas, grasay agua en las carcasas
correspondientes a los animales de cada grupo. La composicién corporal no se
modifico por la presencia de AGT en la dieta, aunque se pudo observar una tendencia
hacia un mayor contenido de grasa corporal en las carcasas de animales que
consumieron dietas ricas en grasa (Tabla 3).

La retencién energética total corporal (RETC) se estimd a partir de la
composicion corporal centesimal y de la ganancia de peso al finalizar el periodo
experimental. Como se muestra en la Tabla 3, un ligero aumento, aunque no
significativo, se observo en la RETC de los animales que recibieron dieta con AGT
a niveles recomendados de grasa, mientras que dicho pardmetro incremento
significativamente en los animales alimentados con elevados niveles de grasa
dietaria. Esto estuvo asociado a un significativo aumento en la retencion energética
como grasa y proteinas. Estos resultados condujeron a un incremento en la eficiencia

energética (EE) de los animales que recibieron dietas ricas en grasa.
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Tabla 3: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre pardmetros nutricionales y

composicion corporal

C7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
Ingesta (kJ/30 dias)
7676 £ 359 7567+ 131 7795+ 191 7574+ 275 NS

Absorcion aparente de grasa (%)
90,2+£0,9* 924%1* 955%0,5° 952+£0,7° G

Composicion de carcasa (g/100g)

Proteinas 18,9+ 0,8 17,4 £0,7 17,8 £0,7 18,4 £0,9 NS
Grasa 12,0 £0,9 12,1£1,3 13,0£1,1 12,8 £0,9 NS
Agua 63,5+1,0 634+14 61,6 +1,1 62,1+1,9 NS
Energia retenida en carcasa (kJ)

Grasa 952+ 18 1083 +20** 1210+48" 1223 +40° G
Proteinas 672 £ 7% 679 £ 122 764 + 20° 782 + 35° G
Total 1616 £21* 1762+ 18* 1984 +31° 2005 % 20° G

Eficiencia energética (%)

14,0+ 0,3* 16,0£0,4* 18,1+£02°> 192+£0.7° G,T

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a recomendados niveles de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

I.1.3. BALANCE NITROGENADO

La ingesta de nitrogeno (N) no se modifico por presencia de AGT (Tabla 4),
pero disminuy6 en los grupos alimentados con dietas con elevado nivel de grasa. La
menor ingesta de N fue compensada por una disminucion en las excretas de N en los
grupos C20 y AGT20 en orina (36% para C20 vs. C7 y 20% para AGT20 vs. AGT7)
y en materia fecal (16% para C20 vs. C7 y 23% para AGT20 vs AGT7), de manera
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que no se observo un efecto diferencial sobre el BN en ninguno de los grupos

experimentales.

Tabla 4: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la ingesta, excrecion y balance de

nitrogeno

C7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
N Ingerido (mg/dia) 515 +42® 509 £19* 460 £21° 495+ 102° G

N Urinario (mg/dia) 213 +29® 200%17* 137+ 12" 160 +22° G
N Fecal (mg/dia) 33,7+3,3* 37,8+1,8* 282+ 1,6 29,3+0,6" G
BN Diario(mg/dia) 269 +21 276+17 294%+18 305 %21 NS

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT. N: nitrégeno, BN: balance nitrogenado.

I.1.4. PESOS DE ORGANOS Y TEJIDOS

El peso absoluto del higado se incremento significativamente por la presencia
de AGT y el nivel de grasa de la dieta, aunque estas variables no mostraron un efecto
aditivo. Cuando los resultados fueron expresados en forma relativa al peso corporal
(g higado/100g de peso corporal) no se observaron diferencias en ninguno de los
grupos experimentales. El peso del tejido adiposo epididimal (TAE) increment6, en
forma absoluta y relativa al peso del animal, por efecto de los AGT a nivel
recomendado de grasa y del nivel elevado de grasa dietaria; mientras que el peso del
tejido adiposo retroperitoneal (TARP) aument6 s6lo en los animales alimentados con
dietas ricas en grasa, también en forma absoluta y relativa al peso corporal. (Figura
7).
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Figura 7: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el peso de diferentes tejidos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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I.2. PARAMETROS ASOCIADOS AL METABOLISMO
LiPIDICO

1.2.1. NIVELES DE LiPIDOS PLASMATICOS Y TISULARES

La ingesta de dietas AGT7, C20 y AGT20 produjeron un aumento en los
TAG plasmaticos (Figura 8) aunque no se observo un efecto aditivo por la presencia
de AGT a altos niveles de grasa. Los niveles de colesterol circulantes no fueron
modificados por la sustitucion parcial con AGT, ni con la cantidad de grasa dietaria.

Comparado con C7, el contenido hepatico de TAG aumento
significativamente en los animales que consumieron AGT7, C20 y AGT20. Los
animales alimentados con dieta C20 mostraron los mayores niveles de TAG en
higado y la sustitucion parcial con AGT a elevados niveles de grasa atenu6 el
incremento observado en C20. Los niveles de colesterol en higado de animales
alimentados con dieta C20 mostraron un aumento del 67% respecto a los grupos que
consumieron niveles recomendados de grasa. Similar a 1o observado con los TAG,
la sustitucion parcial con AGT a elevados niveles de grasa atenud el incremento de

colesterol hepatico observado en el grupo C20 (Figura 9).

Figura 8: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre los niveles de lipidos plasmaticos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Figura 9: Efecto de los Acios Grasos Trans sobre el contenido de lipidos hepaticos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa

sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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En musculo gastrocnemio, €l consumo de dietas ricas en grasa condujo a una
marcada acumulacion de TAG, observandose una atenuacion de este aumento en el

grupo alimentado con la dieta AGT20 (Figura 10).

Figura 10: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el contenido de tracilglicéridos
en musculo gastrocnemio
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa

sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

Triglicéridos (umol/gTH)

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
95



Resultados

1.2.2. SECRECION HEPATICA DE TRIACILGLICERIDOS PRE-
B- LIPOPROTEINAS

La velocidad de secrecion de TAG (VSTAG) no se modifico por ingesta de
dietas AGT7 y C20; mientras que AGT20 aumentd significativamente este

parametro (Figura 11).

Figura 11: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la secrecién hepatica de

trialcilglicéridos pre-B- lipoproteinas
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT. VSTAG: velocidad de secrecion de
triacilglicéridos-pre-B-lipoproteina.
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1.2.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LIPOPROTEINA LIPASA

1.2.3.1. Actividad Lipoproteina Lipasa en tejido adiposo epididimal
La presencia de AGT y nivel de grasa dietaria aumentaron significativamente
la actividad de la enzima lipoproteina lipasa (LPL) en el tejido adiposo epididimal;
mas aun, se observo un efecto aditivo por la presencia de dichos isomeros y la alta
cantidad de grasa. La actividad LPL en este tejido mostrd el mismo comportamiento

ya sea expresado por gramo de tejido o referida al tejido total (Tabla 5).

1.2.3.2. Actividad LPL en miusculo gastrocnemio
La sustitucion parcial con AGT y el nivel de grasa dietaria redujeron la
actividad LPL del musculo gastrocnemius. Este efecto fue mantenido cuando ambas

variables estuvieron presentes, no obstante el efecto no fue aditivo (Tabla 5).

Tabla 5: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la actividad de la enzima
lipoproteina lipasa en musculo y tejido adiposo epididimal

C7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA

Actividad tisular de LPL
Musculo gastrocnemius (nmol F/min/g TH)

3,33+£0,07*  2,73%£0,09* 2,86%0,08" 3,00+0,02° G,T
Tejido adiposo epididimal (nmol F/min/g TH)

0,37+£0,06*° 0,58%0,06® 0,58%+0,10° 0,75%£0,03¢ G,T,GxT
Tejido adiposo epididimal (nmol F/min/g Tejido total)

1,08+0,07* 2,41+0,09° 2,40+0,17° 3,15%0,04° G,T,GxT

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT. LPL: lipoproteina lipasa.
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1.3. EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION
DE GENES LIPOGENICOS Y OXIDATIVOS EN
HIiGADO

Para complementar el estudio tendiente a dilucidar los mecanismos
implicados en la regulacion de la lipogénesis y oxidacion a nivel de tejido hepatico,
se evaluaron las expresiones de algunas enzimas y factores de transcripcion claves
relacionados con la lipogénesis: sintasa de acidos grasos (FAS), A9-desaturasa
(SCD1) y la proteina de union al elemento regulador de esteroles (SREBP-1c).
Asimismo, asociados a la oxidacion de AG: carnitina palmitoiltransferasa Ia (CPT-
Ia) y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR-a). Los

resultados obtenidos pueden observarse en la Figura 12.
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Figura 12: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la expresion de enzimas y factores de transcripcion relacionados con el

metabolismo lipidico
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Resultados expresados como el promedio £ SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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1.4. ACTIVIDAD DE ENZIMAS RELACIONADAS CON
LA LIPOGENESIS.

La actividad de la enzima relacionada a la sintesis de AG acetil-CoA
carboxilasa (ACC) fue determinada en higado. La misma se incrementd por la
presencia de AGT a niveles recomendados de grasa dietaria y por el elevado nivel de

grasa, mientras que este aumento de la actividad ACC fue atenuado por la presencia

de AGT en el grupo AGT20 (Figura 13).

Figura 13: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la actividad de la enzima acetil-

CoA carboxilasa
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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I.5. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL ESTRES
OXIDATIVO EN HIGADO

Las sustancias reactivas al 4acido tiobarbiturico (TBARS), parametro
indicativo de la peroxidacion lipidica, disminuy0 significativamente por la presencia
de AGT a ambos niveles de grasa dietarias. Las defensas antioxidantes enzimaticas,
estimada a través de la actividad de la enzima catalasa aumentaron en presencia de
AGT a ambos niveles de grasa dietaria; mientras que los niveles de GSH, defensa
antioxidante no enzimatica, aumentaron significativamente por la presencia de AGT

y €l nivel de grasa (Tabla 6).

Tabla 6: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre parametros relacionados al estrés

oxidativo en higado

C7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA

TBARS (nmol MDA/ gTH)

1153+1,7* 892+1,1° 108,3+2,6* 86,4*1,4°" T
Catalasa (U/mg Proteina)

117,5+£24* 138,5+2,6" 108,7x1,5* 161,9+1,5°¢ T,GxT
GSH (pmol/gTH)

1,86 £ 0,01*° 2,50+0,05° 2,46+0,06° 2,35£0,06° G,T

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
i on AGT- (20 dieta cantrol de elevadog niveles de oraca- AGT20 dieta de elevadag

































Figura 16: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la retencién de trans-18:1 en higado
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Resultados expresados como promedio £ SEM (n=6). Analisis estadistico: ANOVA One-way seguido del test de Scheffé y test de Student. Nivel de significancia:
p<0,05. Letras diferentes en mayusculas y minusculas indican diferencia significativa entre los AGT dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia
significativa por t-test de cada AGT entre los distintos grupos dietarios. AGT7, dieta de niveles recomendados de grasa sustituida parcialmente con AGT;
AGT?20, dieta de elevado nivel de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Figura 17: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la bioconversion de 4cido trans

vaccénico a acido ruménico en higado
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Resultados expresados como promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico: Test de Student. Nivel de
significancia p<0,05. El simbolo (*) indica diferencia significativa en la bioconversion VA a RA entre
los distintos grupos suplementados con AGT. AGT7, dieta de niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; AGT?20, dieta de elevados niveles de grasa sustituida parcialmente
con AGT.

Los cambios observados en los niveles de PUFA hepaticos se relacionaron a
la presencia de AGT y a la cantidad de grasa suministrada en la dieta. Una
disminucion de LA se observd en los animales que consumieron dieta AGT7,
mientras que en el grupo C20 este AG aumentd significativamente. E1 GLA

disminuy6 por la presencia de AGT y el nivel de grasa, observandose un efecto

aditivo de ambas variables. El acido dihomo y-linolénico (DGLA, su sigla en inglés

dihomo-gamma-linolenic acid) disminuy¢6 por la presencia de AGT a ambos niveles
de grasa respecto de sus controles € incremento por el nivel de grasa dietaria; mientras
que el contenido de AA, disminuyd en AGT7 y C20 vs. C7 y alcanz6 niveles
similares a C7 en el grupo AGT20.
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Tabla 10: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la composicién porcentual de

acidos grasos de lipidos hepaticos

Acidos grasos C7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
16:0 19,99+0,15* 21,61+1,08° 17,040,50°  15,64+0,44 G
18:0 11,85+0,16 10,87%0,42% 10,63+0,35* 13,29+0,48" G,T
9c-16:1 1,2240,31*  1,73+0,03*  0,30+0,07¢  0,12+0,01° G,T,GxT
OA 13,00+0,29  16,1610,14* 16,91+145° 11,95+0,792 NS
11c-18:1 2,2740,17¢  1,98+0,84*  142+0,07°  1,41+0,07° G
(t6-t8)-18:1 0,00+0,000  0,17+0,01®  0,00£0,00*  0,35+0,05° G,T,GxT
EA 0,00£0,00¢  0,94+0,08>  0,00+0,000  1,69+0,07¢ G,T,GxT
10t-18:1 0,00£0,00¢  0,53+0,11®  0,00+0,00°  0,85+0,06c G,T,GxT
VA 0,00£0,00¢  0,56+0,08>  0,00+0,00°  1,45+0,07¢ G,T,GxT
12t-18:1 0,00£0,00°  0,724+0,06®  0,00+0,00°  1,89+0,02c G,T,GxT
11¢-20:1 0,1610,01>  0,00+0,00°  0,28+0,02¢  0,00+0,00® G,T,GxT
LA 24,38+1,31* 19,32+1,36" 29,64+1,32¢ 22,15+0,81** G, T
RA 0,00£0,00°  0,30+0,03>  0,00+0,00*  0,28+0,04* T, GxT
GLA 0,8410,04*  0,53+0,04° 0,34+0,01°  0,21+0,01¢ G, T,GxT
ALA 0,2940,01°  0,31+0,01°  0,34+0,01*  0,25+0,01° T
11c,14¢-20:2 0,3240,02*  0,08+0,01°  0,58+0,05°  0,19+0,01¢ G,T
DGLA 0,3140,02*  0,21+0,01°  0,52+0,04°  0,30%0,01° G,T
AA 18,97+0,12* 16,45+0,39" 16,26+0,91° 19,19+0,39? NS
EPA 0,00£0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,00*°  0,52+0,03° G,T
7,¢10,13¢,16¢ -22:4 1,1540,10°  0,47+0,03*  1,20%0,10*  0,5240,03° T

4¢,7¢,10c,13¢,16¢ -22:5  2,12+0,04*  0,88+0,04" 0,984+0,04®  0,67+0,04° G,T,GxT
7¢,10c,13¢,16¢,19¢-22:5  0,36+0,01*  0,47%0,02°  0,45+0,02°  0,52+0,02° G,T

DHA 1,8240,06°  1,42+0,07* 1,8240,10°  2,53+0,08" G,T

¥ t-18:2 (no conjugados)  0,00£0,00°  045+0,07°  0,00+0,000  0,39+0,04 T

I AGT 0,00+0,000  3,78+0,49® 0,000,000  6,90+0,14° G,T,GxT
3 SFA 31,85+0,17* 32,4840,61° 27,63+0,32° 28,92+0,30° G

S MUFA 16,6410,31°  19,87+0,20" 18,91+1,54> 13,49+0,64° G,T,GxT
Y PUFA 50,57+0,25% 40,37+1,08" 52,52+1,14° 46,32+0,45¢ G,T
Menores-NI 1,54+044  3,59+0,58  1,06%026  2,65+0,95

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT. NI: acidos grasos no identificados. XAGT:
sumatoria de acidos grasos trans. XSFA: sumatoria de acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria
de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis.
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Con respecto a los niveles de PUFA de la familia n-3, el ALA s6lo disminuy6
en el grupo AGT20; mientras que el docosapentanoico se incremento por la presencia
de AGT y el nivel de grasa dietaria. E1 DHA en higado aument6 significativamente
por la presencia de AGT a altos niveles de grasa dietaria.

La biosintesis de LC-PUFA de la serie n-6 expresada por la relacion
porcentual producto/sustrato: AA/LA (Figura 18) mostro una dependencia del nivel
de grasa dietaria evidenciando una inhibicion por la cantidad de grasa suministrada

que no se observo en el grupo AGT?20.

Figura 18: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la relacién porcentual dcido

araquidonico/ acido linoleico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a recomendados niveles de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

La biosintesis de LC- PUFA de la serie n-3, representada por la relacion de
los AG: DHA/ALA (Figura 19), mostr6 un aumento en los animales alimentados

con dieta rica en grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Figura 19: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la relacién porcentual dcido

docosahexanoico/ 4cido a-linolénico en higado

1000 A b
800 +

600

1
&

400 -

200 -

C7 AGT7 C20 AGT20

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT

Elindice de la enzima A6-desaturasa, clave en la sintesis de AA, fue estimado
por la relacion GLA/LA (Figura 20). La presencia de AGT y elevados niveles de
grasa dietaria redujeron dicho indice. Otra enzima importante en la sintesis de LC-
PUFA de cadena larga es 1a A5-desaturasa, cuyo indice fue calculado por la relacién
AA/DGLA (Figura 21) la cual mostrdé modificaciones por el nivel de grasa dietaria,

pero no por la sustitucion parcial con AGT.
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Figura 20: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el indice de la enzima A6-
desaturasa expresado por la relacion porcentual 4cido y- linolénico/ 4cido linoleico

en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

Figura 21: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el indice de la enzima A5-

desaturasa expresado por la relacioén porcentual acido araquidonico/ acido dihomo

y-linolénico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Los niveles de 4cido palmitoleico y cis-vaccénico, intermediarios claves en la
sintesis de novo de AG, fueron afectados por el nivel de grasa y 1a presencia de AGT.
La relacion entre ambos MUFA, indice mediante del cual se puede estimar el flujo
de sustratos a través la enzima elongasa de la serie n-7, incremento en los grupos que
recibieron dietas ricas en grasa y ademads se observo un efecto aditivo por la presencia
de AGT (Figura 22).

Figura 22: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el indice de la enzima elongasa
expresado por la relacion porcentual: dcido cis-vaccénico/ acido palmitoleico en
higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

La relacion de MUFA /SFA en los tejidos puede ser modificada por el tipo de
AG de la dieta y por el grado de desaturacion que sufren los SFA. Las relaciones del
acido palmitoleico/ &cido palmitico (Figura 23-A) y acido oleico/ estearico (Figura
23-B) dependen de la contribucion de estos AG de la dieta y de 1a accion de la enzima
A9-desaturasa (SCD-1), las cuales fueron modificadas por la presencia de AGT y el

nivel de grasa dietaria.
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Figura 23: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el indice de la enzima A-9
desaturasa expresado por la relacion porcentual acido palmitoleico/ acido palmitico

(A) y acido oleico/acido estearico (B) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.

La presencia de AGT aument6 el indice 16:1/16:0 y 18:1/18:0 a niveles
normales de grasa dietaria, mientras que el elevado nivel de grasa dietaria redujo el
indice 16:1/16:0; mientras que la relacion 18:1/18:0 s6lo disminuyd en AGT20 vs.
C20.
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1.7.3. ACIDOS GRASOS DE LiPIDOS SECRETADOS POR EL
HIiGADO

En las lipoproteinas secretadas, en concordancia con lo observado en los
sueros analizados en condiciones de ayuno, se observo la presencia de AG trans-18:1
en el suero de los animales alimentados con ambos niveles de grasa sustituida
parcialmente con AGT. El contenido de dichos AGT fue significativamente mas
elevado en el grupo alimentado AGT20 vs AGT7. Ademas, pudo detectarse RA y su
nivel se observo elevado mds de 3 veces en el grupo que recibid AGT20 vs. AGT7
(Tabla 11).La retencion de AG trans-18:1 totales fue 50,0 = 2,1y 97,8 £ 2,3 para los
grupos AGT7 y AGT20, respectivamente. Mientras que el orden de retencion de
isomeros individuales fue: 9t-18:1 > 11t-18:1 > 12t-18:1 > 10t-18:1 = (6-8)t-18:1 para
AGT7,y9t-18:1 > 12t-18:1 > 10t-18:1 > 11t-18:1 = (6-8)t-18:1 para el grupo AGT20
(Figura 24).

La composicion de AG en suero de animales ayunados post- inyeccion de
Triton WR 1339, refleja en gran medida la composicion de AG las pre-f3
lipoproteinas VLDL secretadas por el higado (Tabla 11).

Los SFA: palmitico y estearico, fueron modificados significativamente por la
presencia de AGT a ambos niveles de grasa dietaria, pero en sentido opuesto; el acido
palmitico aument6 por la presencia de AGT, mientras que el 4cido estedrico
disminuy6. En la sumatoria de SFA totales, éstos se observaron ligeramente
aumentados por la sustitucion parcial con AGT a altos niveles de grasa.

Los niveles de 4cido palmitoleico en las lipoproteinas secretadas por el higado,
fueron afectados por el contenido de grasa de la dieta y por la sustitucion parcial con
AGT a alto nivel de grasa. Mientras que €l grupo C20 disminuy0 significativamente
el contenido de este AG, sorprendentemente, en AGT20 el mismo incremento.
Similar comportamiento se observd con el 4cido cis-vaccénico en el grupo AGT20.
Notoriamente, el 4acido oleico no fue afectado por el nivel de grasa, aunque si
aumento significativamente por la presencia de AGT a ambos niveles, observandose
un efecto aditivo por el nivel de grasa 'y los AGT en el grupo AGT20. El resultado en

el contenido de MUFA totales fue un incremento significativo por la presencia de
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AGT a ambos niveles de grasa y un efecto exacerbado a elevado nivel de grasa y en
presencia de AGT.

Los niveles de LA fueron incrementados significativamente por el nivel de
grasa dietaria en ausencia de AGT; mientras que la presencia de AGT disminuyo6
significativamente los niveles de dicho AG, mostrando un efecto muy marcado en
los sueros de animales que recibieron dieta AGT20. E1 GLA se observo disminuido
en los sueros de animales que recibieron dieta AGT7, C20 y AGT20, el AA mostrod
el mismo comportamiento, observandose en ambos AG un efecto aditivo del nivel
de grasa y la presencia de AGT. Los PUFA n-3: ALA y acido docosapentanoico
disminuyeron significativamente por efecto de la dieta AGT20 en los lipidos de las
VLDL secretadas, no obstante ello, no se modificaron los niveles de DHA. Asi, los
niveles totales de PUFA disminuyeron significativamente por la presencia de AGT
a ambos niveles de grasa, y en mayor medida por efecto del nivel de grasa y la

presencia de AGT.
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Figura 24: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la retencion de trans-18:1 secretados por el higado
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Resultados expresados como promedio £ SEM (n=6). Analisis estadistico: ANOVA One-way seguido del test de Scheffé y test de Student. Nivel de significancia:
p<0,05. Letras diferentes en mayusculas y minusculas indican diferencia significativa entre los AGT dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia
significativa por t-test de cada AGT entre los distintos grupos dietarios. AGT7, dieta de niveles recomendados de grasa sustituida parcialmente con AGT;
AGT?20, dieta de elevado nivel de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Tabla 11: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la composicién porcentual de

acidos grasos secretados por el higado

Acidos grasos Cc7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
16:0 215340,81° 23034049 214120,54° 24,76%0,06" T
18:0 15,1040,59° 12,2840,17° 152040,69° 13,7140,10% T
9¢-16:1 1,1540,10°  1,7340,04 0,4240,066 4,50%0,13 G,T,GxT
OA 10,1940,64* 12,7740,08° 10,184047% 18,82%4030° G,T,GxT
11c-18:1 1,7540,050  1,7840,078  12340,05  2,28+0,04 T
(t6-18)-18:1 0,040,000  0,1940,02° 0,00£0,00° 043+0,01c G,T,GxT
EA 0,040,000 1,08+0,01 0,00£0,00° 1,96%0,03 G,T,GxT
10t-18:1 0,040,000 0,27+0,05 00040000 1,0140,01¢ G,T,GxT
VA 0,040,000  0,55+0,04® 0,00£0,00° 0,76%0,07 G,T,GxT
12t-18:1 0,0040,00°  0,8240,03® 00040000  1,23+0,08 G,T,GxT
LA 2153+0,81° 18,0740,36" 25934075  856+0,11¢ G, T,GxT
RA 0,0040,00°  0,2040,02° 0,00£0,00°  0,6940,01c G,T,GxT
GLA 0,6240,06° 0,5240,04® 0,54+0,01°  0,1740,02° G T,GxT
ALA 0,58+0,03°  0,5240,03® 0,56£0,06° 04740,01° G T,GxT
11c,14¢-20:2 0,14+0,05  0,0040,00 0,3740,04°  0,0040,000 G T,GxT
DGLA 02040,01° 02140,02° 0,1440,03  02240,022  GT
AA 21,69+044° 18,04+0,71° 18842026 12,644045 G T,GxT
7,c10,13¢,16c-22:4 0,69+0,06° 0,58+0,09° 0,6440,06°  0,0940,01° G T,GxT
4¢,7¢,10¢,13¢,16¢-22:5  1,00£0,07*  1,1120,06* 0,86£0,03°  0,34£0,01° G,T,GxT
;;;;0913@1691%' 02040,070  02340,022 0,1940,022  0,0520,01" G,T,GxT
DHA 1,6840,16  158+0,13  1,3940,14  1,61%0,18 NS
X t-18:2 (no 0,0040,00° 0,23+0,02° 0,00£0,00°0  1,0040,05 G T,GxT
conjugados)

¥ AGT 0,040,000 3,0740,09° 0,00£0,00°  7,1040,07 G T,GxT
T SFA 36,624082¢ 362140,56* 36612085 384740,16>  G.T
Y MUFA 13,0940,85° 16,2840,07° 11,83+0,66° 25,60%0,39¢ G,T,GxT
Y PUFA 48,64+0,80° 41,56+0,87° 48,78+033" 23842049 G,T,GxT
Menores-NT 1,6540,27  2,89+043  2,774#0,82  5,00%0,02

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT, C20, dieta control a elevados niveles de en grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa grasa sustituida parcialmente con AGT. NI: 4cidos grasos no identificados. EAGT:
sumatoria de acidos grasos trans. XSFA: sumatoria de acidos grasos saturados. XMUFA: sumatoria
de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis.
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1.7.4. ACIDOS GRASOS DE LIiPIDOS BILIARES

De manera llamativa, los AGT fueron incorporados en los AG de bilis, e
igualmente que en higado, esto estuvo relacionado con la cantidad ofrecida en la
dieta, es decir a mayor ingesta, mayor cantidad de isomeros. Elisomero RA producto
de la bioconversion a partir del VA no fue detectado en bilis (Tabla 12).

Los SFA mostraron una dependencia del nivel de grasa y de la presencia de
AGT. Asi, se observo una disminuciodn significativa de los SFA en bilis de ratas que
recibieron dietas C20; aunque, a diferencia del higado, la presencia de AGT
disminuy6 significativamente el contenido de SFA en bilis tanto en los animales
alimentados con niveles recomendados de grasa, asi como también en los
alimentados con dietas ricas en grasa. En los animales que recibieron la dieta
AGT20, se observd un efecto aditivo de las dos variables. Las variaciones
mencionadas se correlacionaron con la disminucion de dcido palmitico, sin cambio
en el contenido de 4cido estedrico.

Los MUFA en bilis mantuvieron relacion con lo observado en higado,
mostrando dependencia de la presencia de AGT en la dieta y del nivel de grasa, ast,
el acido palmitoleico disminuyo significativamente en bilis de animales alimentados
con dietas rica en grasa, tanto en presencia, como en ausencia de AGT, mientras que
el contenido de &cido oleico aumento por la presencia de AGT a ambos niveles de
grasa. El contenido de 4cido cis-vaccénico disminuyd en los animales que
consumieron dieta rica en grasa. Las modificaciones observadas en los MUFA
totales de bilis mostraron una dependencia tanto de la presencia de AGT como del
nivel de grasa dietaria.

Los PUFA totales en bilis fueron afectados por la presencia de AGT y el nivel
de grasa. Si bien el contenido de LA no se modifico por los tratamientos dietarios,
los niveles de AA en la bilis incrementaron tanto por la presencia de AGT, como por
los altos niveles de grasa. En el caso de los PUFA de la familia n-3, solo fue detectado

el DHA en bilis, y dicho AG no mostré cambios por los tratamientos dietarios.
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Tabla 12: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la composicién porcentual de

acidos grasos de los lipidos biliares

Acidos grasos Cc7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
16:0 459+0,44° 40,39+1,49° 38,66+0,36" 33,19+0,38 G,T,GxT
18:0 6,6810,34  6,10+0,30  6,88+0,21  6,44+0,06 NS

9c-16:1 1,04+0,13*  1,40+0,07° 0,4740,01¢  0,4130,02¢ G

OA 4,65+0,20°  5,90+0,09° 4,28+0,060 535%0,30° T

11c-18:1 1,3140,09°  1,20£0,10* 0,910,020  0,83+0,01¢ G

(t6-t8)-18:1 0,00£0,00¢  0,00+0,00°  0,00+0,00*  0,15+0,04* G,T,GxT
EA 0,00£0,00¢  0,55+0,04®>  0,00+0,00* 1,16%0,10c G, T,GxT
10t-18:1 0,00£0,00¢  0,27+0,05®  0,00+0,00*  0,59+0,05c G, T,GxT
VA 0,00£0,00¢  0,62+0,03> 0,000,000  1,2240,14° G,T,GxT
12t-18:1 0,00£0,00°  0,39+0,02°  0,00+0,00*°  0,96+0,13° G, T,GxT
LA 24294082 22,90+0,84 25,73+143  26,81+0,63 NS

GLA 0,3240,01°  0,33+0,01* 0,27+0,01**  0,25+0,01° G

ALA 0,00£0,00°  0,00+0,00*°  0,15+0,02°  0,16+0,03 G

AA 14,341+0,44* 17,84+0,47° 20,14+0,55° 17,99+0,55 G,T

DHA 0,98+0,07  1,03+0,12  1,23+0,07  1,06+0,15 NS

> AGT 0,00£0,00°  1,83+0,11°  0,00+0,00*  4,08+041° G,T,GxT
> SFA 52,31+0,69* 46,49+1,30° 45,54+0,57° 39,63+0,24° G,T,GxT
y MUFA 7,0140,34*  8,50+0,09°  5,66+0,09°  6,59+0,30° G,T

Y PUFA 39,93+0,56* 42,09+1,36° 47,52+0,81° 46,27+0,41° G

Menores-NI 0,75%0,27  1,09+0,10  1,28+0,14  3,43+0,17

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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 diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta de niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados
niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT. NI: acidos grasos no identificados. XAGT:
sumatoria de acidos grasos trans. ESFA: sumatoria de acidos grasos saturados. EMUFA: sumatoria
de acidos grasos monoinsaturados cis. XPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis.

1.7.5. ACIDOS GRASOS DEL TEJIDO ADIPOSO

Los AG trans-18:1 fueron incorporados a un mayor nivel de retencidén en los
animales AGT20 vs AGT7. El orden de retencion diferencial de los isébmeros 18:1 en
TAE fue: 9t-18:1 = 12t-18:1 > 11t-18:1 > 10t-18:1> (6-8)t-18:1 (Figura 25). En este
tejido se observd un porcentaje de bioconversion de acido VA a RA, que fue
significativamente menor en los tejidos de los animales que consumieron alto nivel

de grasa sustituida parcialmente (Figura 26).
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Los niveles de SFA totales en TAE fueron significativamente disminuidos por
el nivel de grasa dietaria, esto estuvo asociado a la disminucion significativa de acido
palmitico. El 4cido estedrico no se modificé por la presencia de AGT a niveles
recomendados de grasa, ni a elevados niveles de grasa. S6lo en los animales
alimentados con AGT20 los mniveles de dicho AG se incrementaron
significativamente (Tabla 13).

El acido palmitoleico disminuy6 significativamente por el nivel de grasa
dietaria, mientras que el acido oleico aumento por el nivel de grasa y una disminuyo
a alto nivel de grasa en presencia de AGT. El acido cis-vaccénico aumentod
significativamente por la presencia de AGT a ambos niveles de grasa dietaria,
respecto a sus controles y disminuy0 por el nivel de grasa. Los LC-PUFA totales
disminuyeron significativamente por la presencia de AGT, mientras que aumentaron
por el nivel de grasa. Esto estuvo en concordancia con la disminucion de LA
observada por la sustitucion parcial con AGT en ambos niveles y su aumento por el
elevado nivel de grasa en ausencia de AGT.

El resto de los LC-PUFA de las familias n-6 y n-3 disminuyeron
significativamente por la presencia de AGT, y no mostraron cambios por el nivel de

grasa dietaria.
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Figura 25: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la restencion de isomeros trans-18:1 en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como promedio £ SEM (n=6). Analisis estadistico: ANOVA One-way seguido del test de Scheffé y test de Student. Nivel de significancia:
p<0,05. Letras diferentes en mayusculas y minusculas indican diferencia significativa entre los AGT dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia
significativa por t-test de cada AGT entre los distintos grupos dietarios. AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida parcialmente con AGT; AGT20,
dieta de elevado nivel de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Figura 26: Efectos de los Acidos Grasos Trans sobre la bioconversion del 4cido trans-

vaccénico a acido ruménico en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico: Test de Student. Nivel de
significancia p<0,05 El simbolo (*) indica diferencia significativa en la bioconversion VA a RA entre
los distintos grupos suplementados con AGT. AGT7, dieta a niveles recomendados de grasa sustituida
parcialmente con AGT; AGT20, dieta de elevado nivel de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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Tabla 13: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre la composicion porcentual de

acidos grasos del tejido adiposo

Acidos grasos Cc7 AGT7 C20 AGT20 ANOVA
16:0 21,1940,45% 22,71+0,21° 14,60+0,27° 13,52+0,53 G

18:0 2,34+0,160  2,46+0,03  2,1240,02*  4,1610,16" G,T
9c-16:1 4,58+0,32°  596+0,37° 1,58+0,14° 1,39+0,06° G,T,GxT
OA 29,88+0,300 29,23+0,41° 31,86+0,51* 27,16+0,81° T

11c-18:1 3,0140,19°  4,08+0,24®  1,27+0,21¢  3,55+0,04%" G,T
(t6-t8)-18:1 0,00+0,00°0  0,68+0,05° 0,00+0,000  2,79+0,04c G,T,GxT
EA 0,00+0,00°0  1,48+0,07° 0,00+0,00°  6,38+0,24c G,T,GxT
10t-18:1 0,00£0,000  1,57+0,06® 0,00+0,00*  52440,20c G, T,GxT
VA 0,00+0,00°  1,38+0,13°  0,00+0,00°  6,09+0,27¢ G,T,GxT
12t-18:1 0,00£0,00°  0,83+0,05°  0,00+0,00*  6,74+0,04° G,T,GxT
LA 34,29+0,63* 22,06+0,55" 44,50+0,53° 11,99+0,19° T,GxT
RA 0,00£0,00°  0,86+0,05°  0,00+0,00° 145%0,04° G,T,GxT
GLA 0,11£0,01>  0,06+0,01°  0,09+0,01*  0,03+0,01° G, T,GxT
ALA 0,85+0,06°  0,67+0,05° 0,88+0,08*  045%0,06° G, T,GxT
11c,14¢-20:2 0,1840,03*  0,08+0,01°  0,25+0,04°  0,08+0,01° G,T
DGLA 0,1240,02*  0,04+0,01°  0,14+0,01*  0,08+0,01° G,T
AA 0,8310,07*  0,38+0,06* 1,02+0,19*  0,0940,01° G, T,GxT
7,c10,13c,16¢-22:4 0,1940,02*  0,06+0,01°  0,22+0,04*  0,004£0,00c G, T,GxT
4c,7¢,10c,13¢c,16¢-22:5 0,07£0,01>  0,03+0,01°  0,13+0,02*  0,00%0,00c G,T,GxT
7¢,10c,13c,16¢,19¢-22:5 0,0410,01°  0,03+0,01*  0,05+0,01*  0,00+0,00® G, T,GxT
DHA 0,05+0,01°  0,03+0,01°  0,07+0,02*  0,00%£0,00c  T,GxT
X t-18:2 (no conjugados) 0,00£0,00¢  1,35+0,15® 0,000,002  3,35%0,17° G, T,GxT
T AGT 0,00£0,000  8,15+0,41°  0,00+0,00* 32,03+0,64° G,T,GxT
> SFA 23,54%0,65% 25,16+0,27° 16,72+0,30® 17,68+0,55 G

y MUFA 37,46+0,67* 39,28+0,55° 34,71+0,29° 32,10+0,62° G

Y PUFA 36,41+0,61* 23,32+0,78° 46,97+0,44° 12,57+0,23¢ T, GXT
Menores-NI 2,59+0,23 4294042  1,60+025  5,63%0,12 -

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de
test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; 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
interaccién de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre
los grupos. C7, dieta control; AGT7, dieta de niveles recomendados de grasa sustituida parcialmente
con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de elevados niveles de grasa
sustituida parcialmente con AGT. NI: acidos grasos no identificados. XAGT: sumatoria de acidos
grasos trans. XSFA: sumatoria de acidos grasos saturados. ZMUFA: sumatoria de acidos grasos
monoinsaturados cis. XPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis

La relacion palmitico/ palmitoleico aumenté en TAE de animales que

consumieron la dieta AGT7, mientras que disminuy¢ significativamente por €l nivel

de grasa suministrada independientemente de la presencia/ausencia de AGT. La
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relacion oleico/ estearico aumentd significativamente por el nivel de grasa en

ausencia de AGT, pero disminuy6 cuando consumieron dieta AGT20 (Figura 27).

Figura 27: Efecto de los Acidos Grasos Trans sobre el indice de la enzima A9-
desaturasa expresado por la relacion porcentual acido palmitoleico/acido palmitico

(A) y acido oleico/ acido estedrico (B) en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; AGT?7, dieta a niveles recomendados de grasa control
sustituida parcialmente con AGT; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; AGT20, dieta de
elevados niveles de grasa sustituida parcialmente con AGT.
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RESULTADOS -PARTE 11

EFECTOS DE LOS CONJUGADOS DEL ACIDO
LINOLEICO A NIVELES RECOMENDADOS O
ELEVADOS DE GRASA DIETARIA EN UN MODELO
EXPERIMENTAL

De manera similar que para los resultados de AGT, en el caso de los CLA se
consideraron dos variables independientes:
a) el nivel de grasa dietaria: recomendado y elevado.
b) presencia o no de CLA: sustitucion parcial del aceite dietario con aceite rico en

isomeros CLA.

I1.1. PARAMETROS NUTRICIONALES

II.1.1. INGESTA DIETARIA, DIGESTIBILIDAD GRASA Y
GANANCIA DE PESO

Las dietas suministradas a los grupos experimentales fueron bien aceptadas,
siendo el promedio de ingesta diaria de comida (g/dia); C7: 15,2 £ 1,0; CLA7: 15,0
+ 0,6; C20: 13,2 = 0,6; CLA20: 13,6 = 1,0. Como se mostr6 en la parte I de
Resultados, 1a ingesta de dietas ricas en grasa disminuyo el consumo de alimento, sin
afectar la ingesta energética (Tabla 14), mientras que la presencia de CLA no tuvo
efecto sobre estos parametros. La digestibilidad de grasa no mostr6 diferencias por el
nivel de grasa, ni por la presencia de isomeros CLA en la dieta.

Los pesos de los animales al inicio del estudio fueron similares en los cuatro
grupos experimentales y tuvieron un continuo incremento del peso durante toda la

experiencia. Al final de la misma, se observd un incremento significativo de la
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ganancia de peso solo por efecto de la cantidad de grasa de la dieta. (Figura 28 y

Figura 29).

Figura 28: Efecto de los Conjugados de Acido Linoleico sobre la evolucién del peso

corporal
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Valores expresados como el promedio + SEM (n=6). C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles
recomendados de grasa sustituida parcialmente con CLA, C20, dieta control a elevados niveles de
grasa; CLA20, dieta de elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Figura 29: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la ganancia de peso
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Ganancia de Peso (g)
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Las dietas experimentales parcialmente sustituidas con CLA no ocasionaron
dafio hepatico en los animales experimentales. Esto fue reflejado en las actividades
de las enzimas ASAT, ALAT y FAL a nivel plasmatico (Ul/I; ASAT, C7: 41,7 £
2,7, CLAT7: 44,9 + 2,6; C20: 41,6 £ 2,2; CLA20: 40,9 £ 1,3. ALAT,C7: 184+ 1,1;
CLA7: 17,9 = 1,3; C20: 19,0 = 0,9; CLA20: 16,8 £ 0,73. FAL, C7: 605,4 = 33,3;
CLA7:587,8 36,7, C20: 732,9 + 34,8; CLA20: 564,9 £ 53,7).

I1.1.2.COMPOSICION CORPORAL.EFICIENCIA ENERGETICA

Como fuera presentado para el estudio de los AGT, la composicion de
proteinas, grasas y agua corporal, evaluado mediante el estudio de la composicién
de carcasas, no mostr¢ diferencias significativas (Tabla 14) por el nivel de grasa, ni
por la presencia de CLA.

La RETC fue mayor en los animales alimentados con elevados niveles de
grasa dietaria, asociado a un significativo aumento de la retencion energética como
grasa y proteinas, pero no fue alterada por la sustitucion con CLA. En concordancia
con estos resultados, y como se observaba también en los resultados de AGT, la EE
fue significativamente mayor en los animales que recibieron dietas ricas en grasa, sin

cambios por los CLA.
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Tabla 14: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre parametros

nutricionales y composicion corporal

C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
Ingesta (kJ/30 dias)
7676 £ 359 7599+ 174 7795+ 191 7980 + 397 NS

Absorcion aparente de grasa (%)
90,2+0,9* 91,3+1,22 955%0,5 93,6+0,6* G

Composicion de carcasa (g/100g)

Proteinas 18,9+ 0,8 18,6 £ 0,5 17,8 £0,7 18,5104 NS
Grasa 12,0 £0,9 12,2 £0,7 13,0+£1,1 13,6 £ 1,1 NS
Agua 63,5+1,0 61,7+ 1,6 61,6 £1,1 60,8 £ 1,2 NS
Energia retenida en carcasa (kJ)

Grasa 952+ 18 1083 £20** 1210+48" 1227 +20° G
Proteinas 672 £ 7% 679 £ 122 764 + 20° 751 £ 31° G
Total 1616 £21* 1678 +£73* 1984 +£31° 1979+ 17° G

Eficiencia energética (%)

14,0+ 0,3* 14,7+0,8* 18,1+£02°> 18,0+£0,3" G

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p 0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el efecto
de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adiciéon de CLA; GxCLA, p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente
sustituida con CLA, C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de elevado nivel
de grasa parcialmente sustituida con CLA.

I1.1.3. BALANCE NITROGENADO

La ingesta de nitrégeno mostr6 una tendencia a disminuir en los grupos
alimentados con dieta parcialmente sustituida con CLA, asi como en los grupos que
recibieron dietas ricas en grasa. Este efecto fue compensado, en los grupos CLA7 y

C20 por una disminucion en las excretas de N en orina y materia fecal, resultando

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
134



Resultados

en un BN similar a C7; mientras que, el BN incremento por la presencia de CLA a

alto nivel de grasa en el grupo CLA20 (Tabla 15).

Tabla 15: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico Conjugado sobre la ingesta,

excrecion y balance de nitrogeno

C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
N Ingerido (mg/dia) 515+42 463+58 460+21 470 + 42 NS
N Urinario (mg/dia) 213 +292 162+ 16*® 137+ 12° 128+2° G

NFecal (mg/dia)  337+33 302+14* 282+1,6" 280+1,3* G
BN Diario(mg/dia) 269 +21° 270+53* 294+18 327+11" G,CLA

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el
efecto de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA, C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA. N: nitr6geno, BN: balance nitrogenado.

I1.1.4. PESOS DE ORGANOS Y TEJIDOS

El peso absoluto del higado aument6 por la presencia de CLA y nivel de grasa
de la dieta, aunque no se observo un efecto aditivo. No obstante, estos resultados
expresados como pesos relativos (g de higado/ 100g de peso corporal) fueron
similares en los cuatro grupos experimentales. E1 mayor contenido de grasa, y por
ende la mayor contribucion energética, en la dieta incrementd el peso del TAE
independientemente de la presencia de CLA, tanto en forma absoluta como relativa
al peso del animal. Si bien el peso absoluto del TARP también aumentd
significativamente en el grupo C20 vs. C7, la sustitucion con CLA disminuy0 este
parametro a ambos niveles de grasa y este comportamiento se observo de igual forma
al expresar los resultados relativos al peso del animal. El peso absoluto del musculo

gastrocnemio mostré6 un aumento significativo por efecto del nivel de grasa en
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presencia CLA, pero no se observo diferencias significativas en su expresion como

peso relativo (Figura 30).
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Figura 30: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el peso de diferentes

tejidos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
arcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.
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I1.2. PARAMETROS ASOCIADOS AL METABOLISMO
LiPIDICO

I1.2.1. NIVELES DE LiPIDOS PLASMATICOS Y TISULARES

Los niveles de lipidos plasmaticos en condiciones de ayuno se muestran en la
Figura 31. La presencia de CLA y la ingesta de elevados niveles de grasa produjeron
un aumento en los TAG circulantes, aunque no se observo un efecto aditivo de estas
variables. En cambio, la concentracion de colesterol en plasma no mostré diferencias
significativas entre los distintos grupos experimentales.

La presencia de CLA y el incremento de grasa dietaria aumentaron
significativamente el contenido de TAG en higado, mostrando una dependencia de
la presencia de isomero y del nivel de grasa. Si bien, los CLA a nivel recomendado
de grasa aumentaron los niveles de TAG hepaticos; a altos niveles de grasa dietaria
se observo una tendencia opuesta. Los niveles de colesterol en higado, elevados en
C20 vs. C7 tendieron a disminuir en el grupo CLA20, comportamiento semejante al
observado para TAG (Figura 32).

Figura 31: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre los niveles de lipidos

plasmaticos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Triglicéridos (mmol/L)
Colesterol (mmol/L)
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Tanto la presencia de CLA, como las dietas ricas en grasa, condujeron a una
marcada acumulacién de TAG en musculo gastrocnemio, mostrando un efecto

aditivo de ambas variables sobre este parametro (Figura 33).

Figura 32: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el contenido de
lipidos hepaticos
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Triglicéridos (umol/gTH)
Colesterol (umol/gTH)

Figura 33: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el contenido de
triacilglicéridos en musculo gastrocnemio
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

6 A

Triglicéridos (umol/ gTH)

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
139



Resultados

I1.2.2. SECRECION HEPATICA DE TRIACILGLICERIDOS PRE-
B-LIPOPROTEINAS

Los CLA incrementaron la VSTAG a niveles recomendados y altos de grasa
dietaria (Figura 34). Como se menciond anteriormente, al presentar los resultados de
AGT, la ingesta de dieta de elevados niveles de grasa (C20) no modificd este

parametro.

Figura 34: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la secrecién hepatica

de pre-B-lipoproteinas
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.VSTG: velocidad de secrecién de pre-B-
lipoproteina.
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II. 2.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LIPOPROTEINA LIPASA

I1.2.3.1. Actividad Lipoproteina Lipasa en tejido adiposo epididimal
La presencia del CLA y nivel de grasa dietaria incrementaron
significativamente la actividad de la enzima LPL en TAE, aunque no se observd un
efecto aditivo por la presencia de CLA vy la alta cantidad de grasa. Este efecto fue
observado tanto cuando la actividad enzimatica fue expresada por gramo de tejido,

como por tejido total (Tabla 16).

I1.2.3.2. Actividad LPL en musculo gastrocnemio

La sustitucion parcial con CLA a niveles recomendados de grasa dietaria
mostrd una ligera disminucidn de la actividad LPL en musculo grastrocnemio, sin
alcanzar diferencias significativas; mientras que los elevados niveles de grasa en la
dieta disminuyeron la actividad de esta enzima en musculo, sin mostrar un efecto

adicional por la sustituciéon con CLA (Tabla 16).

Tabla 16: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la actividad de la

enzima lipoproteina lipasa en musculo y tejido adiposo epididimal

C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA

Actividad LPL
Musculo gastrocnemius (nmolF/min/g TH)

3,33+£0,07* 3,16+0,05** 2,86%0,08" 2,9140,08" G
Tejido adiposo epididimal (nmolF/min/g TH)

0,37£0,06* 0,61%0,10° 0,58%+0,10° 0,64+0,11" G,CLA
Tejido adiposo epididimal (nmolF/min/g Tejido total)

1,08+0,07* 1,94%0,13* 2,40+0,17° 2,66+0,18" G,CLA

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el
efecto de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA. LPL: lipoproteina lipasa.
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I1.3. EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION
DE GENES LIPOGENICOS Y OXIDATIVOS EN
HIiGADO

Como se realizara para €l estudio de los efectos de los AGT, se evaluaron las
expresiones de algunas enzimas y factores de transcripcion claves en el metabolismo
de los lipidos. Se evaluaron los niveles de ARNm de: sintasa de acidos grasos (FAS),
A9-desaturasa (SCD1) y la proteina de unidén al elemento regulador de esteroles
(SREBP-1c) en relacion a la lipogénesis; carnitina palmitoiltransferasa Ia (CPT-1a) y
el receptor activado por proliferadores de peroxisomas alfa (PPAR-a) vinculados a la
oxidacion de AG (Figura 35).

La expresion génica del SREBP-1c en higado no fue modificada por la
presencia de CLA a niveles recomendados de grasa dietaria, aunque incremento al
aumentar el nivel de grasa en la dieta. No obstante, 1a sustitucién con CLA a elevados
niveles de grasa, atenud este efecto.

Los niveles de ARNm de la FAS, disminuyeron por la presencia de CLA y
por el nivel de grasa observandose un efecto aditivo de ambas variables.
Laexpresion génica de SCD1 en higado no cambi6 por la presencia de CLA a niveles
recomendados de grasa dietaria y aumento significativamente al incrementar el nivel
de grasa. Notoriamente, se observd una marcada disminucion en €l grupo que recibiod
CLA a altos niveles de grasa dietaria.

Relacionado a la oxidacion de AG, la expresion génica en higado de PPAR-
a disminuyo0 por la presencia de CLA a ambos niveles de grasa e incremento por el
nivel de grasa dietaria en ausencia de CLA. Los cambios en la expresion de la enzima
CPT-Ia siguieron un comportamiento similar al PPAR-a, disminuyendo también por
la presencia de CLA e incrementando por €l nivel de grasa, incluso en presencia de
CLA.
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Figura 35: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico Conjugado sobre la expresion de enzimas y factores de transcripcion

relacionados con el metebolismo lipidico en higado
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Resultados expresados como el promedio £ SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras
distintas indican diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente sustituida
con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.
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I1.4. ACTIVIDAD DE ENZIMAS RELACIONADAS CON
LA LIPOGENESIS

La actividad de la enzima ACC determinada en higado aument6 por la
sustitucion parcial con CLA a niveles recomendados de grasa dietaria y también por

los elevados niveles de grasa en ausencia de CLA (Figura 36).

Figura 36: Efectos de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la actividad de la

enzima acetil-CoA carboxilasa en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

I1.5. PARAMETROS RELACIONADOS CON EL ESTRES
OXIDATIVO EN HIGADO

La medida de lipoperoxidacion hepatica, medida por las sustancias reactivas

al acido tiobarbitarico (TBARS), no fueron modificadas por la presencia de CLA, ni
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por el nivel de grasa dietaria. Las defensas antioxidantes enzimaticas, estimadas a
través de la actividad de la enzima catalasa aumentaron en presencia de CLA a
ambos niveles de grasa; mientras que los niveles de GSH, aumentaron
significativamente por la presencia de CLA en el grupo CLA7y por el nivel de grasa,
pero no se observd un efecto aditivo por la sustitucion con CLA en la dieta rica en
grasa CLA20 (Tabla 17).

Tabla 17: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre parametros

relacionados al estrés oxidativo en higado

C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA

TBARS (nmol MDA /gTH)

1153+1,7 111,2+1,7 108,3+2,5 108,5+3,0 NS
Catalasa (U/mg Proteina)

117,5+24* 171,1£4,8" 108,7+1,5* 178,6+4,8" CLA
GSH (pmol/gTH)

1,86 £ 0,01 2,39 £0,05° 2,46 £0,06" 2,56 %0,10° G,CLA

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el
efecto de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA. TBARS: sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico; GSH: glutatidén reducido.

I1.6. FLUJO BILIAR, CONCENTRACION-EXCRECION
DE LOS COMPONENTES DE BILIS

En concordancia con lo expresado en la seccion anterior, se realiz esta parte
del estudio con el fin evaluar el efecto de la sustitucion parcial con CLA vy diferentes

niveles de grasa sobre el flujo biliar y de sus componentes.
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II.6.1. FLUJO BILIAR

La sustitucion parcial de la grasa dietaria por CLA incremento el FB solo a
niveles elevados de grasa dietaria, sin observarse cambios significativos por la
sustitucion con CLA a niveles recomendados de grasa, ni por el nivel elevado de

grasa en la dieta (Figura 37).

I1.6.2. CONCENTRACION Y VELOCIDAD DE EXCRECION DE
L.OS COMPONENTES DE LA BILIS

La presencia de CLA aument6 significativamente el contenido de AB en bilis
y la VEAB a elevados niveles de grasa (Figura 37). El colesterol en bilis aument6 por
el nivel de grasa dietaria, sin efecto por la presencia de CLA. En la VEC en bilis se
observa una tendencia a aumentar en el grupo C20 e incremento en los animales que
consumieron dieta CLA20. El contenido de FL en bilis y la VEFL, no se vieron
afectados por la presencia de CLA, ni por la cantidad de grasa en los distintos grupos
experimentales. L.a concentracion proteinas en bilis no mostrd dependencia del nivel
de grasa. La VEP aumento en el grupo de ratas que recibieron dieta CLA20 por el
leve incremento de la concentracion de proteinas y el elevado FB que presenta este

grupo experimental (Tabla 18).
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Figura 37: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el flujo biliar,
concentracion de acidos biliares y velocidad de excrecion de acidos biliares
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA. VEAB: velocidad de excrecion de acidos
biliares.
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Tabla 18: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la concentracion de

colesterol, fosfolipidos y proteinas de la bilis

C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA

Concentracion
Colesterol (mmol/ml)
0,40 £ 0,02* 0,41 £0,02*° 0,48 +0,01°® 0,48 £0,02° G
Fosfolipidos (nmol/ml)
2,03£0,03 1,9+0,11 2,12+0,08 1,95%0,07 NS
Proteinas (mg/ml)
4,0+0,3 4,6+0,2 4,0+0,2 49+0,1 NS
Velocidad de excrecion
Colesterol (nmol/min/100g rata)
3,0+ 0,2° 3,2+0,2 3,4%0,1*° 41+0,1° G,CLA
Fosfolipidos (nmol/min/100g rata)
15,2+0,5 16,5+ 1,2 15,2+0,8 16,6 £ 0,6 NS
Proteinas (mg/min/100g rata)
293+14* 359+23* 283+19* 413+1,1" CLA

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el
efecto de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C7, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.
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II.7. RETENCION DE CONJUGADOS DEL ACIDO
LINOLEICO Y MODIFICACIONES EN EL PERFIL DE
ACIDOS GRASOS EN LiPIDOS TOTALES DE SUERO,
TEJIDOS Y SECRECIONES

Si bien la composicion de AG en las dietas C7 vs. C20 y CLA7 vs. CLA20
fueron iguales (Tabla 19), la sustitucion con CLA indujo modificaciones
significativas diferentes en los perfiles de AG de suero, tejidos y secreciones a los dos
niveles de grasa dietaria.

La retencion de CLA totales mostrd dependencia de la grasa dietaria (Tabla
19), siendo en TAE, higado y suero: 29 %, 79 % y 87 % respectivamente mas altas
en el grupo CLA 20 que en CLA?7. La retencion, independientemente del nivel de
grasa fue TAE > Higado > Suero y, a su vez, significativamente mas elevada para
9¢,11t-18:2 que para el 10t,12¢-18:2.

Tabla 19: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la retencién de

1sOmeros

Retencion de Isémeros (%)

Acidos grasos

CLA7 CLA20
Suero
RA 7,0+£0,8 12,4 £0,6°
10t,12¢-18:2 39+0,6° 80%0,6°
Higado
RA 20,7 £1,2° 31,7%+2,1°
10t,12¢-18:2 50+1,0° 144 +£14°"
Tejido adiposo epididimal
RA 57,6 £2,62 722%2.2°
10t,12¢-18:2 34,6 £2,0° 47,1 £32°

Resultados expresados como el promedio £ SEM (n=6) calculados como porcentaje de isomero CLA
medidos en suero o tejidos/ porcentaje de isomero CLA en la dieta multiplicado por 100. Analisis
estadistico test de Student’s. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos. CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
sustituida parcialmente con CLA; CLA20, dieta control de elevados niveles de grasa sustituida
parcialmente con CLA.
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I1.7.1. ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS SERICOS

El contenido de isomeros CLA detectados en los lipidos séricos de los
animales alimentados con CLA7 y CLA20 tuvo relacion con la cantidad de grasa
dietaria, aun cuando la composicion de la misma conservo igual proporcion de cada
uno de estos isomeros. Asi, el contenido de 9¢,11t-CLA y 10t,12c-CLA en el suero
de los animales alimentados con CLA20 fue 78% y 110% respectivamente mayor que
en el grupo CLA7. Ademas, los niveles encontrados del isomero 10t,12c-18:2 en
suero de los animales alimentados con CLA a 7 y 20% de grasa dietaria fueron
significativamente menores (56 % y 66 %, respectivamente) que los del RA. La
composicion de AG séricos se muestra en la Tabla 20.

Los SFA totales disminuyeron por la presencia de CLA y el nivel de grasa,
observandose un efecto aditivo de ambas variables. Estos cambios estuvieron
asociados a una disminucion significativa de los niveles de acido palmitico s6lo en
los animales que consumieron CLA20 y a una disminucion del 4cido estearico en los
grupos CLA7, C20 y CLA20.

Los niveles de acido palmitoleico disminuyeron significativamente en los
animales que consumieron dietas altas en grasa, C20 y CLA20. El contenido sérico
de acido oleico no fue modificado, mientras que el acido cis-vaccénico disminuyo
por la presencia de CLA, siendo significativo en el grupo CLA7. Esto determin6 que
los MUFA totales disminuyeran por la presencia de CLLA a ambos niveles de grasa
dietaria.

El contenido de LA aumento por el elevado nivel de grasa dietaria consumida,
mientras que el nivel de GLA sérico disminuy6 por la presencia de CLA vy el nivel
elevado de grasa. El contenido de AA, aumento por efecto de CLA y el elevado nivel
de grasa dietaria, mostrando un efecto aditivo de ambas variables en el grupo CLA20.

Los AG de la familia n-3 en suero fueron modificados principalmente por el
nivel de grasa suministrada en la dieta. Asi, el ALA aument6 en los animales que
consumieron dieta C20, mientras que la presencia de CLLA a ambos niveles de grasa
dietaria no afectd su contenido en suero. En concordancia con estos resultados, el
acido docosapentanoico aumentd por el nivel de grasa en C20, mientras que el
contenido de DHA no fue modificado. El resultado global fue un incremento de los

PUFA totales por efecto del elevado nivel de grasa dietaria.
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Tabla 20: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la composicion
porcentual de acidos grasos de lipidos séricos

Acidos grasos Cc7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
16:0 22,9740,63* 22,55+041° 20,82%0,632> 17,8+0,74 G,CLA
18:0 20,2740,89° 16,41+0,29° 15,1740,77° 16,95+0,64° G,CLA
9¢c-16:1 0,71#0,05¢  0,66+0,11°  0,20£0,01®  0,16+0,01° G

OA 6,87+0,71**  596+0,39°  7,68+0,67°  6,43+0,84%> CLA
11c-18:1 1,8140,17*  1,35+0,05°  1,06+0,03>  0,87+0,07° G,CLA,GxCLA
LA 14,43+0,65* 16,45+0,68" 21,54+0,52¢ 20,15+0,87 G

RA 0,00+0,00°0  0,36+0,04>  0,0040,00°  0,64+0,07° G,CLA,GxCLA
10t,12¢-18:2 0,00+0,00°0  0,20+0,03®  0,0040,00*  0,42+0,09° G,CLA,GxCLA
GLA 0,35+0,01°  0,26+0,01°  0,2240,01®  0,20+0,01° G,CLA
ALA 0,28+0,01°  0,24+0,03*  0,3740,01°  0,2940,03° G,CLA
11c,14¢-20:2 0,14+0,01*°  0,18+0,01*°  0,31%0,02°  0,2740,03" G
DGLA 0,19+0,02¢  0,24+0,03*  0,28+0,01°  0,13+0,03¢ CLA
AA 24,88+1,31° 27,89+0,82° 27,34+0,56° 31,15+0,46° G,CLA,GxCLA
7¢,10c,13¢,16¢-22:4  0,65+0,04°  0,61+0,08*  0,85%0,02°  0,51+0,08° G,CLA
3;;?’10‘:’13“’16“' 1,060,150  1,2840,09°  0,68+0,03"  0,74+0,07" G,CLA
Zg’:}soc’mc’l“’l%' 0,30+0,06*  0,36%0,05°  0,56+0,14"  0,31%0,02° G,CLA
DHA 1,7740,11  1,6840,10  2,16+0,21  1,94+0,23 NS

Y SFA 43,23+1,12° 38,97+0,91° 3587+1,33" 34,0940,56° G,CLA,GxCLA
S MUFA 9,39+0,90° 7,97+0,47°  8,94%0,67**  7,46+0,79 G,CLA

S PUFA 43,7740,18* 48,40+1,01° 54,20+0,61° 55,58+0,59¢ G,CLA
Menores-NI 1,9740,52  4,10%0,46  0,99+0,18  1,81+1,00

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de
test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el efecto
de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C, dieta control; CLLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente sustituida
con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLLA20, dieta de elevado nivel de grasa
parcialmente sustituida con CLA. NI: acidos grasos no identificados, ZSFA: sumatoria de acidos grasos
saturados, ZIMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis, YPUFA: sumatoria de acidos
grasos poliinsaturados cis.

I1.7.2. ACIDOS GRASOS DE LiPIDOS HEPATICOS

Los isomeros CLA presentes en las dietas fueron incorporados en higado
mostrando una dependencia con el nivel de grasa, tanto para el RA como para el

isomero 10t,12¢c-18:2 (Figura 38). Por otro lado, se observd que aunque las dietas
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contenian cantidades equimoleculares de RA y 10t,12¢-18:2, 1a retencion del isbmero
RA fue 4 veces mayor que la del isomero 10t,12c-18:2 a niveles recomendados de

grasa y 2 veces mayor a elevados niveles de grasa dietaria.

Figura 38: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la retencién de los
isomeros 9¢,11t-18:2 y 10t,12¢-18:2
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Resultados expresados como promedio * SEM (n=6). Analisis estadistico: test de Student. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras diferentes en maytsculas y mintisculas indican diferencia significativa
entre los CLA dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia significativa de cada CLA entre
los distintos grupos dietarios. CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa dietaria parcialmente
sustituida con CLA; CLA20, dieta de elevados niveles de grasa parcialmente sustituida con CLA.

El perfil de AG de higado fue modificado en distinto grado por la presencia
de CLA y por el nivel de grasa ofrecida (Tabla 21).
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Tabla 21: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la composicion

porcentual de acidos grasos de lipidos hepaticos

Acidos grasos Cc7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
16:0 19,99+0,15¢ 21,84+0,28" 17,040,50c  17,76+0,37¢ G,CLA
18:0 11,8540,16°0 12,7540,27° 10,6340,35° 11,44+1,07%%  G,CLA
9c-16:1 12240,312  0,89+0,11°  0,30+0,07¢  0,27+0,05¢  G,CLAGxCLA
OA 13,0040,29¢  11,1340,34" 16,91+1,45¢  14,66%0,36? GCLA
11c-18:1 202740,17%  1,84+0,05° 1,4240,07¢  1,11£0,01¢ G,CLAGxCLA
11¢-20:1 0,16£0,02*  0,004£0,00° 0,27+0,02°  0,00£0,00° G,CLA,GxCLA
LA 2438+1,31%  23,8740,81% 29,64+1,320 29,5240,63 G
RA 0,00£0,000  1,0640,10°  0,00£0,000  1,6240,13° G,CLAGxCLA
10t,12¢-18:2 0,00£0,000  0,26+0,04®  0,00+0,000  0,75+0,08° G,CLA,GxCLA
GLA 0,84+0,04*°  048+0,01° 0,34+0,01°  0,4740,02° G,CLAGxCLA
ALA 0,2940,01  0,35£0,04  0,34+0,01  0,38+0,06 NS
11c,14¢-20:2 0,3240,02*  0,16£0,01" 0,58+0,05¢  0,36+0,01* G,CLA,GxCLA
DGLA 0,310,022  0,20+0,01°  0,5240,04°  0,19+0,01° G,CLA
AA 19,040,1°  18,240,6°  16,340,9°  15440,4° G
7¢,10¢,13¢,160-22:4 4 1540 100 0,89+0,04%0 12040,10°  0,84%0,07" cLA
4c,7¢,10c,13¢,16¢-

22:5 2,1240,04* 1,680,212 0,98+0,04°  1,1240,22b¢ G,CLA
;;’:;OC’BC’MC’I%' 0,36+0,01°  0,4140,06° 045+0,02*  0,24+0,01° GCLA
DHA 1,8240,06  2,10+0,22  1,8240,10  1,85%0,15 NS

Y SFA 31,8540,17% 34,5940,51° 27,63%0,32° 29,29+0,58% G,CLA,GxCLA
T MUFA 16,64+0,31°  13,85+0,40° 18,91+1,54° 16,04+0,71° G,CLA,GxCLA
s PUFA 50,5740,25% 47,48+0,56" 52,52+1,14* 49.44+0,64*®  GCLA
Menores-NI 1,54+044 1,06026

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de
test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el efecto
de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C, dieta control; CLLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente sustituida
con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLLA20, dieta de elevado nivel de grasa
parcialmente sustituida con CLA. NI: acidos grasos no identificados, ZSFA: sumatoria de acidos grasos
saturados, ZIMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis, YPUFA: sumatoria de acidos
grasos poliinsaturados cis.

Los SFA totales aumentaron a niveles recomendados de grasa en presencia
de CLA asociado a un aumento de los acidos palmitico y estearico. En los animales
que recibieron las dietas C20 y CLA20 los niveles de los AGS disminuyeron,
mostrando una tendencia a niveles mas elevados en aquellos animales que recibieron
CLA. Estos cambios estuvieron relacionados con una disminucién significativa de

acido palmitico.
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Los 4&cidos palmitoleico y cis-vaccénico se encontraron disminuidos
significativamente en higado por la presencia de CLA y por la alta cantidad de grasa,
observandose un efecto aditivo de ambas variables. El 4cido oleico disminuy6 en
CLA7 vs. C7; mientras que en C20 aumento significativamente vs. C7, 1a sustitucion
con CLA a elevados niveles de grasa restauro los niveles encontrados en el grupo C7.
Los niveles hepaticos de LC-PUFA totales fueron modificados por la adicion de CLA
a recomendados niveles de grasa. El analisis individual de los LC-PUFA mostré un
aumento significativo de LA en los animales que recibieron las dietas C20 y CLAZ20.
El GLA disminuy6 por la presencia de CLA y el nivel de grasa; el DGLA increment6
por el nivel de grasa dietaria y disminuy6 en presencia de CLA independientemente
del nivel de grasa; mientras que €l contenido de AA s6lo disminuy6 a alto nivel de
grasa. Con respecto a los LC-PUFA de la familia n-3, los niveles de ALA no fueron
modificados por la adicion de CLA, ni por nivel de grasa; mientras que el acido
docosapentanoico disminuyo6 en el grupo CLA20 y el contenido de DHA no fue
modificado.

La biosintesis hepatica de LC-PUFA de la serie n-6, expresada por la relacion
porcentual producto/sustrato: AA/LA (Figura 39), mostr6 una dependencia del
nivel de grasa dietaria y no de los isomerosCLA. Asi, la misma fue significativamente

reducida en los grupos C20 y CLA20 vs. C7 y CLA7, respectivamente.
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Figura 39: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico Conjugado sobre la

relacion porcentual de 4cido araquidonico/ acido linoleico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

A diferencia de la biosintesis de LC-PUFA de la familia n-6, 1a de los n-3
representados por la relacion porcentual de DHA/ALA (Figura 40) no mostrd

modificaciones en los distintos grupos dietarios.
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Figura 40: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la relacion porcentual

acido docosahexanoico/ 4cido a-linolénico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

El indice de la enzima A6-desaturasa (estimado por la relacion GLA/LA),
clave en la sintesis de AA, disminuy6 por la presencia de CLA y el nivel de grasa

dietaria (Figura 41).

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
156



Resultados

Figura 41: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la relacion acido a-

linolénico/ 4cido linoleico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

El indice de la enzima AbS-desaturasa, representado por la relacion
AA/DGLA increment6 por la sustitucion con CLA a nivel recomendado de grasa'y
disminuy0 significativamente a elevado nivel de grasa dietaria, la presencia de CLA
en el grupo CLA20 atenu6 el efecto del nivel de grasa y este indice alcanzo6 valores

similares a los observados en el grupo C7 (Figura 42).
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Figura 42: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la relacion porcentual

acido araquidonico/ 4cido dihomo y-linolénico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Las relaciones del acido palmitoleico/ 4acido palmitico y 4acido oleico/
estearico reflejan el indice de la enzima A9-desaturasa (SCD-1). Las mismas fueron
afectadas por la presencia de CLA vy el nivel de grasa dietaria. La adicion de CLA a
niveles recomendados, como a alto nivel de grasa, disminuyeron significativamente
la relacion 16:1/16:0 (Figura 43-A). La relacion 18:1/18:0 disminuyd por la
presencia de CLA a niveles recomendados y elevados de grasa y aumento

significativamente por altos niveles de grasa suministrada (Figura 43-B).
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Figura 43: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el flujo a través de la
enzima A9-desaturasa expresado por la relacion porcentual: &cido palmitoleico/

acido palmitico (A) y acido oleico/ acido estedrico (B) en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Los niveles de acido palmitoleico y cis-vaccénico, intermediarios clave en la
sintesis de novo de AG, fueron afectados principalmente por el nivel de grasa de la

dieta. La relacion entre ambos MUFA, que refleja el flujo a través de la enzima
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elongasa de la serie n-7, se mostro significativamente incrementada en los grupos que
recibieron dietas ricas en grasa y se observo que este aumento fue menos marcado

cuando los animales recibieron dieta CLA20 (Figura 44).

Figura 44: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el flujo a través de la
enzima elongasa expresado por la relacion porcentual acido cis-vaccénico/ acido

palmitoleico en higado
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.

I1.7.3. ACIDOS GRASOS DE LiPIDOS SECRETADOS POR EL
HIiGADO

La presencia de CLA se observo en los lipidos secretados por el higado a la
circulacion en los animales alimentados con ambos niveles de grasa parcialmente
sustituida con dichos isémeros. Su retencion fue mayor en el grupo alimentado con

elevados niveles de grasa y, como se observara en suero en ayunas, €l isomero
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10t,12¢-18:2 fue menos retenido que el RA en ambos grupos, CLA7 y CLA20 (Figura
45).

Figura 45: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la retencién de los

isomeros 9¢,11t-18:2 y 10t.12¢c-18:2 en suero secretado por el higado
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Resultados expresados como promedio * SEM (n=6). Analisis estadistico: test de Student. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras diferentes en mayudsculas y mindsculas indican diferencia significativa
entre los CLA dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia significativa de cada CLA entre
los distintos grupos dietarios. CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa dietaria parcialmente
sustituida con CLA; CLA20, dieta de elevados niveles de grasa parcialmente sustituida con CLA.

La composicion de AG en suero de animales ayunados post-inyeccion de
Triton WR 1339 se muestra en la Tabla 22.

Los SFA totales fueron modificados significativamente por la presencia de
CLA a ambos niveles de grasa dietaria y estos resultados estuvieron asociados a un

aumento del &cido estearico, mientras que €l acido palmitico no fue modificado.
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Tabla 22: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la composicion

porcentual de lipidos secretados por el higado

Acidos grasos Cc7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
16:0 21,5340,81  22,80+0,43 21,4140,54  22,51+0,68 NS
18:0 15,1040,59° 17,78+0,29" 15,2040,69° 17,0040,31 CLA
9c-16:1 1,1540,100  0,94+0,04*  0,4240,06°  0,2040,01¢ G,CLA,GxCLA
OA 10,1940,64*®  9,69+0,54°  10,1840,47%> 10,69+0,48 G
11c-18:1 1,7540,050  14740,02° 1,230,050  0,96%0,01¢ G,CLAGxCLA
LA 21,5340,812  19,2240,26° 25,93+0,75° 24,9140,14>  GCLA
RA 0,0040,000  0,75+0,03>  0,0040,000  1,16+0,05° G,CLA,GxCLA
10t,12¢-18:2 0,00£0,000  0,2740,03®  0,00£0,000  0,5740,04° G,CLA,GxCLA
GLA 0,6240,06°  0,4240,05°  0,54+0,01*  0,34+0,04° G,CLA,GxCLA
ALA 0,5840,03°  0,75+0,08°  0,56+0,06*  1,16+0,05 G,CLA,GxCLA
11c, 14¢-20:2 0,14£0,05*  0,0040,00>  0,3740,04°  0,0040,00° G,CLA,GxCLA
DGLA 0,20£0,01°  0,09%0,02°  0,14+0,03®  0,24#0,03*  G,GxCLA
AA 21,6940,44* 21,7740,29° 18,84+0,26" 17,64+0,11° G
7¢,10c,13¢,16¢-22:4  0,6940,06°  0,54+0,03"  0,64%0,06°  0,59%0,12° cLA
3;;?:’10‘:’13“’16“' 1,00£0,07°  1,04+0,05*  0,86+0,03"  1,00+0,03 G,CLA
;;;;0c,13c,16c,19c- 0,20+0,07*  0,00£0,00°  0,19+0,02*  0,00+0,00° CLA
DHA 1,68+0,16  1,7240,01°  1,39+0,14%%  1,26+0,20° G

s SFA 36,6240,82°  40,5740,55° 36,61+0,85° 39,51+0,52° CLA

s MUFA 13,0940,85 12,10+0,58  11,8340,66 11,85+0,47 NS

s PUFA 47,9640,77* 44,77+0,76" 48,240,334 43,79+0,67" CLA
Menores-NI 2334022 2,0310,64  331+0,85  2,83+0,52

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de
test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el efecto
de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C, dieta control; CLLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente sustituida
con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLLA20, dieta de elevado nivel de grasa
parcialmente sustituida con CLA. NI: acidos grasos no identificados, ZSFA: sumatoria de acidos grasos
saturados, ZIMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis, YPUFA: sumatoria de acidos
grasos poliinsaturados cis.

Los niveles de 4cido palmitoleico en las lipoproteinas secretadas por el higado,

fueron significativamente disminuidos por €l contenido de grasa de la dieta,

mostrando un efecto aditivo por la sustitucion con CLA a elevado nivel de grasa. El

acido oleico no mostr6 cambios, mientras que el cis-vaccénico disminuyo

significativamente por la presencia de CLA y por elevados niveles de grasa,

mostrando un efecto aditivo en CLA20.
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Los niveles de LA fueron incrementados significativamente por altos niveles
de grasa dietaria. E1 GLA disminuy¢ significativamente por la presencia de CLA,
mientras que el AA disminuy0 por el nivel de grasa dietaria. E1 ALA aumento por la
presencia de CLA en la dieta a ambos niveles de grasa, siendo mayor el aumento en
CLAZ20. El acido docosapentaenoico disminuyo por debajo del nivel de deteccion en
las dietas sustituida parcialmente con CLA a ambos niveles de grasa, mientras que el
DHA de los lipidos de las VLDL secretadas por el higado, se mostro ligeramente
disminuido por la presencia de CLA a altos niveles de grasa dietaria. Los niveles
totales de LC-PUFA disminuyeron significativamente por la presencia de CLA a

ambos niveles de grasa.

I1.7.4. ACIDOS GRASOS DE LiPIDOS BILIARES

Los CLA fueron incorporados en los AG de bilis, e igualmente que en higado
su retencion estuvo relacionada con la cantidad ofrecida en la dieta, es decir a mayor
ingesta, mayor contenido de isémeros en los lipidos biliares (Tabla 23).

Los SFA totales en bilis mostraron una dependencia de 1a presencia de CLA
y del nivel de grasa. Asi, se observd que disminuy0 significativamente su contenido
por la presencia de CLA a niveles recomendados de grasa, como también disminuy6
a elevados niveles de grasa en ausencia de CLA. La adicién de CLA a altos niveles
de grasa ocasion¢ valores de SFA totales similares a los del grupo C7. Las variaciones
mencionadas se correlacionaron con cambios en el nivel de dcido palmitico en bilis,

sin mostrar modificaciones en el contenido de acido estearico.
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Tabla 23: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la composicion

porcentual de acidos grasos de lipidos de la bilis

Acidos grasos C7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
16:0 45,63+0,54* 40,72+1,08° 38,66+0,36" 46,05+0,522 CLA
18:0 6,6810,34  6,09+0,21  6,88+0,21  6,67+0,14 NS
9c-16:1 1,04+0,13*  0,89+0,090  0,47+0,01°  0,33%0,07° G,CLA
OA 4,65+0,20  4,53+0,32  4,28+0,06  4,0310,45 NS
11c-18:1 1,3140,09°  1,14+0,142® 0,91+0,022* 0,73%0,10° G,CLA
LA 24,29+0,82 24,641044 2573+143  23,46%0,05 NS
RA 0,00£0,00¢  0,20+0,03®  0,00+0,00°  0,30+0,03° G,CLA,GxCLA
10t,12¢-18:2 0,00+0,00°0  0,18%0,01°  0,00£0,00*  0,34+0,02° G,CLA,GxCLA
AA 14,34+0,44* 18,61+0,48° 20,14+0,55° 15,80+0,95 G
DHA 0,984+0,07¢  0,92+0,01°  1,23+0,07°  0,83+0,01° G,CLA
Y SFA 52,31+0,69° 46,81+1,22° 45,54+0,57° 52,73%0,67 CLA

S MUFA 7,01£0,34*  6,56+0,12°  5,66+0,09°  5,09+0,52° G

S PUFA 39,61+0,55* 44,18+0,83" 47,10+0,81° 40,09+0,88" G,CLA
Menores-NI 1,0740,30  2,08+0,25  1,70+0,14  1,45%0,52

Resultados expresados como el promedio = SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido de
test de Scheffé. Nivel de significancia: p<0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el efecto
de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el efecto
de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos. C, dieta control; CLLA7, dieta a niveles recomendados de grasa parcialmente sustituida
con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLLA20, dieta de elevado nivel de grasa
parcialmente sustituida con CLA. NI: acidos grasos no identificados, ZSFA: sumatoria de acidos grasos
saturados, XMUFA: sumatoria de de acidos grasos monoinsaturados cis, YPUFA: sumatoria de acidos
grasos poliinsaturados cis.

Los MUFA totales en bilis disminuyeron por del nivel de grasa de la dieta, y
esta disminucion estuvo asociada a un contenido significativamente menor de acido
palmitoleico y cis-vaccénico en bilis de animales alimentados con dieta C20, mientras
que el contenido de acido oleico no mostrdé modificaciones en ninguno de los grupos
dietarios.

Los LC-PUFA totales en bilis fueron afectados por la presencia de CLA y el
nivel de grasa. Se observd un aumento significativo de AA en la bilis de animales
alimentados con CLA7, asi como también con altos niveles de grasa, aunque,
llamativamente, en el grupo CLA20 se observaron valores de AA similares a los
encontrados en bilis de ratas alimentadas con dieta C7. Los niveles de LA y GLA no
se modificaron. De los LC-PUFA de la familia n-3, solo fue detectado el DHA en

bilis, no mostrando cambios por los tratamientos dietarios.
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I1.7.5. ACIDOS GRASOS DE TEJIDO ADIPOSO

Como fuera mencionado anteriormente los isémeros CLA fueron
incorporados y retenidos en TAE en relacidén a la cantidad de grasa consumida,
siendo 30,5% mas elevada la retencidon en el grupo CLA20 vs. CLA7 (Figura 46).
Asimismo, los niveles del isomero 10t,12¢-18:2 fueron significativamente menores a
los del 9¢,11t-18:2.

Figura 46: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico Conjugado sobre la

retencion de los isomeros 9¢,11t-18:2 y 10t,12¢-18:2 en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como promedio * SEM (n=6). Analisis estadistico: test de Student. Nivel de
significancia: p<0,05. Letras diferentes en mayusculas y minusculas indican diferencia significativa
entre los CLA dentro del mismo grupo dietario; (*) indica diferencia significativa de cada CLA entre
los distintos grupos dietarios. CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa dietaria parcialmente
sustituida con CLA; CLA20, dieta de elevados niveles de grasa parcialmente sustituida con CLA.

Los CLA modificaron los AG del TAE (Tabla 24). Los niveles de SFA totales
en TAE aumentaron por la presencia de CLA a niveles recomendados de grasa y
disminuyeron en los grupos que recibieron dieta con elevado nivel de grasa,

independientemente de la presencia de CLA. Esto estuvo asociado a cambios en los
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niveles de acido palmitico en estos grupos. El contenido de &cido estedrico no
presentd modificaciones.

Los niveles de 4cido palmitoleico disminuyeron significativamente por la
presencia de CLA a niveles recomendados y mds aun a alto nivel de grasa dietaria,
mientras que el acido oleico disminuyo por la presencia de CLA y aumento por la
elevada cantidad de grasa. El contenido de 4cido cis-vaccénico en TAE disminuy6
significativamente por el nivel de grasa.

Los LC-PUFA totales disminuyeron por la sustitucion con CLA vy
aumentaron por el nivel de grasa. Esto estuvo en concordancia con una reduccion
significativa del LA y AA por el elevado nivel de grasa y un aumento de 1os mismos
en ambos niveles por la presencia de CLA. El resto de los LC-PUFA de las series n-
6 y n-3, disminuyeron significativamente por la presencia de CLA e incrementaron

por cambios por el nivel de grasa dietaria.
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Tabla 24: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre la composicion

porcentual de lipidos del tejido adiposo epididimal

Acidos grasos Cc7 CLA7 C20 CLA20 ANOVA
16:0 21,19+0,45* 2536+0,48" 14,60%0,27¢ 14,76+0,61° G,CLA
18:0 2,34+0,16  2,36+0,06  2,12+0,02  2,36+0,04 NS
9c-16:1 458+0,32¢  2,74%0,18>  1,58+0,14c  0,72+0,06° G,CLA,GxCLA
OA 29,88+0,30* 26,76+0,27° 31,86%0,51¢ 29,410,522 G,CLA
11c-18:1 3,01+0,190  3,02+0,190  1,27+0,21°  1,56%0,08° G
LA 34,294+0,63* 30,17+1,04® 44,50+0,53¢ 41,1740 42¢ G,CLA
RA 0,00+0,000  2,95+0,13* 0,000,000  3,70+0,15° G,CLA GxCLA
10t,12¢-18:2 0,00+0,000  1,80+0,04> 0,000,000  2,48+0,15° G,CLAGxCLA
GLA 0,11+0,01*  0,00+0,00°  0,09+0,01*  0,00%0,00° CLA
ALA 0,85+0,06*  0,66+0,01>  0,88+0,08°  0,80+0,04 G,CLA
11c,14¢-20:2 0,18+0,03*  0,09+0,02°  0,25+0,04° 0,160,012 G,CLA
DGLA 0,12+0,02*  0,03+0,01°  0,14+0,01*°  0,05%0,01° G,CLA
AA 0,83+0,07*  0,32+0,03"  1,0240,19°  0,46+0,04° G,CLA
7¢,10c,13c,16¢-22:4 0,19+0,02*  0,05+0,01°  0,22+0,04*°  0,07%0,01° G,CLA
3;;?:’10‘:’13“’16“' 0,0740,01*  0,03£0,01°  0,13+0,02°  0,05+0,01° G,CLA
;§;§0c,13c,16c,19c- 0,04+0,01*  0,0240,01®°  0,05+0,01*  0,00+0,00° CLA
DHA 0,05+0,01*  0,04+0,01*  0,07+0,02>°  0,04+0,01? G,CLA
Y SFA 23,54+0,65* 27,72%1,36" 16,72+0,30"  17,12+0,64° G,CLA
S MUFA 37,4610,67° 32,52+0,28" 34,71+0,29%* 31,69+0,56" G,CLA
S PUFA 36,4140,61° 31,29+1,43"> 46,97+0,44° 42,59+041¢ GCLAGxCLA
Menores-NI 2,59+0,23  3,71%0,12 1,60+£0,25  2,44%0,11

Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. NS, p>0,05, no significativo; G, p<0,05 para el
efecto de la grasa dietaria; CLA, p<0,05 para el efecto de la adicion de CLA; GxCLA, p<0,05 para el
efecto de la interaccion de las dos variables. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control a elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA. NI: acidos grasos no identificados, ZSFA:
sumatoria de acidos grasos saturados, XIMUFA: sumatoria de acidos grasos monoinsaturados cis,
YPUFA: sumatoria de acidos grasos poliinsaturados cis.

La relacion palmitico/ palmitoleico disminuyo6 significativamente por el nivel
de grasa suministrada y por la presencia de CLA a ambos niveles de grasa,
observandose un efecto aditivo (Figura 47-A). La relacion oleico/ estedrico aumento
significativamente por el nivel de grasa, pero disminuy6 cuando consumieron CLA

a ambos niveles de grasa (Figura 47-B).

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
167



Resultados

Figura 47: Efecto de los Conjugados del Acido Linoleico sobre el flujo a través de la
enzima A9-desaturasa expresado por la relacidon porcentual acido palmitoleico/

acido palmitico (A) y acido oleico/ acido estearico (B) en tejido adiposo epididimal
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Resultados expresados como el promedio + SEM (n=6). Analisis estadistico ANOVA (2X2) seguido
de test de Scheffé. Nivel de significancia: p < 0,05. Letras distintas indican diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos. C, dieta control; CLA7, dieta a niveles recomendados de grasa
parcialmente sustituida con CLA; C20, dieta control de elevados niveles de grasa; CLA20, dieta de
elevado nivel de grasa parcialmente sustituida con CLA.
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D1SCUSION-PARTE I

EFECTOS DE LOS ACIDOS GRASOS TRANS A
NIVELES RECOMENDADOS Y ELEVADOS DE GRASA
DIETARIA

Debido a que actualmente existen numerosas controversias sobre los efectos
de los acidos grasos trans (AGT) a niveles recomendados de grasa sobre el estado
nutricional y regulacién metabolica de los lipidos, 1a primer parte de este trabajo de
tesis investigd, en un modelo experimental animal, el efecto diferencial de AGT
industriales en dietas con niveles recomendados y altos de grasa sobre parametros
nutricionales y mecanismos implicados en la regulacion de triacilglicéridos (TAQG).

Se evaluaron aspectos nutricionales como la ganancia de peso, el balance de
N, la eficiencia energética de las dietas, composicion corporal y retencion energética
corporal. En referencia al metabolismo lipidico, se enfatiz6 en la incorporacion y
retencion de los diferentes AGT de la grasa dietaria en suero, diferentes tejidos y
secreciones; en las modificaciones del perfil de 4acidos grasos (AG), lipidos
plasmaticos y tisulares; potenciales cambios metabolicos y posibles mecanismos
involucrados en la regulacion de los TAG. Asimismo, con el fin de dilucidar dichos
mecanismos, se evalu6 actividad y la expresion de enzimas que intervienen en la
sintesis y oxidacion de AG, como asi también de los factores de transcripcion que

modulan su expresion.

I.1.MODELO EXPERIMENTAL

Esta Tesis se desarroll6 en un modelo experimental animal empleando ratas
macho de la cepa Wistar. En la especie elegida se pueden inducir alteraciones
metabolicas observadas en humanos y obtener mayor precision al evaluar las

variaciones en diferentes parametros nutricionales. La utilizacion de animales
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machos se baso en la necesidad de minimizar los efectos de las hormonas sexuales
sobre diferentes efectos en el metabolismo lipidico. Al inicio del tratamiento dietario
se considerd que los animales se encontraban en pleno desarrollo, esto permitid
evaluar el potencial impacto de las dietas en un periodo etario de alta demanda
nutricional y alta tasa de recambio metabolico. La incorporacion de AGT en la etapa
de crecimiento, asi como también su metabolizacion, podrian provocar serias
alteraciones en el metabolismo lipidico y eventualmente predisponer al desarrollo de
alteraciones observadas en ciertas enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT).
Asimismo, este trabajo de tesis forma parte de una linea de investigacién que se viene
desarrollando dentro del grupo, en la cual se evaluaron los efectos de distintos
isomeros de AG en diversos disefios experimentales. El presente estudio permitiod
observar efectos diferenciales de isbmeros de AG en dietas conteniendo niveles
recomendados y elevados de grasa dietaria mimetizando consumos alcanzables por
la poblaciéon humana.

La fuente de grasa principal elegida fue aceite de maiz, el cual es rico en acido
linoleico (LLA), para lograr dietas desequilibradas en las relaciones de AG de las
familias n-6: n-3, las cuales caracterizan al consumo de la poblacidén occidental. Las
dietas con niveles recomendados de grasa se basaron en las recomendaciones del
Comité ad hoc del “American Institute of Nutrition” para roedores en crecimiento,
AIN-93G (Reeves y col., 1993); mientras que el elevado contenido de grasa en los
otros grupos dietarios son compatibles con los niveles observados frecuentemente en
diversas poblaciones. La fuente de AGT seleccionada fue un aceite vegetal
parcialmente hidrogenado (AVPH), habitualmente utilizado por la industria
alimenticia para la elaboracion de productos de consumo humano. Es importante
consignar que este AVPH estd compuesto principalmente por los isomeros: acido
elaidico (EA), acido trans-vaccénico (VA), 10t-18:1, mas otros AGT en cantidades
menores. Los niveles relativos de estos isomeros individuales fueron 10t-18:1 > VA
> 12t18:1 > EA > (6-8)t-18:1.

Si bien existen en la bibliografia una serie de trabajos en los que se estudiaron
efectos especificos de algunos AGT (Meijer y col., 2001; Lovejoy y col., 2002;
Faulconnier y col., 2006; Roy y col., 2007; Field y col., 2009; Wang y col., 2008; Du
y col., 2010; Shao y Ford, 2014), pocos trabajos evaluaron los efectos de dietas
conteniendo mezclas de AGT con equivalentes proporciones de aquellos con

conocidos efectos benéficos o deletéreos, como en el caso del AVPH comercial
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empleado en el presente trabajo. Ademas, es dable considerar que mezclas de aceites
dietarios conteniendo diferentes cantidades y tipos de AGT podrian tener un efecto
metabolico distinto que el de los isbmeros individuales (Tyburczy y col., 2009). Por
otro lado, el impacto de la ingesta de altos niveles de AGT han sido evaluados en
numerosos estudios, pero luego de que su consumo disminuyera en los ultimos afios,
a nuestro conocimiento, aun hay escasas evidencias en modelos experimentales
animales de los efectos de una ingesta baja 0 moderada de los mismos.

En la presente tesis, en las dietas experimentales conteniendo AGT, se
sustituyd parte del aceite de maiz por AVPH, por lo cual los efectos observados
fueron considerados consecuencia de la composicion de AG derivada de la
combinacion de ambas fuentes de grasas, asi como también de la cantidad de grasa
ofrecida en cada dieta. Por otro lado, dado que la proporcion AG en la dieta influye
en la retencion de AG en los tejidos, y por lo tanto en sus efectos biologicos (Sain y
col., 2013; Scalerandi y col., 2014), se combinaron los aceites de manera tal que la
composicion relativa de los isdémeros individuales AGT y los otros AG en las dietas
AGT7y AGT20 fuera idéntica. El contenido de AGT fijado para las dietas AGT7 y
AGT?20 representa el 1,17% y el 2,86 % de la energia total respectivamente, y

asemejan niveles de consumo factibles de ser alcanzados por la poblacion.

I.2. PARAMETROS NUTRICIONALES

En diversos trabajos sobre los efectos de los AGT se ha evaluado su impacto
sobre parametros nutricionales, aunque los resultados obtenidos fueron
controversiales. Las variables introducidas en los disefios experimentales;
principalmente la especie animal elegida, periodo experimental, como asi también la
cantidad y composicion de AG de las materias grasas utilizadas en las dietas
pudieron haber incidido sobre tales efectos. Recientes resultados de este grupo de
investigacibn mostraron que ratas Wistar alimentadas con dietas a niveles
recomendados de grasa ricas en acido linoleico (LLA) sustituidas parcialmente con
AGT aumentaron la ganancia de peso corporal, asociado a mayores paniculos grasos
y a una tendencia a mayor retenciéon de grasa en la carcasa (Farifia y col., 2015a).

Estos datos son coincidentes con lo observado en el presente trabajo; mientras que, a
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altos niveles de grasa los AGT no potenciaron el aumento de peso corporal y
acumulacion de grasa incrementados por el elevado nivel de grasa dietaria. Cabe
consignar que en ambos estudios se utiliz6 AVPH con igual composicion de AGT,
asi como también se mantuvieron las relaciones de AG en las mezclas utilizadas en
la dieta.

En resultados previos de nuestro grupo se ha encontrado que ratas Wistar
alimentadas con dietas enriquecidas en AGT a elevados niveles de grasa (20%)
incrementaron el tejido adiposo epididimal (TAE) y tejido adiposo retroperitoneal
(TARP) sin modificar la ganancia de peso corporal (Colandré y col., 2003). A
diferencia de dicho trabajo, en la presente tesis la mayor acrecion de los depositos
grasos y retencion energética grasa en la carcasa estuvieron asociadas a una mayor
ganancia de peso corporal. Estas diferencias encontradas pudieron deberse a la
composicion de AGT de los AVPH, dado que Colandré y col. (2003) utilizaron un
aceite isomerizado rico en EA, mientras que el AVPH empleado en el presente
estudio fue predominantemente una mezcla de isomeros EA, VA y 10t-18:1 en
cantidades similares.

En concordancia con nuestros resultados Dorfman y col. (2009) reportaron
un incremento en la ganancia de peso corporal y en los depdsitos grasos en ratas
alimentadas a niveles recomendados de grasa con sustitucion de AGT; asimismo,
observaron similares alteraciones en ratas alimentadas con dietas ricas en grasa.
Dhibi y col. (2011) también encontraron que los AGT tienden a aumentar el peso
corporal en grupos de ratas Wistar alimentadas con altos niveles de aceite de soja 'y
margarina, sin cambios en la eficiencia energética (EE). Ha sido reportado que dietas
conteniendo distintos niveles de AGT y diferentes niveles de grasa provocaron una
menor ingesta y EE sin cambios en el peso corporal en ratas Wistar (Giudetti y col.,
2003) y en hamsteres (Kraft y col., 2011). Mientras que otros investigadores no
observaron diferencias en la ingesta, ganancia de peso corporal, ni en la masa de
tejido adiposo en ratas Wistar (Tardy y col., 2008; Sabarense y Mancini Filho, 2003)
o Sprague-Dawley (Gatto y col., 2002). En contraposiciéon, Machado y col. (2010)
observaron disminucion en el peso y la acumulacion grasa en ratones alimentados
con dietas de alto contenido graso sustituidas con AGT; resultados concordantes con
los reportados por Sain y col. (2013) en ratones alimentados con diferentes fuentes
grasas con sustitucion parcial de AGT, estos animales mostraron una tendencia a

disminuir la ganancia de peso corporal y retencion energética.
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1.3. INCORPORACION Y RETENCION DE ISOMEROS
DE ACIDOS GRASOS TRANS EN SUERO, TEJIDOS Y
SECRECIONES

Existen evidencias que demuestran que los isomeros AGT monoénicos 18:1,
son absorbidos, captados, incorporados y metabolizados por los tejidos con escasa 6
ninguna discriminacion respecto de los AG cis-18:1 (Sébédio y Christie, 2009;
Emken, 2007). En modelos experimentales animales, se ha demostrado que los AGT
son incorporados en muchos tejidos (Moore y Dhopeshwarkar, 1980, 1981; Kinsella
y col., 1981; Dorfman y col., 2009), particularmente en tejido adiposo, higado y
musculo; y ademas, pueden encontrarse en suero y secreciones (Farifia y col., 2015a;
Sain y col., 2015). El grado de incorporacién y retencion de los distintos isémeros de
AGT en los tejidos tiene gran relevancia ya que puede incidir en el desarrollo o
prevencion de las ECNT relacionadas con la nutricion.

Ademas de diversas variables inherentes al modelo experimental (especie
animal, sexo, edad, etc) y de los procesos metabolicos en los que puedan participar,
los AGT individuales pueden alcanzar diferentes niveles tisulares en funcion al tipo
isomero AGT considerado, a la cantidad ingerida (Johnston y col., 1958) y a su
interaccion con otros AG presentes en la grasa dietaria. Trabajos recientemente
publicados por nuestro grupo de investigacion, desarrollados en diferentes modelos
experimentales, corroboraron estos hallazgos demostrando que los niveles de AGT
retenidos en un tejido particular dependen del tejido, de los AGT especificos y de la
composicion de la AG de la dieta (Farifia y col., 2015a; Sain y col., 2015).

En el presente estudio, los niveles de AGT totales e individuales alcanzados
en tejido adiposo fueron mayores que los observados en higado y suero; esto esta en
concordancia con resultados recientes a niveles recomendados de grasa (Farifia y
col., 2015a; Sain y col., 2015), y trabajos previos de otros autores (Fritsche y col.,
1998; Baylin y col., 2002; Hodson y col., 2008) quienes sugirieron el contenido de
AGT totales en tejido adiposo como un biomarcador sensible de ingesta de AGT.

Considerando que el contenido de cada AGT individual en la grasa dietaria
presenta ligeras diferencias y que el efecto sobre el metabolismo lipidico de los

distintos AGT dietarios seria isomero-especifico, con el fin de facilitar la
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interpretacion de los resultados, se relativizaron los niveles tisulares de cada AGT a
través de la retencion porcentual. La misma representa la relacion entre cada isémero
presente en el tejido/ el mismo isdbmero en la dieta. Notablemente, la retencidén de
AGT totales e individuales en los tejidos fue afectada por el nivel de grasa dietaria,
la retencion aumentd en relacion directa con la cantidad de grasa ofrecida, aun
cuando se mantuvo la misma composicion relativa de AG individuales. El efecto del
nivel de grasa sobre la retencion de AGT fue mayor en el TAE, seguido por el tejido
hepatico, y mas leve en el perfil de AG del suero. Estos resultados sugieren que la
retencion en el suero tendria asociacién con la composicion relativa de AGT de la
dieta, mientras que la retencion de AGT en el higado y TAE estaria relacionada con
la cantidad total de AGT consumidos y la tasa oxidativa o destino metabdlico de
cada isomero AGT.

Con respecto a los AGT individuales, el isobmero que presentd el menor nivel
de retencion fue el 10t-18:1. Este efecto se observo tanto en muestras de TAE e
higado, como en suero de animales alimentados a ambos niveles de grasa dietaria,
efecto que podria estar asociado a una tasa de oxidacion mas alta de este isoOmero.
La velocidad de oxidacion, asi como muchos de los potenciales efectos biologicos
individuales de los AGT 18:1 permanecen aun desconocidos. Previamente, en otros
modelos experimentales con niveles recomendados de grasa dietaria parcialmente
sustituida con AGT (Farifia y col., 2015a), hemos encontrado una menor retencion
relativa de 10t-18:1 en higado y suero de ratas; pero, a partir del presente trabajo, los
resultados se extienden a dietas de elevado nivel de grasa. Si bien, a nuestro
conocimiento, existe poca informacion bibliografica que reporte datos sobre la
metabolizacién de éste AGT en particular (Du y col., 2010), la hipotesis de una
mayor velocidad de oxidacion es soportada en parte por investigaciones de Sébédio
y col. (2001), Banni y col. (2004b) y Martin y col. (2000) quienes hallaron una mayor
tasa de metabolizacidon del isomero 10t,12¢-18:2 vs. 9¢,11t-18:2 (RA) via -oxidacién
peroxisomal. A partir de estos estudios comparativos, la similitud estructural del AG
isomérico 10t-18:1 con el CLA 10t,12c-18:2 y, principalmente, la posicion de la
insaturacion trans podrian sugerir que el 10t-18:1 es mas rapidamente oxidado que
otros AGT 18:1. En relacién a los efectos biologicos asociados a este isbmero se
sugirid que podria aumentar los niveles de TAG séricos en ratas (Anadon y col.,
2010). No obstante, en un modelo experimental de ratdn, no se observaron cambios

en la grasa corporal cuando fueron alimentados con 10t-18:1 (Park y col., 2004).
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En contraposicion, el isobmero 9t-18:1 (EA), fue altamente retenido en todos
los tejidos evaluados y principalmente en el TAE. Asimismo, €l nivel de retencién
fue mayor en todas las muestras de animales alimentados con altos niveles de grasa
sustituida parcialmente con AGT. El hecho de que el EA fuera mayoritariamente
conservado en los tejidos y suero evaluados, podria estar relacionado a la menor tasa
de oxidacion de este isobmero, como fuera observado en células hepaticas de rata (Du
y col., 2010). Esto requiere especial atencion ya que muchas alteraciones metabolicas
perjudiciales relacionadas a la ingesta de AGT de origen industrial tales como:
aumento del colesterol, lipidos y lipoproteinas circulantes (Stender y col., 2008),
disfuncion endotelial, incremento del riesgo de padecer ECV ¢ mayor incidencia de
algunos tipos de cancer (Mozzafarian y col., 2009; Thompson y col., 2008; Brouwer
y col., 2010), han sido asociadas a los niveles de EA presente en los AVPH.

De acuerdo a resultados reportados anteriormente en ratas (Farifia y col.,
2015a), en las condiciones experimentales del presente modelo, el isomero 11t-18:1
(VA) fue retenido moderadamente en los tejidos en relacion a otros isdmeros trans-
18:1. Al igual que para los isomeros AGT antes discutidos, la retencion fue mas
elevada en el grupo AGT20 que en el AGT7, asimismo se observd mayor contenido
de VA en TAE que en higado y suero. La relativamente moderada cantidad de VA
hallada estad relacionada con el destino metabolico de este AGT. Bauman y col.
(1999) demostraron que el VA es precursor de la sintesis endogena de RA mediante
la accion de la enzima A9-desaturasa. Estudios en ratas alimentadas con VA
mostraron una significativa conversiéon a RA en diversos tejidos (Banni y col.,
2001b). La misma bioconversion metabolica, ha sido observada en humanos y otras
especies (Adlof y col., 2000; Glaser y col., 2002; Loor y col., 2002). Santora y col.
(2000) sugirieron que la desaturacion ocurre principalmente en el TA, ya que solo
fue encontrado RA en carcasa en ratones alimentados con VA+RA, mientras que en
el grupo de animales alimentados con VA puro, s6lo hallaron RA en TA. En el actual
modelo experimental, el RA alcanz6 mayores niveles en TAE que en higado;
mostrando dependencia del nivel de grasa de la dieta solo en el tejido adiposo. No
obstante, la bioconversion de VA a RA estimada por la relacién producto/sustrato,
no mostro diferencias significativas entre estos tejidos a ambos niveles de grasa
estudiados. Cabe destacar que esta conversion relativa se redujo en los altos niveles
de grasas en ambos tejidos (RA/VA en higado: AGT7 vs. AGT20: 0,54 = 0,01 vs.
0,19+0,02; yen TAE: AGT7 vs. AGT20: 0,62 = 0,06 vs. 0,24 = 0,02). Los resultados
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observados de bioconversion en TAE e higado estdn en concordancia con datos
previos (Farifia y col., 2015a) y en contraposicion con 1o hallado por Santora y col.
(2000). Ademas, es importante sefialar que los niveles similares de RA observados en
higado de los animales alimentados con AGT7 y AGT20, podria sugerir que los
niveles hepaticos de este AG se corresponden con la proporcion de VA en la dieta,
mientras que en TAE podrian haber sido afectados por el nivel de grasa de la dieta y
la cantidad de VA consumido.

Cabe consignar que el grado de bioconversion puede estar influenciado por
multiples variables del modelo experimental entre las que se puede citar: especie
(Santora y col., 2000; Turpeinen y col., 2002; Gruffat y col., 2005), tejido (Lund y
col., 2006) y tipo de grasa dietaria (Ntambi, 1999). Ademas, se ha demostrado que la
actividad de la enzima A9-desaturasa hepatica es inhibida por los PUFA (Jeffcoat y
col. 1975; Ntambi1992) y mas especificamente por AA (Ntambi, 1992), compatible
con los resultados observados en el grupo AGT20. En relacion a esto, se encontrd en
ratones alimentados con VA (Santora y col., 2000) que un aumento de los niveles de
PUFA dietarios de un 4 a 10% disminuia en un 30% la conversion de VA a RA.
Nuestros resultados coinciden con este efecto, dado que al incrementar los niveles de
grasa del 7 al 20 % se incrementa la ingesta de PUFA conduciendo a una reduccién
en la conversion de VA a RA (50%). Asimismo, Farifia y col. (2015a) reportaron que
frente a la misma ingesta de VA, a mayor ingesta de LA se observd una menor
conversion a RA. En este mismo sentido, Sain y col. (2015), encontraron menor nivel
de conversion de VA a RA en ratones alimentados con dieta ricas en PUFA (aceite
de maiz 6 canola) comparado con los tejidos de aquellos que recibieron dieta rica en
MUFA (aceite de oliva).

Efectos potencialmente beneficiosos para la salud fueron atribuidos al VA per
se (Wangy col., 2008; Tyburczy y col., 2009; Anadony col., 2010), asi como también
al RA endogeno, producto de su metabolizacion (Chardigny y col., 2008; Glaser y
col., 2000; Loor y col., 2002). Sin embargo, no hay consenso sobre los efectos
benéficos del VA en la salud humana, ya que diferentes estudios muestran resultados
controversiales respecto del impacto sobre niveles de lipidos plasmaticos, el riesgo de
ECV y de cancer. En una extensa revision realizada por referentes en el tema
(Gebauer y col., 2011) se concluy6 que son necesarios mas estudios para determinar
si los efectos benéficos observados en modelos experimentales se pueden reproducir

en humanos.

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
177



Discusion

La composicion e incorporacion de AGT fue también analizada en sueros de
secrecion hepatica. Efectos diferenciales de AG dietarios sobre la secrecion in vivo
de TAG-VLDL, asi como en estudios in vitro, han sido reportados por diferentes
estudios (Sundaram y Yao, 2010; Cote y col., 2014). Estos trabajos sugieren una
consistente asociacion entre las caracteristicas quimicas de los AG y su impacto en
el ensamble y secrecion de TAG-VLDL por parte del higado. Aunque los
mecanismos involucrados en este proceso deben ser definidos, se propuso que los
AG podrian modificar la expresion de genes relacionados con la sintesis de TAG, y
el milieu de AG de membrana afectando el trafico, transporte y ensamblaje de las
VLDL ricas en TAG. Méas aun, en estudios in vivo, se observd que no solo la
naturaleza quimicas de los AG, sino también la dosis y duracion del tratamiento
influyen sobre este parametro (Sundaram y Yao, 2010). En el presente trabajo los
cambios en la composicion de AG observados en los sueros ricos en VLDL de ratas
alimentadas con AGT a ambos niveles de grasa dietaria fueron comparables, en
términos generales, con las modificaciones de los perfiles de AG de higado. Estos
resultados guardaron relacion con aquellos reportados anteriormente por este grupo
de investigacion (Farifia y col., 2015a) y se correspondieron, ademas, con los niveles
de AGT observados en suero en ayunas en ambos estudios. Por otro lado, 1os niveles
de RA encontrados fueron mayores en los sueros de animales alimentados a alto
nivel de grasa, evidenciando una mayor secrecion de este AG por parte del higado,
asociado a la baja retencidn hepatica de RA en las ratas que recibieron AGT20. Esta
observacion estd en concordancia con la revision de Sundarany Yao (2010) respecto
de las diferencias halladas en las VLDL segun la especie, tipo de grasa y dosis
utilizadas en estudios in vivo; asi como también en relacion a los AG de membrana
hepatica y la composicion de AG de las lipoproteinas. No obstante, los datos
obtenidos en rata difieren de los observados en un modelo experimental de raton y
con diferentes tipos de grasa dietaria sustituida parcialmente con AGT (Sain y col.,
2015) doénde no se vio asociacion entre la composicion de los AG de higado y

secretados.
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I.4. METABOLISMO LIPIDICO

1.4.1. LIPIDOS SERICOS Y REGULACION DE LOS
TRIACILGLICERIDOS CIRCULANTES

El analisis del perfil de lipidos séricos y su regulacion tiene gran relevancia ya
que cualquier alteraciéon puede potencialmente impactar en la salud, constituyendo
un factor de riesgo de ECNT. En el modelo experimental del presente trabajo, los
niveles de colesterol sérico no presentaron cambios por los tratamientos dietarios,
pero se observaron diferentes respuestas a los AGT segun la cantidad de grasa
ofrecida en la dieta en los niveles de TAG y su regulacion.

La regulacién de la triacilgliceridemia viene dada por la secrecion hepatica de
VLDL y la remocién periférica de TAG, realizadas principalmente por el tejido
muscular esquelético y el tejido adiposo. Asi, a nivel recomendado de grasa se
observd un incremento de TAG séricos, inducido por la sustitucion con AGT,
asociado a una disminucion de la captacion de TAG por parte del musculo
esquelético; mientras que a nivel elevado de grasa dietaria, la sustitucion con AGT
no incremento la hipertriacilgliceridemia ocasionada por €l alto contenido de grasa
en la dieta, a pesar de haber aumentado la VSTAG. Los niveles similares TAG
circulantes entre los grupos C20 y AGT20 podrian explicarse por un efecto
compensatorio de la remocidén de TAG por parte del TAE. Esto refuerza resultados
previos de nuestro laboratorio en otro modelo experimental en ratas, alimentadas
con el mismo AVPH (Farifiay col., 2015a), donde la captacién de TAG por el tejido
adiposo pareceria desempefiar un papel mas importante que la VSTAG hepatica en
la regulacion de los TAG séricos, efecto que estaria relacionado a la composicion de
AGT de la dieta. Por otro lado, en el mismo trabajo, €l grupo alimentado a niveles
recomendados de grasa no present6 modificaciones en el nivel de TAG séricos y esto
también estaria asociado a mayor captacion por parte del TAE, ya que la remocion
por parte del musculo esquelético permaneciod sin cambio. Las diferencias con el
presente trabajo pueden ser atribuidas al mayor porcentaje de sustitucion con AGT
y periodo experimental mas prolongado.

Los datos obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los reportados por

Machado y col. (2010), en ratones alimentados con niveles recomendados de grasa
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sustituida con AVPH. No obstante, en ratas alimentadas con niveles elevados de
grasa en presencia de AGT, se observo hipertriacilgliceridemia (Colandré y col.,
2003), diferencia que podria atribuirse a que el AGT predominante en el AVPH fue
EA, mientras que en el presente estudio los AGT principales fueron 10t-18:1 y VA.
De acuerdo con esta explicacion, Anadédn y col. (2010) mostraron que las ratas
tratadas con grasa ricas en VA no aumentaron, incluso tendian a disminuir los niveles
de TAG en suero.

La mayoria de los estudios en modelos experimentales de roedores que
emplearon dietas ricas en grasa de origen animal o vegetal han reportado
hipertriacilgliceridemia en ayunas (Buettner y col., 2006), aunque existe en la
bibliografia diversos resultados segin la especie utilizada y la composicion del AG
dietaria. En general, se ha observado que las dietas ricas en grasa compuesta por SFA
aumentan los niveles de TAG séricos (Buettner y col., 2006; Barson y col. 2012),
aunque otros estudios no observaron dichos efectos (Delgado y col., 2009; de Castro
y col., 2013). En contraste, en modelos animales con dietas de elevados niveles de
grasa compuesta principalmente por PUFA de la familia n-6, diferentes autores
encontraron una disminucién o ningiin cambio en los TAG séricos (Bravo y col.,
1998; Colandré y col., 2003; Buettner y col. 2006) comparados con dietas estandar o
ricas en grasa saturada. Mas aun, se observd que cambios en relacion de
SFA/MUFA/PUFA en dietas ricas en grasa, pueden tener diferente efecto sobre los
lipidos plasmaticos (Yangy col., 2012).

Aun mas escasos y controversiales son los trabajos en referencia a efectos de
los AGT individuales sobre los niveles de lipidos plasmaticos y su regulaciéon. Un
estudio realizado en humanos (Chardignyy col., 2008) reportdé mayores niveles de
TAG séricos en aquellos que recibieron dieta conteniendo AGT de origen natural,
principalmente: VA y RA, comparado con aquellos que recibieron dieta con AVPH,
compuesta por cantidades semejantes de diferentes AGT 18:1; aunque mostrd un
descenso de colesterol HDL atribuido a los AGT de origen industrial. A partir de
estos resultados es posible pensar que los efectos observados en nuestro modelo
podrian deberse al conjunto de isomeros AGT, como asi también a la relacion entre
ellos y otros AG presentes en la grasa dietaria. Otro estudio (Wang y col., 2008)
demostrd que el VA disminuye los TAG circulantes en ratas obesas. Asimismo, cabe
considerar que los efectos observados en ratas alimentadas con VA podrian deberse

en parte a la sumatoria de efectos por parte este isomero y del RA sintetizado a partir
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de éste. Por lo tanto, del analisis bibliografico y de los presentes resultados podemos
inferir que el impacto deletéreo reportado para los AG trans-18:1 son principalmente
atribuibles al EA y, mds aun, que la presencia de otros AG trans-18:1, como el VA,

podrian contrarrestar estos efectos.

1.4.2. LIPIDOS HEPATICOS Y REGULACION DE LOS
TRIACILGLICERIDOS

Los diferentes cambios en el contenido de TAG en higado y su regulacion
observados por la presencia de AGT y los distintos niveles de grasa en 1a dieta reflejan
una compleja interrelacidon metabolica. Asi, a niveles recomendados de grasa, el
incremento de los TAG hepaticos inducido por los AGT se asocié a un aumento de
la biosintesis de AG y a una menor -oxidacién. La expresion de algunos genes
relacionados con factores de transcripcién y enzimas claves implicadas en la
regulacion hepatica TAG, podrian explicar, al menos en parte, los elevados niveles
de TAG en higado. En el grupo AGT7 se observd una mayor expresion génica del
SREBP-1c y menor de la CPT-Ia. Un incremento en la expresion del SREBP-1c
podria aumentar la lipogénesis a través de la enzima ACC, independientemente que
no aumento la expresion de genes que codifican las enzimas FAS y SCD1. La mayor
actividad ACC observada en este grupo podria contribuir a una alta produccion de
la-enzima malonil-CoA, aumentando la sintesis de AG e inhibiendo la oxidacion
mitocondrial de AG a través de la enzima CPT-Ia. Mas aun, la expresion reducida
de la enzima CPT-Ia favoreceria el desequilibrio de la relacion biosintesis/[3-
oxidacion de AG. Estos resultados son comparables a los observados previamente
por este grupo de investigacion, donde la sustitucion parcial con AVPH de igual
composicion en una dieta enriquecida en LA, aument6 los niveles de TAG hepaticos
de ratas Wistar asociado a una disminucion en la actividad de la enzima oxidativa
CPT-Ia, sin modificar la actividad de las enzimas lipogénicas FAS, EM y G6PDH
(Farifiay col., 2015a). Por otro lado, a pesar de que no incremento la expresion de la
enzima A9-desaturasa, el indice SCD1, que representa €l flujo de sustrato a través de
esta enzima expresado por las relaciones de AG 16:1/16:0y 18:1/18:0, aumento por

la presencia de AGT. Cambios en la expresion y/o actividad de la SCD1 han sido
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asociados con la regulacion de la lipogénesis/-oxidacion y con los niveles de TAG
hepaticos y circulantes (Ntambi y col., 2002).

Resultados de diferentes trabajos han demostrado que los AGT pueden
modificar tanto la sintesis, como la oxidacion hepatica de AG. Un incremento de
TAG en higado acompafiado de menor actividad de la enzima CPT, sin cambios en
las enzimas lipogénicas ACC y FAS, fue reportado anteriormente en un modelo de
rata Wistar alimentadas con AVPH rico en AGT bajo otras condiciones
experimentales (Giudetti y col., 2003). En un modelo animal aterogénico (Choy col.,
2011) se demostr6 que, en comparacion con una dieta de bajo contenido en isoOmeros
trans-18:1, una dieta con elevada cantidad de AGT aumento la esteatosis hepatica
mediante un incremento de las actividades de las enzimas lipogénicas G6PDH y EM,
sumado a la reduccion de 1a B-oxidacion. En contraste, en un modelo experimental
con ratas Fisher alimentadas a largo plazo con dietas conteniendo niveles
recomendados de grasa de diferentes composiciones (Jeyakumar y col., 2011), se
encontr6 un ligero aumento de TAG en los higados del grupo que recibié AGT,
comparado con aquel que recibi6 PUFA n-6, sin observarse esteatosis, ni
hipertriacilgliceridemia. Estos resultados estuvieron relacionados con una
aumentada actividad de la enzima lipogénica G6PDH, sin modificaciones en los
niveles de proteinas asociadas a la oxidacion. Por su parte, alteraciones inducidas en
ratones por la sustitucion con AVPH de igual composicion de AGT a niveles
recomendados de grasa parecieran estar relacionadas con diferentes mecanismos de
accion (Sainy col., 2013), lo que sugeriria que no solo la composicion de AGT, sino
también la especie animal utilizada y otros AG de la dieta interactuan
proporcionando distintos resultados.

Un efecto diferente sobre la regulacion de TAG hepatica se observo en dietas
con alto contenido de grasa. La dieta de elevado nivel de grasa rica en PUFA n-6
condujo a una mayor acumulacion de TAG hepatica que la dieta conteniendo niveles
recomendados de grasa sustituida parcialmente con AGT. Este incremento estuvo
asociado a un acentuado aumento de la expresion génica de SREBP-1c y SCD1,
como asimismo del indice de SCD1 y de la actividad de la enzima ACC. No obstante,
la expresion de CPT-Ia aumentd, aunque el efecto sobre la oxidacién de AG no
pareciera compensar las modificaciones observadas en la expresion de genes

relacionados con la lipogénesis. Es importante destacar que, a pesar de la elevada
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cantidad de grasa ofrecida en la dieta C20, la secrecion de lipoproteinas de muy baja
densidad no se modificod con respecto al grupo C7, esto podria estar contribuyendo
al aumentado acimulo de TAG en el higado. En diferentes modelos experimentales
donde se utilizaron elevados niveles de grasa con alto contenido de PUFA n-6 se
observd incremento de TAG hepaticos (Bravo y col., 1998; Lieber y col., 2004;
Andreoli y col., 2009). Trabajos de otros investigadores relacionaron el incremento
de TAG en este 6rgano con aumento en la expresion de factores de transcripcion y
enzimas relacionados con la lipogénesis como el SREBP-1c, ACC, FAS (Browning
y Horton, 2004; Byrne y col., 2010); ademas, algunos autores reportaron
modificaciones en la secreciéon de VLDL (Andreoli y col., 2009; de Castro y col.,
2013). Es importante consignar que la esteatosis es mayormente atribuida a un
desbalance de la relacion n-6/n-3 PUFA (Araya y col., 2004; Sullivan y col., 2010;
Galbo y col., 2013).

Sorpresivamente, la sustitucion con AGT a elevado nivel de grasa no potenci6
la acrecion de TAG en higado, mas aun, atenuo6 el incremento observado en ausencia
de AGT. Ademas, este efecto se asocio a un incremento en la VSTAG hepatica. Estos
resultados observados en higado podrian ser explicados, al menos en parte, por un
menor incremento de los niveles ARNm que codifican el factor de transcripcion
SREBP-1cylaenzima SCDI, en paralelo con una disminucion relativa del indice de
SCD1 y de la actividad de la enzima ACC. En este sentido, los presentes resultados
pueden relacionarse con €l trabajo antes citado (Jeyakumar y col., 2011) que mostrod
ausencia de esteatosis hepdtica en ratas alimentadas con AGT aun denotando
elevada actividad ACC, FAS y SCD1 y aumentados niveles de proteina SREBP-1c.
Resultados similares fueron reportados en hamsteres con AVPH de diferente origen,
con perfil de AGT similar al del presente estudio (Kraft y col., 2011) donde los TAG
hepaticos no se modificaron e incluso disminuyeron mientras que aumentd la
expresion de SREBP-1c, ACC, FAS y SCDI. Farifia y col. (2015a) observaron que
el indice SCD1 no fue modificado en animales alimentados con dietas enriquecidas,
como deficientes en LA, en concordancia con lo reportado en microsomas hepaticos
de ratas alimentadas con AGT donde no se modifico la actividad de la A9-desaturasa
(Mahfouz y col., 1984).

Las divergencias en los mecanismos implicados en la regulacion TAG
hepatica con otros investigadores podrian estar asociadas a los modelos

experimentales. Sin embargo, la presente investigacion sugiere que el melieu

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
183



Discusion

metabolico de AG genera diferente respuesta inducidas por los AGT a niveles
recomendados y elevados de grasa sobre 1a regulacion de los TAG hepaticos.

Los datos bibliograficos sobre las modificaciones en el nivel de colesterol
hepatico son controversiales, nuestros resultados muestran que elevado nivel de grasa
rica en PUFA n-6 incremento el colesterol en higado, sin embargo, ese efecto fue
atenuado cuando la grasa de la dieta fue sustituida parcialmente por AGT. En este
sentido, Bravo y col. (1998) reportaron elevados niveles de colesterol en higado de
ratas alimentadas con dietas ricas en LA. El incremento de este parametro en higado
ha sido observado en otros estudios a causa del consumo de dietas ricas en PUFA n-
6 (Feldman y col., 1979). Sugano y col. (1984) compararon el efecto de dietas con
10% aceite vegetal o AVPH suministrado a ratas y encontraron disminuido el
colesterol hepatico en los animales que recibieron AVPH. Sugano y col. (1984) y
otros autores (Elson y col., 1981) sugirieron que estos efectos controversiales de AGT
observados experimentalmente podrian adjudicarse a diferencias en el tipo y cantidad
de AGT ingerida, asi como también a la cantidad de LA en las mezclas de aceites y
a otros AG PUFA y/o SFA, que puede afectar 1a magnitud de la respuesta de los
AGT. Contrariamente, resultados previos de este laboratorio en un modelo de ratas
alimentadas con elevados niveles AGT obtenidos por isomerizacion no observaron
incremento de colesterol en higado (Colandré y col., 2003). Asimismo, tampoco se
modifico el nivel de colesterol hepatico en ratas que recibieron dieta rica en LA
sustituida parcialmente con AVPH (Farifia, 2015b); mientras que otros trabajos en
ratas y ratones (Jeyakumar y col., 2011; Machado y col., 2010; Cho y col., 2011)

informaron incremento del colesterol en higado.

1.4.3. VELOCIDAD DE SECRECION DE TRIACILGLICERIDOS
HEPATICOS

Un importante mecanismo involucrado en la regulacion de los TAG
hepaticos, ademas de aquellos que intervienen en la sintesis y oxidacion de AG,
como en la esterificacion de TAG es el ensamble y secrecion de lipoproteinas VLDL.
En el presente estudio el incremento de TAG hepaticos ocasionado por el elevado de
nivel de grasa fue atenuado cuando la grasa dietaria fue sustituida parcialmente con

AGT, y esto estuvo asociado a un incremento de la VSTAG. La mayor secrecion de
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TAG puede estar relacionada con incremento en la sintesis de apolipoproteina-B. Ha
sido demostrado en cultivo de células HepG2 que la acumulaciéon de TAG
intracelular increment6 1a secrecion de apo-B (Arrol y col., 2000). En el mismo tipo
de cultivo celular otros autores encontraron que el EA vs. OA increment6 la
secrecion de apo-B (Mitmesser y col., 2005); datos que sugieren que los AGT podrian
estimular la secrecion de VLDL por estos mecanismos. Ademads, otros autores
(Dashtiy col., 2002) mostraron que el EA tiene diferente efecto que el 4cido palmitico
y OA en la secrecion de lipoproteinas por parte de los hepatocitos. Por otro lado,
nuestros resultados a niveles recomendados de grasa coinciden con lo hallado por
Farifia y col. (2015a), en los que ningiin cambio fue observado en la secrecion de
TAG en ratas alimentadas con el mismo AVPH.

Es importante consignar que el incremento de la VSTAG hepadtica en grupo
alimentado con elevado nivel de grasa con sustitucion parcial de AGT no acrecentod
los ya aumentados TAG plasmaticos, esto estuvo asociado probablemente a la

remocion de los mismos por parte de tejidos extrahepaticos.

I1.4.4. INDICES DE LAS ENZIMAS DESATURASAS.
BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS POLI-INSATURADOS DE
CADENA LARGA EN HIGADO

Es ampliamente conocido y aceptado que el tipo de AG de 1a dieta es un factor
que puede modular el metabolismo lipidico hepatico. Ha sido demostrado que la
sintesis de LC-PUFA puede ser modificada por la ingesta de dietas con distinta
composicion de AG en animales de experimentacion (Mahfouz y col., 1984;
Takeuchi y col., 2001, Hurtado de Catalfo y col., 2012). Diversos estudios reportaron
que los AGT dietarios pueden interferir en la biosintesis de LC-PUFA de las familias
n-6 y n-3, afectado la desaturacion y elongacion de AG, por competencia entre 1os
sustratos de reaccién o alterando la conversion a sus respectivos metabolitos de
cadena larga (Mahfouz y col., 1980a,b; Hill y col., 1982; Lawson y col., 1983;
Mahfouz y col., 1984; Larqué y col., 2001; Kummerow y col., 2004; Larqué y col.,
2003). Posibles modificaciones en la biosintesis de LC-PUFA n-6 y n-3 pueden
estimarse a través de las relaciones de AA/LA y DHA/ALA respectivamente. En el

presente modelo, los AGT afectaron de diferente manera la sintesis de LC-PUFA en
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higado segun el contenido de grasa en la dieta. Se pudo observar que a niveles
recomendados, la sustitucion con AGT redujo la incorporacion de LA; a su vez,
disminuy6 el contenido de AA, aunque la relacion producto/sustrato aumento
respecto al grupo control, mientras que el DHA mostrd una tendencia a disminuir,
sin afectar la relacion con el ALA. Asi, los menores niveles de LA observados
podrian estar asociados a la sustitucion de AG por la incorporacion de AGT en el
tejido y la disminucion de AA podria sugerir un efecto inhibitorio de los AGT en la
sintesis de PUFA de la serie n-6. En cambio, en el grupo AGT20 el contenido de LA
y ALA hepético se redujo, pero los niveles de AA y DHA aumentaron
incrementando las relaciones producto/sustrato de las series n-6 y n-3. Estos
resultados sugieren que los AGT a elevados niveles de grasa dietaria, no reducen la
sintesis de LC-PUFA n-3 y podrian explicarse, en parte, por la teoria propuesta por
Gibson y col. (2011). El autor revisa la biosintesis de LC-PUFA y postula que el
mismo set de enzimas es utilizado en varios pasos metabolicos por los precursores y
metabolitos de las familias n-6 y n-3, que compiten por su utilizacion; ademas,
propone que el balance LA/ ALA es critico para la sintesis de LC-PUFA. En relacién
a lo observado en nuestro trabajo, Gibson infiere que con dietas bajas en ALA los
tejidos son capaces de mejorar los niveles de DHA, contando con una minima
cantidad de ALA. Ademads, un trabajo de otro grupo (Cleland y col., 1992) mostrod
que la capacidad potencial de los aceites dietarios para incrementar el contenido de
DHA en plasma y tejidos aumentaron cuando el contenido de ALA de las mismas
fue menor. Estas conclusiones coinciden con lo observado en el perfil de AG del
grupo AGT20, el mismo presenta menor contenido de ALA que los demdas grupos
experimentales, incremento su nivel de DHA y, ademas, es en el tnico grupo en el
que se detecta el intermediario de esta serie, acido eicosapentaenoico (EPA). Esto
indicaria una mayor actividad de la via metabolica a favor de la sintesis de LC-PUFA
de la familia n-3.

La via alternativa de biosintesis de PUF A n-6 en higado por la cual se sintetiza
acido eicosadienoico (11c,14¢-20:2) a partir de elongacion del LA (Horrobin, 1981;
1993; Huang y col., 2011; Park y col., 2009) se vio disminuida por los AGT y mas
acentuada a recomendados niveles de grasa. Investigaciones realizadas por este
grupo de investigacion en animales alimentados con el mismo AVPH a niveles
recomendados de grasa, mostraron un efecto similar en ratas (Farifia, 2015b), aunque

en ratdn no se observaron cambios en este indice por la sustitucion con AGT en
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dietas con aceite de maiz (Sain y col., 2015). Diferentes trabajos reportaron una
inhibicion de las enzimas elongasas por parte de los AGT (Thomassen y col., 1984;
Blomstrand y col., 1985; Dorfman y col., 2009), este efecto se observd en nuestro
modelo a niveles recomendados de grasa. No obstante, a niveles elevados de grasa,
la sustitucion con AGT atenu6 la disminucion sobre 1a elongacion comparada con el
grupo AGT7, indicando que los AGT presentes en el AVPH tendrian efectos
diferentes segun el nivel de grasa dietaria. Cabe consignar que la formacion de acido
eicosadienoico a partir de LA es una via menor que compensaria efectos de los AGT
en la sintesis de AG n-6 de cadena larga. Ademas, el aumento en el grupo AGT20
de la relacidn acido cis-vaccénico/acido palmitoleico, indice asociado a la actividad
de las enzimas elongasas de AG, evidencia mayor actividad de estas enzimas en el
higado de los animales que recibieron AGT a elevado nivel de grasa.

Por otro lado, la disminucién en la relacion GLA/LA, que refleja el flujo a
través de la enzima A6-desaturasa, estaria asociado a una menor actividad de esta
enzima en la sintesis de GLA por la presencia de AGT y los elevados niveles de grasa.
No obstante, en el grupo AGT20, el flujo a través de esta enzima favoreceria la
sintesis de DHA. Si bien resultados de otros investigadores sugieren que los AGT
inhibirian la actividad de la enzima A6-desaturasa (Kinsella y col., 1981; Mahfouz y
col., 1984; Sugano y col., 1989; Larque y col., 2003), a elevados niveles de grasa
dietaria los AGT parecieran tener un efecto opuesto, posiblemente debido a la
composicion del AVPH.

La actividad de la enzima A5-desaturasa, estimada por la relacion AA/DGLA
no fue afectada por la presencia de AGT en la dieta a ambos niveles de grasa. La
disminucion observada en el grupo C20, coincidente con lo observado para la enzima
A6-desaturasa, podria asociarse a un exceso de sustratos por la alta cantidad de LA
de esta dieta.

Podemos inferir a partir de los resultados observados en el perfil de AG
hepaticos que los AGT tendrian un efecto diferencial sobre la biosintesis de LC-
PUFA delas familias n-6 y n-3, afectando principalmente el flujo de sustratos a través
de la enzima A6-desaturasa. La actividad de la misma pareciera estar disminuida por
los AGT a niveles recomendados, mientras que a niveles elevados de grasa su
utilizacion estaria desplazada hacia la sintesis de PUFA n-3, favoreciendo la sintesis
de DHA. Este efecto podria asociarse parcialmente a los bajos niveles de ALA en la

dieta, como al contenido elevado de diferentes AG trans-18:1. En este sentido, las

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
187



Discusion

diferencias observadas en el presente estudio respecto a los trabajos que reportan
inhibicion de la A6-desaturasa por los AGT podrian atribuirse a que estos ultimos
utilizan grasas enriquecidas en EA y no evaltan el efecto simultdneo de diferentes
1SOmeros.

Aparte de afectar la sintesis de LC-PUFA, las dietas experimentales
modificaron el indice de la enzima A9-desaturasa, como se menciond anteriormente.
La presencia de AGT a niveles recomendados de grasa increment6 este parametro y
esto coincidio con el incremento de TAG en higado indicando un estimulo de la
lipogénesis. No obstante, a elevados niveles de grasa dietaria la sustitucion con AGT
mostrd un efecto opuesto, disminuyendo el indice SCD1, acompafiado de un
descenso de los TAG hepaticos que podria sugerir un mecanismo de accidon diferente
o compensatorio de los AGT en las dietas ricas en grasa, modulando la acrecentada

sintesis de AG ocasionada por el alto contenido de LA.

I.5. FLUJO BILIAR

La sintesis y excrecion de acidos biliares (AB), es un reconocido regulador del
contenido de colesterol hepatico. El1 higado mantiene 1a homeostasis del colesterol,
entre otros mecanismos, excretandolo a la bilis como tal o luego de convertirlo en
AB (Bravoy col,. 1998; Navarro y col., 2009). En el presente modelo, ni la sustituciéon
con AGT a niveles recomendados de grasa, ni los elevados niveles de grasa en
ausencia de AGT, estuvieron asociados a cambios significativos en el flujo biliar
(FB). No obstante, se encontr6é un incremento del colesterol en higado y en bilis en
el grupo C20, que sugiere que los elevados niveles de grasa favorecerian la sintesis de
colesterol y no la de AB, ya que el contenido de AB hallado en bilis de este grupo no
cambi6 respecto de C7. En este sentido, Bravo y col. (1998) encontraron en ratas
alimentadas con aceite de maiz a elevados niveles de grasa un incremento del
colesterol en higado, asociado a un aumento en la actividad de la enzima acil-CoA
colesterol aciltransferasa (ACAT) y de la relacion de ACAT: mCEH (colesterol éster
hidrolasa microsomal) que promoveria la acumulacion de colesterol en este 6rgano.
Estos autores también reportaron que esta dieta rica en PUFA n-6 aument6 el

colesterol en bilis sin modificar el contenido de AB, ni la expresion de la enzima
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colesterol 7-a hidroxilasa, clave en la sintesis de AB. Resultados similares en ratones
fueron hallados por Cheema y col. (1997), quienes asociaron la ingesta PUFA n-6
con una menor abundancia relativa de mRNA de 7a-hidroxilasa en higado y menor
contenido de AB en bilis. Ademas otros autores (Bjorkhem y col., 1978) demostraron
un efecto inhibitorio de la trioleina y trilinoleina sobre la actividad de la 7a-
hidroxilasa.

Por otro lado, es importante mencionar que en el presente trabajo se encontrod
un desbalance en la relacion lipogénesis/-oxidacion en higado por la sustitucion
con AGT y el elevado nivel de grasa, evidenciado por cambios en las expresiones de
factores de transcripcion y enzimas relacionadas. Este desequilibrio podria favorecer
la produccidn de acetil-CoA, sustrato para la sintesis de colesterol, promoviendo su
formacion y posterior sintesis de AB.

A nuestro nivel de conocimiento, existen escasos estudios que evaluen los
potenciales efectos de los AGT sobre la secrecion biliar. Si bien, a niveles
recomendados de grasa dietaria, la sustitucion con AGT no evidenci6 cambios
significativos en el FB, sorpresivamente, a elevados niveles de grasa los AGT
incrementaron la sintesis de AB y el FB a expensas de 1a fraccion dependiente de AB;
ademas, aumentaron la excrecion de colesterol. Estos cambios estarian relacionados
con la disminucién de los niveles de colesterol en higado observada en el grupo
AGT20.

Resultados obtenidos por Sugano y col. (1984) mostraron que ratas
alimentadas con una dieta conteniendo AGT redujeron los niveles de colesterol
hepatico comparado con una dieta rica en MUFA, asociado a incremento en la
actividad de las enzimas HMG-CoA reductasa y 7a-hidroxilasa, claves en la sintesis
de colesterol y AB, respectivamente. En concordancia con la reduccién del colesterol
hepatico e incremento de AB encontrado en nuestros estudios, los autores
demostraron que el aumento de la actividad en la enzima 7a-hidroxilasa seria mas
marcado que el de la HMG-CoA reductasa en el grupo que recibi6 AGT,

favoreciendo la via de sintesis de AB.
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1.6. ESTRES OXIDATIVO HEPATICO Y DEFENSAS
ANTIOXIDANTES

Un estado pro-oxidante, caracterizado por cambios €n pardmetros
relacionados al estrés oxidativo, se asocia a la esteatosis hepatica (Videla y col. 2004).
En el presente trabajo, asociado al aumento de lipidos en higado, diferentes
pardmetros relacionados al estrés oxidativo fueron modificados por las dietas
experimentales. L.a presencia de AGT previno o evito6 la peroxidacion lipidica en los
grupos que recibieron dieta sustituida parcialmente con AVPH; mientras que los
niveles elevados de grasa no modificaron este parametro. Estos bajos niveles de
lipoperoxidacion estuvieron asociados al aumento de GSH en los grupos que
recibieron AGT y dieta rica en grasa, y a un incremento de la actividad de la enzima
antioxidante catalasa en los grupos alimentados con AGT a ambos niveles de grasa
dietaria. En relacion a estos resultados, ha sido demostrado en ratones (Cassagno y
col., 2005) que moderados niveles trans-18:1 incrementan marcadores de estrés
oxidativo y disminuyen las defensas antioxidantes en plasma; aunque otros autores
reportaron que AGT, como los CLA, pueden generar estabilidad oxidativa (Kim y
col., 2005; Palacios y col., 2003), incrementando la sintesis de GSH y evitando la
peroxidacion lipidica (Arab y col., 2006). Esto ultimo concuerda con nuestros
resultados, sugiriendo que la bioconversion de VA a RA estaria previniendo el
desarrollo de estrés oxidativo hepatico incrementando las defensas antioxidantes
enzimaticas y no enzimaticas.

Por otro lado, ha sido reportado que ratas alimentadas con dietas ricas en
grasa pueden presentar dafio oxidativo. Esto ha sido asociado a una deplecion de
LC-PUFA n-3 en higado, que junto a otros factores como una disminuida capacidad
de desaturacion 6 un desbalance de la relacion LC-PUFA n-6/n-3 dietaria, actuarian
promoviendo la esteatosis (Valenzuela y col., 2012). En nuestro modelo no se
observ6 incremento de la lipoperoxidacion por los elevados niveles de grasa dietaria
en ausencia de AGT, asociado a un incremento de los niveles de GSH, que indicarian
una activacion de las defensas antioxidantes no enzimaticas. Estos resultados se
contraponen a lo observado en otras investigaciones en animales alimentados con
dietas ricas en grasa, desbalanceadas en LC-PUFA. En ratas Sprague-Dawley, se

reportd esteatosis hepatica con aumento de marcadores de estrés oxidativo, colageno
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y progresion a esteatohepatitis (Lieber y col., 2004); mientras que en ratones, se
encontraron disminuidos niveles de GSH junto con elevados niveles de carbonilos
proteicos en higado (Matsuzawa-Nagata y col., 2008; Valenzuela y col., 2012). No
obstante, 1a composicion de PUFA de las dietas y las especies de estos trabajos difiere
con el presente modelo, y se ha sugerido que estos factores condicionan el desarrollo

de NAFLD y estrés oxidativo hepatico (Kanuri y col., 2013).

1.7. TEJIDO ADIPOSO Y SU REGULACION

Almacenamiento energético, aislamiento térmico y proteccidon mecanica son
los roles que tradicionalmente han sido atribuidos al tejido adiposo blanco; aunque
actualmente es reconocido como 6rgano clave de la regulacion metabolica (Wronska
y col., 2012). El contenido TAG en los adipocitos, células constitutivas del tejido
adiposo, refleja el balance neto entre la deposicion y movilizacion de lipidos (Frayn
y col., 2003). Asimismo, los adipocitos producen adipoquinas que estan involucradas
en la regulacion de la homeostasis energética (sefiales de saciedad, metabolismo de
lipidos y carbohidratos), proliferacion y diferenciacion de adipocitos, angiogénesis,
respuesta inmune y regulacion de la presion sanguinea (Wronska y col., 2012).
Ademas, los macrofagos del tejido adiposo secretan citoquinas pro-inflamatorias
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleuquina 6 (IL-6) que tienen
gran intervencion en estos procesos (Sethi y Vidal-Puig., 2007). Debido a que los
TAG son el mayor constituyente del tejido adiposo, al estudiar este tejido adquieren
relevancia los mecanismos que regulan su contenido. Si bien el tejido adiposo es
capaz de sintetizar AG de novo, la mayor contribucion de AG proviene de la
hidrolisis de lipoproteinas plasmaticas ricas en TAG mediada por la enzima LPL
(Wangy col., 2009). El tejido adiposo es que tiene mayor actividad LPL (Coppack y
col., 1992); asi, la actividad de esta enzima es clave en la regulacion de la adiposidad
y en la remocion de TAG del plasma.

En el presente trabajo, el incremento de los depdsitos grasos en el TAE
ocasionado por los AGT a niveles recomendados de grasa dietaria, esto estuvo
asociado con un aumento de la actividad de la enzima LPL en este tejido; mientras

que la adiposidad en el TARP no fue modificada por la sustitucion con AGT. En
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cambio, AGT20 no incremento el peso del TAE ya acrecentado por los elevados
niveles de grasa dietaria, a pesar del aumento de la actividad LPL. Un resultado
similar se observo en el peso del TARP en ratas alimentadas con AGT a elevados
niveles de grasa. Estos efectos diferenciales de los AGT en el tejido adiposo sugieren
que diferentes mecanismos estarian interviniendo en la regulacion de la adiposidad
cuando son suministrados a distintos niveles de grasa dietaria. La elevada actividad
LPL en TAE del grupo AGT20 confirma la contribucion de este tejido en la remocion
de TAG plasmaticos, que mantiene los niveles de TAG comparables con C20, aun
cuando se incrementd la VSTAG. En contraposicidén a nuestros resultados, niveles
disminuidos de mRNA de la enzima LPL en tejido adiposo junto a una elevada tasa
de lipolisis y aumentados TAG plasmaticos fueron reportados (Saravanan y col.,
2005) en ratas alimentadas con dos niveles de AGT y LA, aunque el AVPH utilizado
en este trabajo contiene EA como principal isémero t18:1. Otros autores (Pereira-
Assumpcao y col., 2004; Silva y col., 2006) no encontraron cambios en la actividad
LPL de tejido adiposo de ratas alimentadas con un AVPH, similar al utilizado en el
presente trabajo de tesis; aunque también se demostro que los AGT pueden disminuir
los depositos de grasa (Atal y col., 1994; Faulconnier y col., 2006). Estos efectos
controversiales de los AGT sobre la adiposidad parecen estar asociados al tipo de
isomero trans en las dietas, la presencia de RA y la especie. En el presente modelo,
las diferencias observadas en el tejido adiposo del grupo AGT20 podrian estar
relacionadas con el nivel de retencion de 10t-18:1, VA y de bioconversiéon a RA,
mayores que en AGT7. El isomero 10t-18:1 ha sido relacionado a un efecto reductor
de los depositos grasos en forma similar al observado para el isomero 10t,12¢-18:2
(Atal y col., 1994; Faulconnier y col., 2006), sugiriendo que podrian valerse de
mecanismos comunes; mientras que para €l RA se ha reportado una leve disminucion
de la adiposidad (de Roos y col., 2001; Scalerandi y col., 2014) 6 ausencia de efecto,
sin que resulten claros los mecanismos involucrados (Lopes y col., 2008). En el
presente trabajo de tesis los elevados niveles de 10t-18:1 y el RA en AGT20 podrian
estar atenuando el efecto de los elevados niveles de grasa sobre la adiposidad, aun
con una incrementada actividad LPL, explicando en parte la diferente respuesta a

niveles recomendados y elevados de grasa.
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Di1SCUSION-PARTE 11

EFECTOS DE LOS CONJUGADOS DEL ACIDO
LINOLEICO A NIVELES RECOMENDADOS Y
ELEVADOS DE GRASA DIETARIA

La segunda parte de este trabajo de tesis evaluo la incorporacion y efectos
diferenciales de la sustitucion parcial del aceite de maiz con un aceite rico en una
mezcla equimolecular de 9c,11t-18:2 y 10t,12¢-18:2 en ratas alimentadas con dietas
conteniendo niveles recomendados y altos de grasa. Se evaluaron parametros
nutricionales, incorporacion y retencion de los diferentes CLA en distintas muestras
biologicas y las potenciales modificaciones del perfil de AG; como asimismo, 1os
posibles cambios metabolicos producidos en la regulacion de los TAG y mecanismos

involucrados.

II.1. MODELO EXPERIMENTAL

El disefio experimental de esta parte del trabajo de tesis fue similar al utilizado
el estudio precedente. Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, en etapa de
crecimiento. La fuente de grasa principal fue igualmente aceite de maiz ricoen LA a
niveles recomendados y elevados de grasa dietaria. La fuente de CLA fue un aceite
rico en estos isdmeros conteniendo principalmente cantidades equimoleculares de
10t,12¢c-18:2 y RA. La sustitucion de aceite de maiz con CLA fue realizada con el fin
de obtener una composicion relativa de AG idéntica en las dietas CLA7 y CLA20.
Asimismo, como fuera puntualizado en la seccion anterior, los efectos observados
fueron considerados como resultado de la composicion en AG derivada de la
combinacion de ambas fuentes grasas, asi como también de la cantidad de grasa

ofrecida en cada dieta.
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I1.2. PARAMETROS NUTRICIONALES

Los animales alimentados con dietas suplementadas con CLA aceptaron
adecuadamente las mismas en los dos niveles de grasa suministrados, sin observarse
diferencias en la ingesta de alimento, ni en la energia consumida. La sustitucion con
CLA no produjo cambios en €l peso, la composicion corporal, la retencion energética
de la carcasa, ni en el tamafio de higado y TAE; mientras que el elevado contenido
de grasa dietaria aument6 el peso corporal y esto estuvo asociado a una mayor
retencion energética en la carcasa e incremento en el peso del TAE. Si bien los CLA
no modificaron la mayoria de los parametros nutricionales evaluados, los paniculos
adiposos del TARP alcanzaron una reduccién significativa de su peso como
consecuencia de la suplementacion de CLA. Numerosos trabajos han evaluado los
efectos antiadipogénicos de los CLA en vivo. Asimismo se ha reportado que los CLA
dietarios pueden modificar la composicion corporal disminuyendo la acumulacién
de tejido adiposo en varias especies de mamiferos (Domeneghini y col., 2006). Se ha
demostrado en ratas Sprague-Dawley hembras que niveles bajos de CLA no causan
efecto sobre el crecimiento, ingesta y peso del higado; aunque disminuyeron los
depositos de grasa parametrial y retroperitoneal asociado a una menor cantidad y
tamafio de los adipocitos (Azain y col., 2000). Azainy col. (2000) como asi también
DeLany y col. (1999) sugieren que el TARP es mas sensible a los CLA. Estos
resultados concuerdan con lo observado en el presente trabajo a ambos niveles de
grasa. De manera contrastante, otros autores (Lopes y col., 2008) no encontraron
una respuesta diferente entre distintos tejidos adiposos en ratas alimentadas con
CLA. No obstante, este trabajo presenta ciertas limitaciones en su modelo
experimental dado que utiliza un control experimental alimentado con dietas ricas
en SFA.

Las condiciones experimentales inherentes a los animales tales como edad,
especie, estado nutricional o fisiopatologico; asi como las relacionadas con la dieta,
tipo de isomero, nivel y duracion del tratamiento, parecen incidir sobre la manera en
que los CLA afectan la composicion corporal (Choi y col., 2004 y 2007). La
suplementacion con los isomeros individuales RA y 10t,12¢-18:2 o con un mix-CLA
redujeron los tejidos adiposos epididimal y perirenal en rata (Akahoshi y col., 2003).

Otros investigadores (Yamasaki y col., 2003) demostraron que el efecto de los CLA
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sobre la composicion corporal y el peso de los tejidos en ratas depende del nivel de
grasa dietaria y cantidad relativa de los CLA en la grasa. De manera contrastante con
nuestros resultados, estos investigadores observaron efectos mas marcados a bajos
niveles de grasa dietaria (4%), sin encontrar grandes diferencias entre los animales
alimentados con niveles normales (7%) y levemente elevados (10%). En otros
modelos animales (Purushotham y col., 2007; Lasa y col., 2008; Miranda y col.,
2009; Martins y col., 2010) fueron hallados efectos atenuados; mientras que efectos
pronunciados de los CLA sobre la composicion corporal han sido reportados
principalmente en modelos experimentales de ratones (West y col., 1998; DeLany y
col., 1999; DeLany y West, 2000; West y col., 2000; Takahashi y col., 2002; Terpstra
y col., 2002 y 2003). La marcada reducciéon en los depositos grasos en ratones
conducen al desarrollo de una serie de alteraciones metabodlicas que en conjunto
caracterizan el “sindrome lipodistrofico” (Tsuboyama-Kasaoka y col., 2000;
Clémenty col., 2002), las cuales se asocian especificamente a la presencia del isdmero
10t,12¢-18:2. Es importante consignar que la ingesta de CLA también puede
modificar la composicién corporal de animales criados para consumo. En este
sentido, se demostro que los CLA disminuyen la deposicidon grasa en conejos (Corino
y col., 2002) y también similares efectos han sido reportados en cerdos y otras
especies (Ostrowska y col, 1999; Ramsay y col, 2001). En nuestro estudio la retencién
de energia no cambi6 por la presencia de CLA en las dietas, esto coincide con los
resultados encontrados por varios autores (Martin y col., 2000; Kloss y col., 2005;
Inoue y col., 2006; PatureauMirand y col., 2004; Hwang y col., 2007); aunque otros
investigadores demostraron que los CLA podrian mejorar la eficiencia energética en
crias de ratas alimentadas con CLA (Chin y col., 1994), asi como también hallaron
una disminucion en este parametro en modelos experimentales de ratones (West y
col., 2000; Terpstray col., 2002). Parizay col (2001) atribuyeron las diferencias en la
sensibilidad a los CLA, al “turnover” de grasa corporal especifico de cada especie, el
cual es mayor en ratones que en otros roedores 0 humanos; ademas asociaron el
efecto positivo sobre el crecimiento y la eficiencia energética al isémero 9c,11t-18:2,
mientras que el isomero 10t,12¢-18:2 podria tener un efecto opuesto. Asimismo los
efectos de los CLA, especialmente a nivel de tejido adiposo, serian mediados por el
isomero 10t,12¢c-18:2, al igual que los efectos sobre el metabolismo lipidico en general
(Park y col., 1999; Clément y col., 2002; Hargrave y col, 2002; Warren y col, 2003);

Paola G. Illesca - FBCB - UNL
195



Discusion

mientras que pocos estudios encontraron efectos semejantes por el isémero 9c,11t-
18:2 (Akahoshi y col., 2003; Choi., y col. 2004; de Roos y col., 2005).

Efectos diferenciales de los CLA segun el sexo del animal fueron evaluados
por Poulos y col (2001), donde encontraron un menor tamafio del tejido adiposo en
hembras y un mayor incremento de los pesos de los musculos soleus y gastrocnemius
en machos. En este sentido, es reconocido que los CLA pueden mejorar el status
proteico incrementando la masa corporal magra (Park y col, 1997; Evans y col, 2002)
y reduciendo el catabolismo proteico (Cook y col, 1993; Miller y col, 1994; DelL.any
y West, 2000; Terpstra y col., 2002; Terpstra 'y col., 2003). En el presente trabajo 1os
CLA no modificaron el contenido de proteinas en carcasa, coincidiendo con los
resultados reportados por otros autores (Park y Pariza, 2001; Kimy col., 2002; Javadi
y col., 2004; Andreoliy col., 2007). No obstante, en el grupo alimentado con elevados
niveles de grasa, la suplementacion con CLA increment6d el peso del musculo
gastrocnemius y mostré6 un BN aumentado asociado a una menor eliminaciéon de N
urinario.

A pesar de que muchos trabajos evidenciaron los efectos antiobesogénicos en
animales, los resultados de los CLA en el tratamiento de 1a obesidad en humanos no
han sido concluyentes. En algunos estudios se observd una disminucidn significativa
de la masa grasa (Gaullier y col, 2004; Blankson y col, 2000; Thom y col, 2001;
Smedman y Vessby, 2001), pero en la mayoria no se observaron cambios (Risérus y
col., 2002; Larsen y col., 2006, Petridou y col., 2003). Por lo tanto, no existen claras
evidencias que demuestren que los CLA tienen un efecto manifiesto sobre la

composicion corporal en humanos.

I1.3. INCORPORACION Y RETENCION DE
CONJUGADOS DEL ACIDO LINOLEICO EN SUERO,
TEJIDOS Y SECRECIONES

Los CLA dietarios fueron incorporados en los lipidos de suero, tejido y
secreciones. Los mayores niveles de retencidon de CLA totales fueron hallados en

tejido adiposo, seguido de higado y suero. Resultados similares fueron reportados
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por Yamasaki y col. (2000) quienes encontraron en animales alimentados con dietas
conteniendo 2% de CL A, una retencion 5 veces mayor de CLA en tejido adiposo que
higado. Esto concuerda con el estudio realizado por Banni y col. (2001a) en el que se
demostro que la fraccion lipidica de preferencia para la incorporacién de CLA y otros
dienos conjugados en tejidos fueron los lipidos neutros, clase de lipido mas
abundante en tejido adiposo; mientras que en tejidos con mads contenido de
fosfolipidos, como el higado, se incorporan menos (Alasnier y col., 2002). La
retencion de ambos isémeros CLA en todas las muestras analizadas mostrd
dependencia del nivel de grasa dietaria. A niveles elevados de grasa dietaria
suplementada con CLA hubo mayor retencion de isémeros, guardando relacién con
la cantidad de CLA suministrada, a pesar de la idéntica composicion relativa de AG
individuales en ambas dietas CLA. Estos resultados coinciden con lo discutido
anteriormente respecto de la retencion de AG trans-18:1. Aunque ambos CLA
estuvieron presentes en cantidades equimoleculares en las dietas, el isomero 10t,12c-
18:2 fue menos retenido que el RA en suero y tejidos, independientemente de la
cantidad de grasa dietaria. La retencién de AG isoméricos en los tejidos puede variar
de acuerdo a la cantidad ingerida, tiempo de tratamiento dietario, afinidad para su
incorporacion tisular y capacidad de oxidacion. En este estudio, la relacion de
isomeros CLA ingerida por los animales fue equivalente a ambos niveles de grasa
dietaria, el periodo experimental fue el mismo para todos los grupos y dado que la
retencion fue estandarizada respecto de la cantidad de CLA ingerida en la dieta, la
diferencia en la retencion de 10t,12¢c-18:2 vs. RA puede atribuirse en parte a una
mayor tasa de oxidacion del isbmero 10t,12¢c-18:2, y a una mayor capacidad de
incorporacion a los tejidos del RA. Nuestros resultados soportan los estudios de otros
investigadores (Martiny col., 2000; Sébedio y col., 2001; Banni y col., 2004b) quienes
hallaron diferencias entre la oxidacion de ambos isbmeros. Es conocido que el flujo
de los AG a través de las vias de p-oxidacion mitocondrial y peroxisomal esta
determinado principalmente por la actividad de las enzimas CPT-Ia y acetil CoA
oxidasa (ACQO) peroxisomal, respectivamente. Asimismo, fue demostrado que la
enzima CPT-Ia posee la capacidad de discriminar entre sistemas de dobles enlaces
conjugados y no conjugados (Ide y col., 1987), aunque no puede distinguir entre
isomeros posicionales. Esto sugiere que la -oxidacidén mitocondrial no explicaria la

degradacion diferencial entre el 10t,12¢c-18:2 y €l RA, ni el mayor contenido de RA
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en las muestras biologicas, dado que ambos isomeros serian igualmente oxidados por
esta via. Posteriormente, datos cinéticos de las enzimas CPT-1 y ACO, obtenidos en
un estudio en ratas alimentadas con preparaciones puras de isomeros 10t,12¢-18:2 'y
RA, demostraron que existe una mayor disponibilidad del isobmero 10t,12c-18:2 para
ser degradado por la via de B-oxidacion peroxisomal en higado (Martin y col., 2000).
Otros investigadores (Sébédio y col., 2001; Banni y col., 2004b) respaldan estos
hallazgos demostrando elevada cantidad de AG conjugados de 16 carbonos
derivados de la (-oxidacion del 10t,12¢c-18:2 comparado con el RA. Mas aun, se
demostr6 que el RA tiene una mayor tendencia a seguir vias metabolicas de
elongacion y desaturacion para su incorporacion a los lipidos (Banni y col., 2004a),
principalmente por su conversion a dienos conjugados de 20 carbonos y 3
insaturaciones (Sébédio y col., 2001), que permitiria mayor incorporacion en lipidos
polares (Banni y col., 2001a). Estos estudios que demostraron la metabolizacién
diferencial de los dos principales isomeros CLA, claramente explican los niveles de
incorporacidn en suero y tejidos observados en nuestros resultados.

Analizando en particular los perfiles de AG de cada muestra biologica
evaluada se observo que el contenido hepatico de RA fue superior al 10t,12¢-18:2, de
manera tal que la retencion del RA fue cuatro veces més elevada a niveles
recomendados y el doble a niveles elevados de grasa dietaria. De acuerdo con
nuestros resultados, ha sido demostrado por otros investigadores (Stangl y col., 2000)
que el grado de incorporacion de CLA en carcasa y lipidos hepaticos en rata esta
directamente relacionado con el nivel de CLA en la dieta. Asimismo, en los sueros
de secrecion de TAG-VLDL, el isbmero presente en mayor proporcion fue el AR, 1o
que sugeriria que las diferencias de retencidon encontradas en higado podrian estar
asociadas con una mayor tasa de oxidacidon peroxisomal hepdtica del isémero
10t,12¢-18:2 a ambos niveles de grasa, tal como fue propuesto por Martin y col.,
(2000).

En cuanto al tejido adiposo, el contenido y nivel de retencion de CLA depende
del contenido de isomero en la dieta, de la captacion desde la circulacidn, asi como
de las velocidades de metabolizacion relativa de cada isobmero. Los niveles de
retencion mostraron una dependencia del nivel de grasa dietaria y, similar a lo
observado en higado, un efecto diferencial de retencion de RA vs. 10t,12¢-18:2. Estos

resultados estarian asociados a una mayor (3-oxidacion de 10t,12c-18:2 en este tejido,
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tanto en el grupo CLA7, como en CLA20, y estan en concordancia con los
reportados por otros investigadores que encontraron mayores niveles de RA en TAE
y TARP derata (Martins y col., 2010), asi como también en TARP de ratones (Kelley
y col., 2006). Con respecto al contenido de isdmeros CLA circulantes, determinado
en suero en ayunas, hemos encontrado similitud con lo observado en tejidos y en el
suero de secrecion hepatica. Un mayor contenido de RA vs. 10t,12¢c-18:2 en suero
fue reportado por otros investigadores (Li y Watkins 1998). El isomero presente en
mayor cantidad fue el RA y la incorporacion de ambos isomeros mostré dependencia
del nivel de grasa dietaria, siendo significativamente mayor en el grupo CLA20 que
enel CLA7.

La suplementacion con CLA a niveles recomendados de grasa dietaria no
modifico los niveles de LA hepaticos, aunque estuvo asociada a una disminucion de
los AG de la misma familia, GLA y AA. Esto sugeriria que los CLA no sustituyeron
el LA tisular, aunque su incorporacion estarian afectando la via de metabolizacion
de los PUFA n-6. Esto concuerda con lo propuesto por Banni y col. (2004a), quienes
sugieren que la competencia de los CLA con el LA seria diferente en los distintos
tejidos; en higado estaria principalmente dada al nivel de la formacién de
metabolitos, mientras que en tejidos extrahepaticos ocurriria mas a nivel de la
incorporacidon, como se ha observado en tejido adiposo y mamario, los cuales son
ricos en lipidos neutros. Otro mecanismo que podria estar involucrado en la
reduccion los LC-PUFA es 1a $-oxidacion peroxisomal de los mismos, inducida por
el 10t,12¢c-18:2, como fuera demostrado en ratones (Martin y col., 2000; Banni y col.,
2004b; House y col., 2005). Por otro lado, ha sido reportado que la incorporacion y
metabolizacion de los CLA es sensible a diferentes factores de la dieta; asi, se ha
sugerido que cambios en los niveles de PUFA dietarios pueden perturbar el
metabolismo de los CLA y de los demas LC-PUFA (Banni y col., 2004a). En este
sentido, nuestros resultados muestran que en las dietas conteniendo elevados niveles
de LC-PUFA n-6, la presencia de CLA no estuvo asociada a cambios en los niveles
de GLA y AA, ya disminuidos en el grupo C20. Ademas, los niveles de ALA y otros
LC-PUFA de la familia n-3 encontrados indicarian que los CLA y el alto contenido
de grasa dietaria, no afectan la incorporacién y metabolizacion de AG de esta serie
en higado.

Los niveles de LC-PUFA en suero en ayunas y TAG-VLDL secretados por €l

higado se correspondieron con las modificaciones observadas en higado. No
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obstante, en el TAE, la sustitucion con CLA estuvo asociada a una marcada
disminucion del contenido de LA a ambos niveles de grasa dietaria, como asimismo,
de los niveles de GLA y AA. Esto concuerda con lo propuesto por Banni y col.
(2004a) evidenciando un predominio de la incorporacion sobre 1la metabolizacion en
tejidos con alto nivel de lipidos neutros. Con respecto a la familia n-3, el contenido
de ALA en TAE disminuy0 por la presencia de CLA a niveles recomendados de
grasa dietaria; en este sentido, es probable que exista una competencia entre estos
AG por su incorporacién, como también un incremento en la oxidacion en este

tejido.

I1.4. METABOLISMO LIPIDICO

I1.4.1. LiPIDOS SERICOS Y REGULACION DE LOS
TRIACILGLICERIDOS CIRCULANTES

Los niveles de TAG circulantes fueron modificados por la presencia de CLA
mostrando un comportamiento diferencial dependiendo de la cantidad de grasa
dietaria. Por un lado, los CLA incrementaron los TAG séricos en el grupo CLA7,
asociado a una mayor secrecion hepatica de VLDL. Sin embargo, no acrecentaron
la hipertriacilgliceridemia ya observada a elevados niveles de grasa, a pesar de haber
incrementado la VSTAG en el grupo CLA20. Estos resultados pueden explicarse por
el efecto de la remocion de TAG por parte del TAE y del muasculo esquelético. A
recomendados niveles de grasa, la remocion de TAG por el tejido adiposo no
pareciera compensar el aumento de la secrecion de TAG, mientras que a elevados
niveles de grasa el efecto del TAE permitiria mantener los niveles de TAG circulantes
a un nivel comparable a los del grupo C20. La ausencia de cambios en la actividad
LPL del musculo esquelético por la presencia de CLA a ambos niveles de grasa
dietaria contribuiria a mantener los TAG séricos elevados en estos grupos. Si bien
muchos estudios en animales han evidenciado un efecto hipotriacilgliceridémico por
la ingesta de CLA (Gavino y col., 2000; Macarulla y col., 2005; Andreoli y col.,
2009); en otros trabajos han encontrado un efecto opuesto. En concordancia con

nuestros resultados, ha sido reportado un incremento en los TAG séricos en
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hamsteres alimentados con una mezcla equimolecular de CLA 6 con 10t,12¢-18:2
(de Deckere y col., 1999). Asimismo, un efecto hipertriacilgliceridémico ha sido
encontrado recientemente por este grupo de investigacion en un modelo de ratones
alimentados con grasas insaturadas de diferente origen suplementadas con RA 6 con
la misma mezcla de CLA utilizada en el presente trabajo (Scalerandi y col., 2014).

Evaluaciones realizadas en humanos también han arrojado resultados
controversiales; aunque, en términos generales, fueron escasos los efectos hallados
de los CLA sobre los TAG séricos. Una serie de trabajos reportaron que la
triacilgliceridemia no es modificada por el consumo de CLA en individuos sanos o
con sobrepeso (Smedman y Vessby, 2001; Roche y col., 2002; Petridou y col., 2003;
Naumanny col., 2005), mientras que otros autores observaron reduccion de la misma
(Mougios y col., 2001; Noone y col., 2002). También fueron hallado efectos
diferenciales segun el tipo de isbmero suministrado a hombres sanos; asi los TAG
séricos fueron aumentados por el isémero 10t,12¢-18:2 y disminuidos por el RA
(Tricon y col., 2004). Con las evidencias existentes pareciera que la respuesta de los
CLA sobre los TAG séricos en animales y humanos es controversial, y depende de
la especie, estado metabolico, disefio experimental, tipo de isdbmero y composicion
de AG de la dieta utilizados (Clément y col., 2002; Bhattacharya y col., 2006).

I1.4.2. LIPIDOS HEPATICOS Y REGULACION DE LOS
TRIACILGLICERIDOS

Efectos diferenciales por la suplementacion con CLA fueron observados en el
contenido de TAG hepaticos, asi como también en los mecanismos involucrados en
su regulacion, mostrando una dependencia del nivel de grasa en la dieta. A niveles
recomendados de grasa dietaria, el incremento de los TAG en higado por los CLA
estuvo relacionado con un aumento de la sintesis hepatica de AG y una disminucion
de la B-oxidacion. Estos efectos podrian explicarse parcialmente por un desequilibrio
en la relacidon lipogénesis/ B-oxidacion, evidenciados por el incremento de la
actividad de la enzima ACC hepatica y la menor expresion génica del factor de
transcripcion PPAR-a y de la enzima CPT-Ia, claves en la regulacion de la oxidacion

de AG en higado. La elevada actividad de la ACC hepatica podria estar
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contribuyendo al acimulo de TAG en higado observado en estas ratas por dos vias:
incrementando la sintesis de AG y disminuyendo la oxidacion mitocondrial de AG
por inhibicién de la CPT-Ia a través del malonil-CoA. Sorpresivamente, los niveles
de ARNm de otros factores de transcripcidbn y enzimas relacionados con la
lipogénesis como SREBP-1c y SCD1 no fueron modificados; y mds aun, en laenzima
FAS disminuyeron, sugiriendo que los CLA no estarian modulando la sintesis de
AG através de su expresion. Refuerza esta observacion el menor indice de la enzima
SCD1 hepatica representado por la relacion producto/sustrato de los AG
palmitoleico/ palmitico y oleico/ estedrico. Por otro lado, la incrementada VSTAG
observada en este grupo no pareciera compensar el efecto sobre la lipogénesis,
favoreciendo la acumulacion de TAG en higado. Diferentes autores han encontrado
en ratones un incremento de los TAG hepaticos asociados a una elevada actividad
de enzimas, asi como también mayor expresion de genes relacionados con la
lipogénesis (Takahashi y col., 2003; Ferramosca y col., 2006, Vyas y col., 2012). La
esteatosis ha sido atribuida al isomero 10t,12¢-18:2 (Clément y col., 2002; Poirier y
col., 2005a) el cual incrementa la sintesis y captacion de AG superando la tasa de
oxidacion (Vyas y col., 2012). Ademas, en otras especies animales, se encontraron
diferentes cambios en la relacion lipogénesis/ 3-oxidacioén inducidas por el isémero
10t,12¢-18:2 6 mezclas equimoleculares de RA y 10t,12¢-18:2 (Nagao y col., 2005;
Macarulla y col., 2005). Escasos estudios han evaluado el efecto de los CLA en rata
y los resultados encontrados en estos modelos fueron controversiales. En
contraposicion a nuestros resultados, en ratas normales asi como genéticamente
obesas, ha sido reportado que los CLA disminuyeron los niveles de TAG hepaticos
(Nagao y col. 2005; Wang y col., 2006; Purushotham y col., 2007).

Los CLA a elevados niveles de grasa dietaria afectaron de diferente manera la
regulacion de los TAG hepdticos. La suplementacion con CLA no acrecentd aun
mas el contenido de TAG ya elevados por el alto contenido de grasa de la dieta. Este
resultado estuvo asociado al aumento en la VSTAG y a una menor expresion de los
factores de transcripcion SREBP-1c y de las enzimas FAS y SCD1 relacionados con
la lipogénesis en higado. Si bien los niveles ARNm de PPAR-a y CPT-la
disminuyeron por la presencia de CLA y la actividad de la ACC hepdtica no
cambid con respecto al grupo C20, la relacion lipogénesis/p-oxidacion estaria
disminuida por los CLA. El conjunto de resultados sugiere que a elevados niveles

de grasa dietaria los
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CLA modularian el nivel de TAG en higado incrementando la secrecion de VLDL
ricas en TAG y regulando la lipogénesis. En este sentido, aunque es conocido que las
dietas ricas en grasa incrementan el contenido de TAG en higado generando
esteatosis acompafiada de diferentes alteraciones metabodlicas, a nuestro
conocimiento, existen pocos estudios que hayan evaluado el efecto de la
suplementacion con CLA en dietas de elevado contenido graso. En relacion con
nuestros resultados, Purushotham y col. (2006) reportaron que los CLA redujeron
los lipidos hepaticos asociado a una disminucién de la expresion del factor de
transcripcion SREBP-1c y de las enzimas SCD1 y FAS; y postularon que la
inhibicion de la SCD1 podria estar relacionada con un aumento en la f-oxidacion en
ratas con esteatosis hepatica inducida con una dieta rica en grasa. Choi y col. (2004)
encontraron un leve descenso de los TAG de higado de ratas que recibieron una dieta
grasa semejante a la dieta occidental suplementada con 1% de CLA; y esto estuvo
relacionado con un incremento en los niveles de ARNm de las enzimas UCP2, UCP3
y acil-CoA oxidasa hepaticas, sin cambios en la expresion de SREBP-1c y 1a enzima
FAS en higado. De manera contrastante con nuestros hallazgos, otros autores
encontraron que los CLA dietarios mejoraron la esteatosis hepatica en ratas obesas
incrementando la actividad CPT-Ia sin modificar su expresion (Nagao y col., 2005;
Wang y col., 2006). Por lo tanto, €l presente estudio, al igual que el de otros autores,
muestra que si bien los mecanismos por los cuales los CLA modulan los TAG
hepaticos no fueron completamente dilucidados, estan estrechamente vinculados con
el balance lipogénesis/ B-oxidacion. Ademds, demuestran que los cambios en el
metabolismo lipidico inducido por los CLA en modelos animales dependen en gran
medida de la cantidad de grasa de la dieta, de la composicion de AG de la misma
(SFA, PUFA, EFA), de la cantidad relativa de cada isomero CLA y de la duracion
del tratamiento (Choi y col., 2007). Asimismo, trabajos previos de este grupo de
investigacion reportaron menor contenido de TAG en higado de ratas alimentadas
con una dieta rica en grasa suplementada con CLA post-deplecion proteica (Andreoli
y col., 2007), mientras que en ratones que recibieron CLA a elevados niveles de grasa
encontraron una considerable hepatomegalia asociada a esteatosis (Andreoli y col.,

2009); evidenciando marcados efectos diferenciales de los CLA segun la especie.
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I1.4.3. VELOCIDAD DE SECRECION DE TRIACILGLICERIDOS
HEPATICOS

La VSTAG fue incrementada por la presencia de CLA a niveles
recomendados de grasa, y este efecto puedo haber sido un mecanismo compensatorio
para regular el contenido de TAG hepaticos aumentados. Este mismo efecto sobre la
secrecion de VLDL se observo a elevados niveles de grasa, donde los CLA
aumentaron la secrecién de TAG hepatica posiblemente para evitar un incremento
de TAG mayor al provocado por los elevados niveles de grasa dietaria. Estudios
realizados en cultivos de células HepG2 (Liny col., 2001) demostraron que el RA es
un activador mas potente de la secrecion de VLDL-TAG que el isomero 10t,12c-
18:2. Este efecto de los CLA sobre la secrecion de TAG, puede estar relacionado con
la activaciéon de PPAR-a, de los cuales se sabe que los CLA son agonistas. La
activacion en higado de PPAR-a aumenta los niveles de apoB-100 y, a su vez, la
expresion de la proteina de union de AG hepatica (LFABP: liver fatty acid binding
protein). Dicha proteina que participa en el ensamblaje y secrecion de lipoproteinas
ricas en apoB-100 contribuye a regular la cantidad de lipoproteinas secretadas por el
higado (Lindén y col., 2002). Ademas, se demostrd que la activacion de PPAR-a
disminuye la biosintesis de TAG por el higado (Linden y col., 2002), este seria otro
mecanismo mediante el cual los CLA podrian modular el contenido hepatico de
TAG. Diferentes estudios que respaldan esta hipotesis, demostraron que los CLA
son potentes activadores de los PPAR, principalmente del PPAR-a, y que el RA seria
mas eficiente activador de este factor de transcripcion que el 10t-12¢, 18:2 (Moya-
Camarena y col., 1999; Clement y col., 2002). En nuestros resultados, si bien la
expresion del PPAR-a en higado no aument6 por la suplementacion con CLA, la
mayor VSTAG a ambos niveles de grasa dietaria sugiere que la activacion de este
factor de transcripciéon por parte de los CLA seria el mecanismo subyacente
modulando la secrecion de TAG. Resultados previos de este grupo de investigacion
en un modelo experimental de rata con restriccibn proteica previa soportan los
hallazgos del presente trabajo, ya que demostraron que el principal mecanismo por
el cual los CLA previnieron la esteatosis hepatica a elevados niveles de grasa fue el
incremento de la VSTAG (Andreoli. y col., 2010).
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I1.4.4. INDICES DE LAS ENZIMAS DESATURASAS.
BIOSINTESIS DE ACIDOS GRASOS POLI-INSATURADOS DE
CADENA LARGA EN HIGADO

La presencia de CLA no estuvo relacionada con cambios en 1a sintesis de LC-
PUFA delas familias n-6 y n-3, estimada por las relaciones de AA/LAy DHA/ALA
respectivamente, en los dos niveles de grasa dietaria suministrados. No obstante,
diferentes cambios en los indices de las enzimas A5- y A6-desaturasas fueron
observados por la sustitucion con CLA segun la cantidad de grasa ofrecida en 1a dieta.
Por unlado, el menor indice de 1a enzima A6-desaturasa, representado por la relacién
GLA/LA, indicaria un efecto inhibitorio de los CLA en la actividad de esta enzima
a niveles recomendados de grasa dietaria; aunque a elevados niveles de grasa no
intensificarian el efecto sobre este indice, ya disminuido por exceso de sustrato (LA).
Por otra parte, el aumento del indice A5-desaturasa, representado por la relacion
AA/DGLA, sugeriria una mayor actividad de esta enzima relacionada con la
presencia de CLA a ambos niveles de grasa dietaria. En relacion a este efecto,
diferentes autores hallaron que tanto los isomeros individuales de RA y 10t,12¢-18:2,
como la mezcla de ambos, reducen la biosintesis de LC-PUFA inhibiendo las
enzimas A5-y A6-desaturasas (Bretillon y col., 1999; Ederfy col., 2002; Javadi y col.,
2004). Sorprendentemente, otros investigadores encontraron incrementada la
expresion de estas enzimas en higado de raton (Takahashi y col., 2003), por lo tanto
el efecto de los CLA sobre la sintesis de LC-PUFA depende de las condiciones
experimentales. Considerando nuestros resultados, podriamos decir que tanto el
nivel de grasa, asi como también la composicién relativa de AG de la dieta
modificaron la accién de los CLA en la biosintesis de LC-PUFA. La ausencia de un
efecto inhibitorio de los CLA a elevados niveles de grasa, puede ser debido a la

excesiva oferta de LA en la dieta CLA20.

II.5. FLUJO BILIAR

La suplementacion con CLA a niveles elevados de grasa aument6 el FB

relacionado a un incremento significativo en la excrecion de AB; asimismo se
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observd una mayor excrecion de colesterol en bilis, aunque estos cambios no
estuvieron asociados a una disminucion significativa del contenido de colesterol
hepatico. A nuestro nivel de conocimiento, existen escasos trabajos donde se reporte
el efecto de los CLA sobre el metabolismo del colesterol, y ninguno que evalue los
posibles cambios sobre el FB. Fue reportado que el RA disminuye la actividad de la
ACAT evitando la acumulacion de colesterol en higado de hamsteres (Navarro y
col., 2007). Esto estaria en el sentido de nuestros resultados donde se observo una
tendencia a disminuir €l colesterol hepatico por la suplementacion con CLA, aunque
no alcanzo significancia estadistica. Asimismo, algunos autores sugieren que la
suplementacion con CLA fue asociada a alteraciones en la cantidad y composicion
de la bilis en ratones y estos cambios fueron asociados a una mayor expresion de
SREBP1c, HMG-CoA reductasa y 7-a hidroxilasa (Zabala, 2008). Estos resultados,
junto con los del presente trabajo, sugieren que los CLA podrian intervenir en el

metabolismo del colesterol aunque los efectos podrian ser especie especificos.

I1.6. ESTRES OXIDATIVO HEPATICO Y DEFENSAS
ANTIOXIDANTES

La suplementacion con CLA, a recomendados y elevados niveles de grasa
dietaria, no afect6 el grado de lipoperoxidacion en higado. Esta ausencia de cambios
en los niveles de lipoperoxidacion estuvo asociada a un incremento en los niveles de
GSH por la presencia de CLA a ambos niveles de grasa dietaria, asi como también
por el elevado contenido de grasa dietaria en ausencia de CLA. Ademas, un aumento
en la actividad de la enzima catalasa, parte del sistema de defensa antioxidante
enzimatico, fue hallado en higado de los animales que recibieron CLA a ambos
niveles de grasa dietaria. De acuerdo con estos resultados, Kim y col. (2005)
reportaron menor lipoperoxidacion por la sustitucion con CLA en membranas
hepaticas de ratas deficientes en vitamina A, asociado a un menor nivel de PUFA
susceptibles a la oxidacion. Choi y col. (2007) demostraron que los CLA modulan la
disfuncion mitocondrial hepatica inducida por dietas ricas en grasa, resultando en
mayor capacidad de produccidon de energia y menor produccion de ROS; asimismo

encontraron que €l RA increment6 los niveles de GSH, la actividad de la enzima
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SOD (superdxido dismutasa) previniendo la lipoperoxidacion. Otros investigadores
concluyeron que los CLA son capaces de aumentar la sintesis de GSH sin evidenciar
cambios en el balance oxidativo (Arab y col., 2006). Por lo tanto, los niveles elevados
de GSH hallados por la suplementacion con CLA, como asimismo, la incrementada
actividad catalasa hepatica, sugieren que los CLA podrian tener un cierto efecto
protector sobre el potencial dafio peroxidativo ocasionado por €l acaimulo de TAG

en higado.

I1.7.TEJIDO ADIPOSO Y SU REGULACION

Como fuera discutido anteriormente, la suplementacion con CLA no
modifico el peso del TAE en ninguno de los dos niveles de grasa estudiados. No
obstante, la actividad de la enzima LPL en este tejido incremento por la presencia de
CLA a niveles recomendados de grasa dietaria, aunque esto no estuvo asociado a un
aumento en la masa de tejido adiposo. Estos resultados estan en concordancia con
estudios previos en ratas Wistar donde la suplementacion con CLA aumento el
“turnover” lipidico en tejido adiposo, sin alterar la adiposidad (Patureau Mirand y
col., 2004). A elevados niveles de grasa, los CLA no modificaron la masa del TAE y
tampoco la actividad LPL ya aumentadas por €l alto contenido graso de la dieta.
Sorpresivamente, los CLA disminuyeron el TARP a ambos niveles de grasa dietaria.
Los resultados observados en TAE y TARP en nuestro modelo, pueden estar
relacionados con los demostrados efectos de los CLA en la reduccion del tejido
adiposo: aumento del gasto energético asociado a una mayor expresion de proteinas
desacoplantes (UCP2) y de la actividad CPT-I que favoreceria la oxidacion de AG,
la lipolisis e inhibicion de la diferenciacion-proliferacion de adipocitos con aumento
de la apoptosis (Kennedy y col., 2008). Ademas, no se puede descartar que otros
mecanismos que regulan los depositos grasos, como la expresion y activacion de
factores de transcripcion relacionados con la lipogénesis y 1a oxidacion podrian estar
involucrados. Ha sido reportado en ratones, que los CLA modulan la adiposidad
disminuyendo la expresion de PPAR-y, efecto principalmente relacionado con el
isomero 10t,12¢-18:2 (Poirier y col., 2005). Asimismo, Choi y col. (2004) sugieren
que los CLA podrian actuar activando el PPAR-a sin modificar su expresion. En el

caso del TAE, los CLA podrian estar modulando la adiposidad sin modificar el peso
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del tejido, impidiendo la acumulacion de lipidos aun cuando la captacion por parte
de la LPL estuvo aumentada. Esto podria estar relacionado a un mayor turnover de
lipidos en tejido adiposo (Ippaguntay col., 2013; Barnes y col., 2015). Por otro lado,
el menor indice de la enzima SCD1 observado en TAE de las ratas que recibieron
CLA sugiere que otro mecanismo regulador de los niveles lipidos en tejido adiposo
estaria actuando. Si bien en el presente trabajo no se realizaron estudios de
mecanismos biologicos en el TARP, la menor acrecion de grasa en dicho tejido
podria sugerir una disminuida relacién entre la captacion y liberacion o entre la

sintesis y oxidacion de AG.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis, efectos diferenciales de los isémeros de 4cidos
grasos AGT y CLA fueron observados, mostrando dependencia el nivel de grasa en
la dieta. Los isomeros AGT y CLA, suministrados a recomendados o elevados
niveles de grasa dietaria, fueron incorporados a los lipidos tisulares, séricos y de
secreciones de ratas modificando pardmetros nutricionales, bioquimicos y

metabolicos.
Los resultados mas destacables asociados a la ingesta de AGT mostraron que:

e TLos AGT fueron incorporados y retenidos en mayor medida en tejido
adiposo, que en higado y suero, tanto en animales alimentados con dietas a
niveles recomendados como elevados de grasa, mostrando, ademas,

dependencia de la cantidad de grasa dietaria.

e De los isomeros con probados efectos biolodgicos, el 9t-18:1, fue el que
mostro mayor grado de retencion en tejido adiposo, hepatico, suero y en las

lipoproteinas secretadas por el higado a ambos niveles de gras dietaria.

e FElisomero 10t-18:1 fue el que presentd menor grado de retencion en tejido
adiposo, higado y suero de animales alimentados con AGT a ambos niveles

de grasa, posiblemente asociado a una mayor tasa de oxidacion.

e Labioconversion de VA a RA fue similar en tejido adiposo e higado a ambos
niveles de grasa dietaria. No obstante, fue menor en ambos tejidos en los ratas

alimentadas con elevados niveles de grasa.

e A niveles recomendados de grasa dietaria, los AGT incrementaron la
ganancia de peso de los animales, asociado a un incremento del tejido adiposo

y contenido graso de carcasa.
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e A niveles elevados de grasa dietaria, los AGT no acrecentaron la ganancia de
peso ni los depdsitos grasos en ratas, ya aumentados por la dieta rica en grasa

en ausencia de AGT.

e Los AGT aumentaron los TAG séricos en animales alimentados a niveles
recomendados de grasa, asociado a una menor remocion de los mismos por

parte del musculo esquelético.

e La sustitucion con AGT a niveles elevados de grasa dietaria, no increment6
los TAG séricos de ratas, ya aumentados por el alto contenido de grasa

dietaria.

e Los AGT aumentaron el contenido de TAG hepaticos a niveles
recomendados de grasa dietaria, asociado a un incremento en la biosintesis y

disminucion de la -oxidacion.

e Lasustitucion con AGT atenu¢ el incremento de TAG hepaticos observados
en animales alimentados con elevados niveles de grasa dietaria, y esto estuvo
relacionado con la regulacion de factores de transcripcidbn y enzimas

relacionadas con la lipogénesis y con una mayor secrecion de TAG.

e TLos AGT a niveles recomendados de grasa redujeron el contenido de LA,
ALA y AA en higado; mientras que a niveles elevados disminuyeron el LA y
ALA sin afectar el AA y DHA, sugiriendo un efecto diferencial sobre la
sintesis de LC-PUFA que depende del nivel de grasa dietaria.

e La sustitucion con AGT increment6 el flujo biliar en ratas alimentadas con
niveles elevados de grasa dietaria, asociado a un incremento de la sintesis de

acidos biliares y a una atenuacion del contenido de colesterol hepatico.

e Los AGT incrementaron los paniculos de TAE en animales alimentados a
niveles recomendados de grasa, asociado a aumento de la actividad de la LPL;
mientras que a niveles elevados de grasa, no aumentaron mas el depdsito de

lipidos ya incrementados por la dieta rica en grasa en este tejido.
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Conclusiones

En relacion a los efectos de los CLA, los resultados mas importantes mostraron

que:

e Ambos isbmeros CLA fueron incorporados y retenidos en mayor medida en
tejido adiposo, que en higado y suero de animales alimentados a niveles
recomendados o elevados de grasa dietaria, observandose dependencia del

nivel de grasa.

e FEl RA fue mas retenido que el isbmero 10t,12¢-18:1 en todas las muestras
analizadas, a excepcion de la bilis, con dependencia del nivel de grasa dietaria

suministrado a los animales.

e Los CLA redujeron los paniculos del tejido adiposo retroperitoneal en los
animales alimentados a ambos niveles de grasa dietaria, no obstante no

modificaron el peso corporal ni de otros tejidos en estas ratas.

e TLos CLA incrementaron los TAG séricos en animales alimentados con
niveles recomendados de grasa, mientras que a niveles elevados no
acrecentaron los niveles ya aumentados por el nivel de grasa. Estos efectos
estuvieron asociados a una mayor secrecion hepatica de TAG y a la remocion

de los mismos por el tejido adiposo.

e Las dietas con CLA incrementaron los niveles de TAG hepaticos asociado a
un desbalance en la relacion lipogénesis/ $-oxidacion y a menores niveles de
ARNmMm de genes relacionados con la oxidacion de AG; mientras que a niveles
elevados de grasa no acrecentaron los TAG ya aumentados por la dieta rica
en grasa, asociado a una mayor VSTAG y una disminuida expresion de genes

relacionados con la lipogénesis.

e TLos CLA en animales alimentados a niveles elevados de grasa aumentaron el
flujo biliar asociado a un aumento en la sintesis-excrecion de AB y mayor
excrecion de colesterol en bilis, sin modificar el contenido de colesterol

hepatico.
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Conclusiones

e Los CLA a niveles recomendados de grasa dietaria disminuyeron la sintesis
de LC-PUFA n-6 asociado a un menor indice de la enzima A-6 desaturasa;
mientras que a elevados niveles de grasa no modificaron esta via metabdlica.
La sintesis de LC-PUFA n-3 no fue afectada por los CLA en ninguno de los

niveles de grasa evaluados.

e Los CLA redujeron la acumulacion de grasa en el TARP a ambos niveles de
grasa dietaria evaluados, mientras que no modificaron los depositos grasos en
TAE aunque la actividad LPL en este tejido estuvo aumentada. Esto pudo

deberse a un incremento en la actividad lipolitica en estos tejidos.

Los presentes resultados podrdan contribuir a ampliar el conocimiento sobre los
mecanismos de accion y las implicancias metabolicas del consumo de isomeros
de AG dietarios a niveles de ingesta alcanzables por la poblacion. Ademds
podran ser de utilidad para comprender el impacto de la interaccion entre la
composicion y la cantidad de grasa ingerida en el desarrollo de ECNT que

permitan posteriormente tomar decisiones tendientes a disminuir su incidencia.
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